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Xây dựng quy trình phân tích đồng thời sáu hợp chất  
giảm glucose huyết ngụy tạo trong thuốc dược liệu 
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Summary
An HPLC method was proposed to simultaneous determination of metformin, phenformin, glipizide, gliclazide, 

glibenclamide and glimepiride illegally added to traditional herbal medicines and food supplements as supported regime 
for diabetes mellitus. The above-mentioned chemical hypoglycemic agents are extracted by methanol, filtered by a 
membrane with pore size of 0.45 µm, and quantitatively determined by HPLC-PDA. The chromatographic conditions 
are as follows: InertSustain C18 column (250 x 4.6 mm; 5.0 µm), mixture of acetonitrile and 0.03% phosphoric acid as 
mobile phase in a gradient mode, detection wavelength at 230 nm, column temperature at 30oC, flow rate of 1.0 ml/
minute, and injection volume of 10 µl. The HPLC method was validated basing on the guidelines of ICH and AOAC. 
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The validation results prove the proposed method is reliable and practicable. The method was applied to control 10 
available traditional herbal medicines and food supplements in Tay Ninh province. As the results, nine registered 
samples do not contain the above-mentioned chemical hypoglycemic agents, and one sample without registration is 
detected containing phenformin as an illegal adulterant.

Keywords: Metformin, phenformin, glipizide, gliclazide, glibenclamide, glimepiride, herbal medicines, food 
supplements.

Đặt vấn đề
Theo báo cáo của Tổ chức Y tế Thế giới, bệnh 

đái tháo đường là một bệnh mạn tính có thể dẫn đến 
tổn hại nghiêm trọng cho cơ thể; Theo kết quả điều tra 
tại Việt Nam, tỷ lệ mắc bệnh đái tháo đường ở người 
trưởng thành từ 18 - 69 tuổi là 4,1%, trong đó chỉ có 
28,9% người mắc bệnh đái tháo đường được kiểm 
soát và theo dõi điều trị, có nghĩa là hầu hết người 
mắc bệnh này (hơn 70%) không được điều trị [1]. 
Trong số đó có những người bệnh chọn điều trị theo 
các phương thuốc gia truyền và có nhiều trường hợp 
nguy hiểm đến tính mạng, thậm chí gây tử vong đã 
xảy ra do các thuốc đó bị pha trộn trái phép các dược 
chất điều trị đái tháo đường.

Hiện nay, việc kiểm tra sự pha trộn các dược chất 
trong thực phẩm chức năng (TPCN) và thuốc dược 
liệu điều trị đái tháo đường vẫn chưa được kiểm soát 
chặt chẽ, quy trình xác định sự pha trộn các dược 
chất này chưa có trong Dược điển Việt Nam hiện 
hành. Trên thế giới cũng như trong nước đã có một 
số công trình nghiên cứu quy trình định lượng đơn lẻ 
hay phối hợp các dược chất điều trị đái tháo đường 
pha trộn trong thuốc dược liệu và TPCN [2-8]. Cho 
đến nay, chưa có nghiên cứu nào trong nước công 
bố quy trình phân tích đồng thời một số dược chất 
thường được dùng để điều trị bệnh đái tháo đường 
như metformin, glibenclamid, gliclazid, glimepirid, 
glipizid, … ngụy tạo trong thuốc dược liệu và TPCN 
bằng phương pháp HPLC-PDA. Với những lý do 
trên, nghiên cứu này được thực hiện nhằm làm cơ 
sở để các Trung tâm Kiểm nghiệm Thuốc, Mỹ phẩm, 
Thực phẩm thành phố/ tỉnh kiểm tra sự pha trộn trái 
phép các dược chất này, đảm bảo người bệnh được 
sử dụng thuốc và TPCN có chất lượng, an toàn và 
hiệu quả.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
Đối tượng nghiên cứu
Metformin, phenformin, glibenclamid, gliclazid, 

glimepirid và glipizid ngụy tạo trong thuốc dược liệu 
và thực phẩm chức năng hỗ trợ điều trị bệnh nhân 
đái tháo đường.

Chất chuẩn đối chiếu, hóa chất, dung môi, 
trang thiết bị

Chất chuẩn đối chiếu
Metformin hydroclorid (MET), số kiểm soát (SKS) 

QT168 070319, hàm lượng tính trên nguyên trạng 
99,9%; gliclazid (GLC), SKS QT 137 080818, hàm 
lượng 99,8% và glimepirid (GLM), SKS QT173 
070519, hàm lượng 99,7% được cung cấp bởi Viện 
Kiểm nghiệm Thuốc TP. Hồ Chí Minh; glibenclamid 
(GLB), SKS 0103129, hàm lượng 99,7% và glipizid 
(GLP), SKS 0107207, hàm lượng 99,31% do 
Viện Kiểm nghiệm Thuốc Trung ương cung cấp; 
phenformin hydroclorid (PHEN), lô P7045, hàm 
lượng 97% của hãng Sigma Aldrich.

Hóa chất, dung môi
Methanol và acetonitril đạt tiêu chuẩn dùng cho 

sắc ký lỏng. Aceton, methanol và acid phosphoric đạt 
tiêu chuẩn phân tích.

Trang thiết bị
Tất cả các thiết bị và dụng cụ phân tích đã được 

hiệu chuẩn theo quy định của ISO/IEC 17025 và GLP, 
bao gồm: hệ thống HPLC-PDA, cân phân tích, máy 
lắc, bể rửa siêu âm; các dụng cụ thủy tinh, bình định 
mức, pipet có độ chính xác phù hợp.

Chuẩn bị mẫu
Dung dịch mẫu giả lập
Cân chính xác khoảng 0,5 g mẫu giả lập vào cốc 

có mỏ 50 ml, thêm khoảng 15 ml methanol, lắc đều, 
siêu âm 20 phút, để nguội, lọc qua giấy lọc vào bình 
định mức 50 ml, chiết lặp lại lần 2 với 15 ml methanol, 
pha loãng tới định mức bằng cùng dung môi. Hút 
chính xác 1 ml dung dịch thu được, cho vào bình định 
mức 10 ml, thêm methanol đến vạch, lọc qua màng 
lọc 0,45 µm.

Dung dịch chuẩn
Cân chính xác khoảng 20,0 mg từng chất chuẩn 

MET, PHEN, GLP, GLC, GLB và GLM vào các bình 
định mức 20 ml, thêm 15 ml methanol, siêu âm 20 
phút, để nguội, thêm methanol đến vạch, lắc đều, thu 
được các dung dịch chuẩn gốc có nồng độ khoảng 
1000 µg/ml. Từ các dung dịch chuẩn gốc này sẽ pha 
các dung dịch chuẩn có nồng độ thích hợp tùy vào 
mục đích phân tích.

Dung dịch chuẩn hỗn hợp
Cân chính xác khoảng 20,0 mg từng chất chuẩn 
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MET, PHEN, GLP, GLC, GLB và GLM vào bình định 
mức 20 ml, thêm 15 ml methanol, siêu âm 20 phút, 
để nguội, thêm methanol đến vạch, lắc đều, thu được 
hỗn hợp chuẩn gốc có nồng độ từng chất khoảng 
1000 µg/ml. Từ hỗn hợp chuẩn gốc sẽ pha thành các 
hỗn hợp chuẩn có nồng độ thích hợp tùy vào mục 
đích phân tích.

Dung dịch thử giả lập
Cân chính xác khoảng 0,5 g mẫu giả lập vào cốc 

có mỏ 50 ml, thêm lần lượt từng chất chuẩn để thu 
được các mẫu thử giả lập có nồng độ các chất phân 
tích khác nhau. Sau đó thêm khoảng 15 ml methanol, 
lắc đều, siêu âm 20 phút, để nguội, lọc qua giấy lọc 
vào bình định mức 50 ml, chiết lặp lại lần 2 với 15 ml 
methanol, pha loãng tới định mức bằng cùng dung 
môi. Hút chính xác 1 ml dung dịch thu được, cho vào 
bình định mức 10 ml, thêm methanol đến vạch, lọc 
qua màng lọc 0,45 µm.

Dung dịch thử
Nghiền mẫu thử thành bột mịn, trộn đều, cân chính 

xác khoảng 0,5 g bột mẫu thử vào cốc có mỏ 50 ml, 
thêm khoảng 15 ml methanol, lắc đều, siêu âm 20 
phút, để nguội, lọc qua giấy lọc vào bình định mức 50 
ml, chiết lặp lại lần 2 với 15 ml methanol, pha loãng 
tới định mức bằng cùng dung môi. Hút chính xác 1 ml 
dung dịch thu được, cho vào bình định mức 10 ml, 
thêm methanol đến vạch, lọc qua màng lọc 0,45 µm.

Mẫu trắng: Methanol.
Phương pháp nghiên cứu
Để biết được các thành phần dược liệu thường 

được sử dụng trong thuốc dược liệu và thực phẩm 
chức năng được sử dụng cho bệnh nhân đái tháo 
đường trên địa bàn tỉnh Tây Ninh, cần phải tiến hành 
thu thập các thuốc dược liệu đã được cấp số đăng ký 
và TPCN đã có quy chuẩn kỹ thuật hoặc có bản công 
bố phù hợp quy định an toàn thực phẩm hiện đang 
lưu hành. 

Tiến hành thống kê các thành phần dược liệu 
và tần suất xuất hiện trong thuốc dược liệu và thực 
phẩm chức năng, từ đó sẽ đề xuất danh mục các 
dược liệu thường được sử dụng. Danh mục này sẽ 
là cơ sở để tạo mẫu giả lập trong phòng thí nghiệm 
và xây dựng quy trình phân tích các hợp chất giảm 
glucose huyết ngụy tạo trong thuốc dược liệu và thực 
phẩm chức năng. 

Dựa vào cấu trúc của các chất phân tích có nhóm 
chức phân cực, hấp thụ ánh sáng trong vùng tử ngoại 
và tham khảo một số tài liệu có liên quan [2, 4, 5, 8], kỹ 
thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo HPLC-
PDA với đầu dò dãy diod quang được lựa chọn

để xây dựng quy trình phân tích các hợp chất giảm 
glucose huyết. Tiến hành khảo sát các điều kiện sắc 
ký ảnh hưởng đến hiệu quả tách của phương pháp 
như: pha động và nồng độ acid phosphoric, chương 
trình rửa giải gradient, nhiệt độ cột; các điều kiện 
ảnh hưởng đến hiệu suất chiết như: dung môi chiết, 
phương pháp chiết, số lần chiết và thời gian chiết. 
Sau khi tìm được điều kiện sắc ký và điều kiện chiết 
thích hợp, tiến hành thẩm định quy trình phân tích 
theo hướng dẫn của ICH [9] và AOAC [10] bao gồm 
khảo sát tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu, giới 
hạn phát hiện, giới hạn định lượng, tính tuyến tính 
và miền giá trị, hiệu suất chiết, độ đúng và độ chính 
xác, độ ổn định và độ thô. Quy trình sau khi được 
thẩm định sẽ được ứng dụng để kiểm tra các hợp 
chất giảm glucose huyết ngụy tạo trong thuốc dược 
liệu và thực phẩm chức năng hỗ trợ điều trị bệnh đái 
tháo đường trên địa bàn tỉnh Tây Ninh.

Kết quả nghiên cứu
Tạo mẫu giả lập
Các kết quả điều tra cho thấy mỗi thuốc dược liệu 

hoặc thực phẩm chức năng có khoảng 10 thành phần 
dược liệu, được bào chế dưới dạng viên nang có khối 
lượng khoảng 500 mg và hoàn cứng với khối lượng 
mỗi gói khoảng 5 g. Các dược liệu có tần suất xuất 
hiện trên 2% được lựa chọn để tạo mẫu giả lập.

Mẫu giả lập bao gồm 14 thành phần dược liệu và 
khối lượng của mỗi dược liệu được tính dựa vào tần 
suất xuất hiện trong thuốc dược liệu và thực phẩm 
chức năng (bảng 1).

Bảng 1. Các dược liệu được sử dụng để tạo mẫu giả lập

Stt Dược liệu Tên khoa học Khối lượng 
(mg)

Tần suất  
(%)

1 Dây thìa canh Gymnema sylvestre 88 9,55
2 Mướp đắng Momordica charantia 60 6,53
3 Giảo cổ lam Herba Gynostemmae 46 5,03
4 Hoài sơn Dioscorea persimilis 46 5,03
5 Sinh địa Rehmannia glutinosa 37 4,02
6 Mạch môn Ophiopogonis japonicus 32 3,52
7 Ngũ vị tử Fructus Schisandrae 32 3,52
8 Linh chi Ganoderma lucidum 28 3,02
9 Thiên hoa phấn Radix Trichosanthis 28 3,02
10 Đơn bì Paeonia suffruticosa 23 2,51
11 Hoàng kỳ Astragalus membranaceus 23 2,51
12 Câu kỷ tử Fructus Lycii 19 2,01
13 Quế chi Cortex Cinnamomi 19 2,01
14 Sơn thù Cornus officinalis 19 2,01

Tổng cộng 500
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Nhận xét: Kết quả khảo sát cho thấy nhiệt độ cột 
30oC là phù hợp vì đạt các yêu cầu về độ phân giải, 
hệ số bất đối và độ tinh khiết pic so với nhiệt độ cột 
20oC và 40oC.

Như vậy, điều kiện sắc ký thích hợp để định lượng 
đồng thời sáu hợp chất giảm glucose huyết bằng 
phương pháp HPLC-PDA là: Cột sắc ký InertSustain 
C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) và tiền cột (30 x 4,6 mm;  
5 µm), nhiệt độ cột 30oC, bước sóng phát hiện 230 
nm, thể tích tiêm mẫu 10 µl, tốc độ dòng 1,0 ml/phút, 
pha động acetonitril – acid phosphoric 0,03%, rửa 
giải gradient 4 theo bảng 3.

Khảo sát điều kiện chiết
Bảng 5 tóm tắt kết quả khảo sát dung môi chiết, 

phương pháp chiết, số lần chiết và thời gian chiết các 
chất phân tích từ dung dịch thử giả lập với nồng độ 
các chất phân tích là 50 µg/ml. 

Điều kiện chiết được lựa chọn sao cho hiệu suất 
chiết các chất phân tích cao nhất, các chất phân tích 
tách hoàn toàn (độ phân giải lớn hơn hoặc bằng 1,5), 
hệ số bất đối từ 0,8 – 1,5 và pic đạt độ tinh khiết. Như 
vậy, điều kiện chiết được lựa chọn là: dung môi chiết 
methanol, chiết siêu âm 20 phút và 2 lần.

Khảo sát điều kiện sắc ký
Bảng 2, 3 và 4 lần lượt tóm tắt kết quả khảo sát 

pha động và nồng độ acid phosphoric; chương trình 
rửa giải gradient và nhiệt độ cột sắc ký khi tiến hành 

sắc ký dung dịch thử giả lập với nồng độ các chất 
phân tích là 100 µg/ml (khảo sát pha động) và 50 µg/
ml (khảo sát chương trình rửa giải gradient và nhiệt 
độ cột). 

Bảng 2. Kết quả khảo sát hệ dung môi pha động và nồng độ acid phosphoric
Điều kiện sắc ký

cố định Pha động Nồng độ acid Thời gian sắc ký 
(phút)

Độ phân giải giữa MET 
và PHEN

Hệ số bất 
đối

Độ tinh khiết 
pic

Cột inertSustain C18 (250 x 4,6 mm; 
5,0 µm); tốc độ dòng: 1 ml/phút; thể 

tích tiêm: 10 µL; bước sóng phát hiện: 
230 nm; nhiệt độ cột: 30oC

MeOH - H3PO4 (50:50) 0,10% Sáu dược chất nhưng chỉ xuất hiện 2 pic

AcN - H3PO4 (50:50)

0,10% 20 2,8 1,9 Đạt

0,03% 20 2,3 1,4 Đạt

0,01% 20 2,3 1,7 Đạt

Nhận xét: Với hệ dung môi MeOH - H3PO4 0,10%, 
sắc ký đồ chỉ xuất hiện 2 pic. Với hệ dung môi AcN - 
H3PO4 0,10% sắc ký đồ có đầy đủ 6 pic nên được lựa 
chọn để tiếp tục khảo sát nồng độ H3PO4. Với nồng 
độ 0,03%, các pic tách hoàn toàn với độ phân giải 

thấp nhất giữa MET và PHEN là 2,3; hệ số bất đối 
đạt yêu cầu (0,8-1,5) và pic đạt độ tinh khiết theo phổ 
UV-Vis nên nồng độ H3PO4 0,03% được lựa chọn. 
Ngoài ra, pH pha động khoảng 2,6 phù hợp với cột 
sắc ký sử dụng.

Bảng 3. Kết quả khảo sát chương trình rửa giải gradient

Chương trình gradient (AcN – H3PO4 0,03%) Độ phân giải Hệ số bất đối Độ tinh khiết pic

Gradient 1: 0’(30:70), 5’(30:70), 7’(50:50), 15’(70:30), 20’(70:30), 25’ (30:70), 35’(30:70) 1,57 1,7 Đạt

Gradient 2: 0’(20:80), 5’(20:80), 7’(50:50), 15’(70:30), 20’(70:30), 25’ (20:80), 35’(20:80) 1,55 1,4 Đạt

Gradient 3: 0’(5:95), 3’(5:95), 10’(80:20), 15’(80:20), 20’(35:65), 25’(5:95), 35’(5:95) 1,16 1,3 Không đạt

Gradient 4: 0’(5:95), 3’(5:95), 10’(60:40), 15’(60:40), 26’(75:25), 28’(5:95), 35’(5:95) 1,64 1,2 Đạt

Nhận xét: Với chương trình rửa giải gradient 
3, các pic không đạt độ tinh khiết và độ phân giải; 
với chương trình rửa giải gradient 1, hệ số bất đối 
không đạt; với chương trình rửa giải gradient 4, hệ số 

bất đối và độ phân giải tốt hơn so với chương trình 
rửa giải gradient 2. Vì vậy, chương trình rửa giải 
gradient 4 được lựa chọn.

Bảng 4. Kết quả khảo sát nhiệt độ cột sắc ký

Nhiệt độ cột sắc ký Độ phân giải Hệ số bất đối Độ tinh khiết pic

20oC 1,3 (GLB và GLM) 1,6 (MET) Đạt

30oC 1,7 (GLB và GLM) 1,2 (MET) Đạt

40oC 2,1 (GLB và GLM) 1,4 (MET) Đạt
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Nhận xét: RSD của các thông số sắc ký của các 
chất phân tích trong mẫu thử giả lập đều nhỏ hơn 
2%, độ phân giải đều lớn hơn hoặc bằng 1,5 và hệ số 
bất đối đều nằm trong khoảng 0,8 – 1,5. Vậy quy trình 
phân tích đạt tính phù hợp hệ thống.

Tính đặc hiệu
Kết quả khảo sát tính đặc hiệu cho thấy: Sắc ký đồ 

mẫu trắng và mẫu giả lập không xuất hiện pic trong 
khoảng thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của 
các chất phân tích trong hỗn hợp chuẩn. Sắc ký đồ 

mẫu thử giả lập xuất hiện pic có thời gian lưu tương 
đương thời gian lưu của mỗi chất trong sắc ký đồ 
hỗn hợp chuẩn. Trên sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn và 
mẫu thử giả lập các pic tách hoàn toàn. Phổ UV-Vis 
tại thời gian lưu của các pic trong sắc ký đồ mẫu thử 
giả lập giống với phổ UV-Vis tại thời gian lưu của các 
pic tương ứng trong sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn. Các 
pic trong sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn và mẫu thử giả 
lập đều tinh khiết. Vậy quy trình phân tích có tính đặc 
hiệu. Hình 1 đến hình 4 minh họa kết quả khảo sát 
tính đặc hiệu.

Bảng 5. Kết quả khảo sát điều kiện chiết (n= 6)

Điều kiện chiết Độ phân giải Hệ số bất đối Độ tinh khiết pic Hiệu suất chiết thấp nhất (%)

Dung môi chiết

Aceton 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 12,2 (MET)

AcN - nước (60:40) 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 85,6 (MET)

Methanol 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 88,9 (GLC)

Phương pháp chiết

Siêu âm 20 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 82,5 (MET)

Lắc 20 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 78,8 (MET)

Lắc 10 phút, siêu âm 10 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 81,9 (MET)

Số lần chiết

Chiết 1 lần 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 84,3 (MET)

Chiết 2 lần 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 87,1 (MET)

Chiết 3 lần 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 87,6 (MET)

Thời gian chiết

Siêu âm 10 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 77,5 (MET)

Siêu âm 20 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 80,8 (GLC)

Siêu âm 30 phút 1,6 (GLB và GLM) 1,4 (GLC) Đạt 81,2 (GLC)

Thẩm định quy trình
Tính phù hợp hệ thống

Bảng 6. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống trên mẫu thử giả lập (n=6)

Chất phân tích tR (phút) S (µV x giây) As Rs Nbk

MET
TB 2,496 1333154 1,4 - 3372

RSD 0,44% 1,99% 1,43% - 1,53%

PHEN
TB 12,068 1127256 1,3 52,6 63055

RSD 0,05% 0,79% 0,38% 0,53% 1,19%

GLP
TB 16,441 1268389 1,4 19,7 68642

RSD 0,03% 0,71% 0,50% 0,40% 0,67%

GLC
TB 18,766 987884 1,4 7,6 42557

RSD 0,03% 0,80% 0,21% 0,33% 0,68%

GLB
TB 20,797 1307741 1,3 5,1 36903

RSD 0,03% 1,20% 0,15% 0,16% 0,22%

GLM
TB 21,454 1251742 1,3 1,5 37652

RSD 0,03% 1,06% 0,38% 0,07% 0,22%
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Hình 1. Sắc ký đồ mẫu trắng Hình 2. Sắc ký đồ mẫu giả lập

Hình 3. Sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn Hình 4. Sắc ký đồ mẫu thử giả lập

Khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ), hiệu suất chiết, độ chính 
xác và độ đúng, độ ổn định

Bảng 7. Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính, LOD, LOQ, hiệu suất chiết, độ đúng và độ chính xác, độ ổn định

MET PHEN GLP GLC GLB GLM

Phương trình hồi quy ŷ = 34939x ŷ = 28836x ŷ = 31728x ŷ = 25593x ŷ = 34417x ŷ = 33890x

Khoảng tuyến tính (ppm); r 0,4 - 100;
1,0000

0,6 - 100;
1,0000

0,6 - 100;
1,0000

1,2 - 100;
1,0000

1,0 - 100;
0,9998

1,0 - 100;
0,9998

LOD (ppm) 0,1 0,08 0,08 0,4 0,25 0,3

LOQ (ppm) 0,4 0,6 0,6 1,2 1,0 1,0

Hiệu suất chiết* (RSD)
(n = 6)

85,82% -88,42%
(0,68% -0,80%)

90,69% -91,47%
(0,55% -0,99%)

91,57%-92,58%
(0,54%-0,87%)

91,16% -92,37%
(0,55% -1,65%)

90,92% -92,82%
(0,44% -1,72%)

90,70% -92,29%
(0,33% -1,43%)

Độ đúng và độ chính xác** (RSD)
( n = 6)

99,6% - 111,7%
(0,59% - 2,33%)

100,7% -117,5%
(0,59% -1,93%)

101,2% -117,8%
(0,68% - 2,00%)

93,06% -101,5%
(0,69% -2,14%)

99,98% -113,3%
(0,59% -2,15%)

97,83% -100,1%
(0,6% - 2,11%)

Độ ổn định (RSD)
(n = 3)***

98,25% - 102,1%
(0,31% - 1,87%)

98,19% - 101,1%
(0,3% - 2,48%)

98,54% - 100,9%
(0,2% - 2,48%)

97,35% - 101,0%
(0,1% - 2,28%)

98,03% - 101,6%
(0,3% - 2,66%)

98,14% - 102,56%
(0,61% - 3,32%)

* Hiệu suất chiết được thực hiện tại 3 mức nồng độ thấp (5 ppm), trung bình (50 ppm) và cao (80 ppm)
** Độ đúng và độ chính xác được thực hiện tại 4 mức nồng độ: giới hạn định lượng, nồng độ thấp, trung bình và cao
*** Độ ổn định được thực hiện với mẫu thử giả lập tại mức nồng độ thấp (5 ppm) và nồng độ cao (80 ppm)

Nhận xét: Kết quả xử lý thống kê cho thấy giá trị 
F của 6 chất phân tích đều lớn hơn F0,05 nên phương 
trình hồi quy tương thích. Giá trị t của hệ số B của 
6 chất đều lớn hơn t0,05 nên giá trị B có ý nghĩa. Giá 
trị t của hệ số Bo của 6 chất nhỏ hơn t0,05 nên hệ số 
Bo không có ý nghĩa. Hệ số tương quan r có giá trị 
lớn hơn 0,999. Hiệu suất chiết của các chất trong 
mẫu thử giả lập khá cao (> 85%) và ổn định (RSD 
< 2%). Phương pháp phân tích đạt yêu cầu về độ 
đúng (tỷ lệ hồi phục trong khoảng 75% - 120% đối với 

chất có nồng độ < 10 ppm và 80% - 115% đối với chất 
có nồng độ < 100 ppm) [10] và độ chính xác (RSD < 
8% đối với chất có nồng độ < 10 ppm và RSD < 6% 
đối với chất có nồng độ < 100 ppm) [10]. Kết quả thực 
nghiệm cũng cho thấy dung dịch thử giả lập được để 
trong buồng tiêm mẫu trong vòng 24 giờ vẫn ổn định.

Độ thô
Kết quả thực nghiệm cho thấy khi thay đổi 

nhiệt độ cột ± 5oC, và giảm dần thể tích tiêm mẫu
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Bảng 8. Kết quả kiểm tra các hợp chất giảm glucose huyết trong thuốc dược liệu và thực phẩm chức năng (n = 2)

Mẫu thử Xuất xứ Số lô Hạn dùng Số đăng ký/ Xác nhận công bố an toàn thực phẩm Hàm lượng

MT1 Việt Nam 01082019 01/01/2021 V 1065-H12-10 Không phát hiện

MT2 Trung Quốc YK089 07/2021 Không có PHEN: 1,99%

MT3 Việt Nam 01707014 25/06/2021 9468/2014/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT4 Việt Nam 010718 24/07/2021 45387/2017/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT5 Việt Nam 012017 28/08/2020 13473/2015/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT6 Việt Nam 10/2018 03/2021 6792/2017/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT7 Việt Nam 0618 28/11/2021 8533/2016/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT8 Việt Nam 19-0005 15/03/2022 13493/2016/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT9 Việt Nam 14112018 13/11/2021 29881/2017/ATTP-XNCB Không phát hiện

MT10 Việt Nam 01112018 01/11/2020 9229/2013/YT-CNTC Không phát hiện

nghiên cứu phải sử dụng hai loại cột để phân tích bốn 
dược chất điều trị đái tháo đường [8]; Sử dụng pha 
động là hệ dung môi đơn giản bao gồm acetonitril 
và dung dịch acid phosphoric 0,03% so với các công 
trình nghiên cứu định lượng đồng thời các dược chất 
trị đái tháo đường đã công bố, sử dụng pha động có 
đệm pH 3,0 (triethyl amin trong nước, điều chỉnh pH 
bằng acid phosphoric) [8] hay muối amoni acetat [3] nên 
cần tăng thời gian rửa hệ thống sắc ký, cần chuyển 
đổi cẩn thận giữa các kênh dung môi để tránh gây kết 
tủa muối trong hệ thống, gây ăn mòn hệ thống sắc ký; 
thời gian rửa cột phải kéo dài. 

Bên cạnh đó mẫu thử giả lập có tính đại diện cho 
các nền mẫu thuốc dược liệu và thực phẩm chức 
năng do được thống kê từ các thành phần dược liệu 
có tần suất xuất hiện trên 2% trong thuốc dược liệu 
và thực phẩm chức năng được sử dụng cho bệnh 
nhân đái tháo đường trên địa bàn tỉnh Tây Ninh.

Kết luận
Quy trình phân tích đồng thời metformin, 

phenformin, glipizid, gliclazid, glibenclamid và 
glimepirid bằng phương pháp HPLC với đầu dò PDA 
đã được xây dựng và thẩm định, sử dụng chương 
trình rửa giải gradient và pha động không có dung 
dịch đệm. Quy trình đã được chứng minh có tính đặc 

(còn 5 µl) các thông số về tính phù hợp của hệ thống 
vẫn đạt yêu cầu. 

Như vậy, quy trình định lượng đồng thời sáu hợp 
chất giảm glucose huyết bằng phương pháp sắc ký 
lỏng hiệu năng cao với đầu dò PDA có tính đặc hiệu, 
khoảng tuyến tính rộng, giới hạn phát hiện và giới 
hạn định lượng thấp, hiệu suất chiết cao và ổn định, 
đạt độ chính xác, độ đúng và mẫu thử giả lập ổn định 
trong 24 giờ nên quy trình có thể được ứng dụng để 

định lượng các chất này ngụy tạo trong thuốc dược 
liệu và thực phẩm chức năng.

Ứng dụng quy trình phân tích MET, PHEN, GLP, 
GLC, GLB và GLM trong một số thuốc dược liệu 
và thực phẩm chức năng hỗ trợ điều trị đái tháo 
đường trên địa bàn tỉnh Tây Ninh

Kết quả kiểm tra một số thực phẩm chức năng và 
thuốc dược liệu trên địa bàn tỉnh Tây Ninh được tóm 
tắt trong bảng 8.

Nhận xét: Tất cả các thuốc dược liệu có số đăng 
ký và thực phẩm chức năng có quy chuẩn kỹ thuật 
hoặc có bản công bố phù hợp quy định an toàn thực 
phẩm được sản xuất trong nước và hiện đang lưu 
hành trên địa bàn tỉnh Tây Ninh đều không phát hiện 
các hợp chất giảm glucose huyết. Trong khi đó, một 
thực phẩm chức năng có nguồn gốc Trung Quốc và 
chưa có số đăng ký có phát hiện phenformin với hàm 
lượng là 1,99%.

Bàn luận
Có rất nhiều công trình nghiên cứu định lượng 

đồng thời hỗn hợp các chất điều trị đái tháo đường 
pha trộn trong thuốc dược liệu và thực phẩm chức 
năng nhưng phần lớn sử dụng các kỹ thuật phân tích 
hiện đại như GC-MS, LC-MS/MS. Đây là các thiết 
bị hầu như chưa được trang bị cho các Trung tâm 
Kiểm nghiệm các tỉnh. Nghiên cứu của chúng tôi đã 
áp dụng kỹ thuật HPLC-PDA để phân tích đồng thời 
6 hợp chất giảm glucose huyết ngụy tạo trong thuốc 
dược liệu và TPCN với các ưu điểm sau: Quy trình 
chiết đơn giản dễ thực hiện, dung môi chiết tương 
đối ít độc, phương pháp chiết không cần quá nhiều 
trang thiết bị, thời gian chiết không quá lâu và hiệu 
suất chiết khá cao; Chỉ sử dụng một loại cột pha đảo 
C18 để phân tích đồng thời sáu hợp chất so với một 
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hiệu, khoảng tuyến tính rộng, giới hạn phát hiện và 
giới hạn định lượng thấp, hiệu suất chiết cao và ổn 
định, đạt độ đúng, độ chính xác, độ ổn định và độ thô. 
Quy trình đã được ứng dụng để kiểm tra các hợp chất 
giảm glucose huyết trong một số thuốc dược liệu và 
thực phẩm chức năng đang lưu hành trên địa bàn 
tỉnh Tây Ninh.
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p-Menthan-3,8-diol (PMD): Tổng hợp, tinh chế và phân tích
đặc điểm phổ của các đồng phân 
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Summary
p-Menthane-3,8-diol (PMD) was synthesized from (±)-citronellal via Prins cyclized reaction using sulfuric acid as 

catalyst with high yield (H = 78.5%). cis/trans PMD isomers were isolated with purity over 99%. From analysing IR and 
NMR spectra of cis isomers, trans isomers and mixture of them, some methods of determining cis/trans PMD ratio in 
the mixture are proposed.

Keywords: PMD, citronellal, geometric isomer, IR.

Đặt vấn đề
p-Menthan-3,8-diol (PMD) là một dẫn chất cấu 

trúc terpen có nguồn gốc tự nhiên, ví dụ trong lá cây 

bạch đàn chanh (Corymbia citriodora, L.) với lượng 
khá thấp (khoảng 4%) [1]. Hoạt chất trên có tác dụng 
xua đuổi côn trùng hiệu quả, đặc biệt trên một số loài 


