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DANH SACH CAC DE TAI NHANH

STT TEN DE TAI NHANH CHU NHIEM PE TAI PON V|
PE TAI NHANH

1 Nghién c(tu bao ché vién | PGS. TS. L& Quan Nghiém | Dai Hoc Y
bao tan trong rudt ThS. Lé Van Lang Dugc TP. H3
serratio peptidase Chi Minh

2 Nghién ctiu bao ché bdt | PGS.TS. Nguyén Van Thanh | Dai Hoc Y
dong kho cla vi khudn Dugc TP. Hd
lactic lAm men tiéu hoa Chi Minh

3 Nghién cfu bao ché vién | PGS. TS. Lé Quan Nghiém PaiHocY
bao chira amoxicilin va ThS. Trinh Thi Thu Loan Dugc TP. HS
acid clavulanic Chi Minh

4 Nghién clu ing dung k¥ | PGS.TS. Pham Ngoc Blng Pai Hoc
thuat vi nang d€ bao ché Dugc Ha Noi
thuéc vién vitamin cé
sinh kha dung va dé én
dinh cao

5 Nghién c(u diéu ché TS. D6 Minh Quang Dai Hoc Y
nguyén liéu dugc dung Dudgc TP. Hd
va vién nén Magaldrat Chi Minh

6 Nghién cllu bao ché vién | PGS. TS. Lé Quan Nghiém | BaiHocY
nang phéng thich kéo dai | TS. L& Hau Dugc TP. H6
vGi hoat chat diclofenac Chi Minh

natri




DANH SACH NHUNG NGUG!I THYC HIEN CHINH

STT | HQ TEN NHIEM vy PON V|

1 PGS.TS. Lé Quan Nghiém CN dé tai nhanh DHYDUQGC TPHCM

2 | THS. Lé van Lang 1,3,6 “

3 | THS. Tran quéc Thanh CN dé tai nhanh 1 “

4 | DS Lé Thi b3 Quyén Tham gia nhanh 1 “

5 | DS Nguyén Thj Hai Uyén “ “

6 | THS. Lé thi Minh Nguyét : DAl HOC Y DUQC HUE

7 | PGSTS.Nguyén vian Thanh CN dé tai nhanh 2 BH Y DUGC TPHCM

8 | Ths. Huynh thi Ngoc Lan Tham gia nhanh 2 “

9 | Ths. HO thi Y&n Linh “ #

10 | PGS.TS. Mai Phudng Mai “ “

11 | ThS.Nguyén Trong Hiép “ “

12 | TS. Tran C4at Bong “ «

13 | ThS Pham thi Minh Tam “ PV Kiém NghiémTPHCM
14 | ThS. Trinh Thj Thu Loan CN dé tai nhanh 3 PH Y DUQC TPHCM
15 | PGS.TS. bang Van Giap Tham gia nhanh 3 “

16 | Nguyén Vi Quéc Trung “ “

17 | Nguyén Thi Méng Dao “ “

18 | Nguyén Thi Minh Uyén « «

19 | Nguyén Thanh Sang . u

20 | TS. Nguyén Buc Tuan “ “

21 | Luu Huynh Ngoc Diing “ “

22 | Nguyén Thj Qué Phuong “ “

23 | DS. Pham Thanh Liéu “ Céng ty dugc quan 4
24 {DS. Truong Thi Thu Lan ¢

PV Kiém nghigm TPHCI\U




STT

HQ TEN

NHIEM VU

DON V|

25 | PGSTS.Pham Ngoc Bung CN dé tai nhanh 4 B H DUQC Ha Noi
26 | TS. Nguyén thj Song Ha Tham gia nhénh 4 “

27 | Ths.Vi thi Thu Giang “ “

28 | Ths. D6 thi Hoa “ “

29 | Ths. Nguyén Trung Hi€u “ “

30 | DS. Hoang véan buc “ “

31 | PGSTS.Théi Phan Quynh Nhu “ Vién Kiém Nghiém
32 | TS. Nguyén Kim Thanh “ Vién Dinh Dudng
33 | DSCK. !l Tran Binh Duyén “ Cong Ty Dugc Ligu TWI
34 | DS. Poan van Doi “ Cong Ty Dugc Nam Ha
35 | TS. Bd Minh Quang CN dé tai nhanh 5 PH Y DUQC TPHCM
36 | PGS. Mai Long tham gia nhanh 5 “

37 | Ts.Pham van Nguyén tham gia nhé&nh 4,5 “

38 | DS. Tran Phi Hoang Yén tham gia nhanh 5 «

39 | Ths. Lé Minh Uyén “ “

40 | DS. Tran Lé Tuy&t Chau “ L
41 | TS.Lé Hau CN dé tai nhanh 6 BHY DUGQC TPHCM
42 | DS.Lé Van Dién Tham gia nhanh 6 “
43 | DS. Nguyén Trung Luong “ «

44

PGS.TS. Nguyén Minh Buc

Thu ky khoa hoc

DHY DUGQC TPHCM




BANG CHU GIAlI CAC CHU VIET TAT

Aug Augmentin

ASAT Aspartat amino transferase

ALAT Alanin amino transferase

B,.NO, Vitamn B1 dang mudi nitrat

B,.HC! Vitamin B1 dang mugi chlorhydrat

CT Céng thic

Ccv Hé s8 phan tan

HL Ham lugng

HPLC, S4c ky 1dng hiéu nang cao

SKLHNC

HPMC Hydroxy propyl methyl cellulose

KL Khai lugng

MIC Néng dé ic ché t8i thidu

NC Nghién clu

NTN Ngudi tinh nguyén

PEG Polyethylenglycol

RSD Do léch chuén tudng ddi

B Trung binh

SD Do léch chuén

TDSH Tudng duong sinh hoc

SER Serratiopeptidase hay Serrapeptase

CAP Cellulose aceto phtalat

Dd Dung dich

KNTHA Khd nang trung hoa acid

DEP Diethyl phtalat

DFN Diclofenac natri

FDA Co quan quan ly Thyc phdm va Dugc Pham
Hoa Ky (United States Food and Drug
Administration)

SKD Sinh kha dung

STT S6 thi tu

TDKD Tac dyung kéo dai

PTKD Phéng thich kéo dai

UsP Dugc dién Hoa Ky (United States
Pharmacopoeia)

DBVN Dugc dién Viét Nam

BP Dugc dién Anh




BAI TOM TAT

Véi muc tiéu 4p dung cac k¥ thuat, céng nghé dé bao ché céc dugc pham théng
dyng nhung kém &n dinh, cac dang thudc mdi chua dugc nghién cdu san xuét § Viét
Nam c6 chét lugng 6n dinh, tudi tho hap Iy, tuong duong sinh hoc vdi cac dugc phdm
cung loai c6 uy tin trén thi trudng,dé tai gdm 6 dé tai nhanh két qua nghién ciu dugc
tom tit nhu sau.
1. NGHIEN CUU BAO CHE VIEN BAO TAN TRONG RUQT SERRATIOPEPTIDASE
1.1.Khao sat phudng phédp dinh lugng serratiopeptidase (SER)
- Nguyén tic chung cla phuong phap dinh lugng SER la x4c dinh hoat lyc phan gidi
casein clla SER trén cd sd dinh lugng tyrosin dugc tao thanh b&ng phan (ng mau véi
thudc thit folin rdi do do hap thu 8 bubc séng 660 nm.
- Sy khao sat cho thay cac qui trinh thuc hién khac nhau cho k&t quéa khac nhau.
- Qui trinh B dugc iya chon do tién hanh miu th(r vA mau chudn trong diéu kién hoan
toan gidng nhau nén loai bd dugc sy khac biét gidta hai mdi trudng va cac yéu td
khac
1.2.Tham d|nh qui trinh dinh fugng SER vé d6 tuyén tinh,dé chinh xac, dé ding.Két
qua thdm dinh cho thdy qui trinh dap Ung yéu cau mot qui trinh phan tich
1.3.Khao sat ham lugng mét s6 ché pham vién bao SER
P4 1dy m4u va dinh lugng 17 ché pham trén thi truding
- K&t qué cho thady vién bao chiia SER trén thij trudng khéng dat tiéu chudn vé ham
lugng kha cao (11/17 chiém {7 1& 64,71%).
1.4.Xay dyng phudng phap thi nghiém dé hoa tan
Sau khi khao sat cac thong s cua thif nghiém d6 hoa tan va ti€n hanh khao sat trén
mot s6 ché phdm, chiing téi @6 nghi qui trinh thif nghiém d6 hoa tan clia vién bao tan
trong ruét chua SER nhu sau:

¢ M4i trudng acld hydrochioric 0,1N
- Thé tich: 1000m| - Nhiét dé: 37°C + 0,5°C
- Thiét bi: kiéu gid quay (thiét bij loai 1) - T8c dd quay: 120 vong/phiit
- Théi gian: 120 phut
Sau 120 phut & méi trudng acid vién khéng ra, 14p tic chuyén sang méi trudng dém
phosphat pH 6,8 + 0,05 ti€p tuc vdi nhiing vién trén

e M6i truong dém phosphat pH 6,8 £ 0,05
- Thé tich: 1000m| - Nhiét dé: 37°C + 0,5°C
- Thigt bi: kiu gié quay (thiét bi loai ) - Téc dé quay: 120 vong/phat
- Thai gian: 60 phut



Do hoa tan qui dinh:Theo Dugc dién Viét Nam lil: sau 60 phut lugng hoat chat giai
phéng & mbi vién khéng nhd hon 70%.

1.5.Khéao sat d6 hoa tan mot s& ché pham vién bao SER

Béng tom tét d¢ hoa tan cia cédc ché pham

B “ C F N S
45 phut 97,04 41,01 86,15 75,10 83,60
60 phut 98,22 46,23 | 89,78 78,32 86,83

Do hoa tan cla cac ché phdm 6 60 phut ié hoan toan khac nhau vdi

F = 11,8013 >Fqgs = 3,4781, trong d6 20% khéng dat tiéu chudn dé nghi
1.6.Khao st chat lugng nguyén liéu SER
Két qua phan tich 1 s& chi tiéu co ban cla nguyén liéu SER vé ham lugng va han si
dung, vé hinh thic, dd6 4m,mét sé lon cé thé dnh hudng t6i hoat dd SER cho thay
ngudn nguyén liéu cé thanh phan, chat lugng khéng déng nhit, dé hu hdng can quan
tam lya chon va kiém tra trong sdn xuét.
1.7. Xay dung md hinh dédnh gia doé 6n dinh cha SER
Pa nghién cuu dé xudt 4 th(t nghiém dé nghién ciu dé 6n dinh cla nguyén liéu, ban
thanh phdm va thudc thanh phdm chua serratiopepdase
-Thif nghiém danh gid nhanh hoat chét va ban thanh pham
Nhiét dd 50°C va mdi trudng khan thich hgp dé khao sat dé 6n dinh ca SER dudi
dang nguyén liéu hay ban thanh phdm nhu cém,vién chua bao..
-Th{ nghiém danh gia nhanh chat lugng thanh pham
Nhiét do 50°C, do 4m 60 + 50% va thdi gian 10 — 30 ngay, dinh lugng so sanh véi
mau chuén.
-Th{ nghiém danh gia kha ndng chéng chéng am cla I6p bao: vién bao khéng
déng géi kin, dit trong diéu kién néng 4m T= 30 - 35°C, d6 &m 70 - 75%, theo dbi
khdi lugng vién trong 10 — 30 ngay. Yéu cau vién khéng tadng khdi lugng qua 1%.
-Thi nghiém xac dinh dd 6n dinh ctia thudc thanh pham:
-Thil nghiém xac dinh han s dung thudc & 2 diéu kién: Diéu kién khdng ché:T=25+
2°C do am 60 + 5 % va diéu kién néng &m T= 30 - 35°C, dé &m 70 -75 %. Pinh ky 6
thang 1 1an 1dy mau kiém nghiém,xdc dinh han s dyng thubc.
1.8.Nghién cdu bao ché vién bao SER 5 mg
Vién dugc th(r nghiém theo 2 budc: tham do va thyc nghiém 18i uu hoa cong thiic va
thl nghiém pilot
1.8.1. Nghién ciiu thanh phédn céng thic va qui trinh bao ché vién nhan-
Céng thdc vién nhan: cho 10.000 vién
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Thanh phan Cho 1 vién Cho 1 mé =10.000 vién
Serrapeptase* 5,935 mg 59,35 g (3,70 %)
PVP 7,4 mg 7400 g (4,62%)
Lactose 117,5mg 1175,00 g (73,43 %)
Tinh bt 19,5 mg 195,009 (12,18 %)
Magnesi stearat 4,0 mg 40,00g (2,50 %)
Chét phy 6,6 mg 56,659 (3,54 %)
Dédpvién 160 mg+75% | 148-172mg 148 - 172 mg

Quy trinh bao ché&: Xat hat ting phan = cém tro dén d6 am < 0,5%.Trdn hoat chat,
chat phy trong may trén kiéu hanh tinh,thdi gian trén 7 — 8 phat. LAy mau dé€ dinh
lugng hoat chat, xdc nhan sy déng déu cta cdm. Dap vién vdi chay khum 7 mm,
khai lugng vién 160 mg.

1.8.2.Nghién ciiu hén hgp bao va quy trinh bao vién

- Dich bao phim: cho 1 mé 10.000 vién

Thanh phan Khdi lugng Ty 1&

1-Eudragit L100 290,28 g 8,85 %

2-CAP 47,888 ¢g 1,46%

3-Chat lam tron PEG 4000 & 6000 vd

4-Mau Sunset yeliow, chit phy Voo senen. 11,36 %.

5-Dung méi:Aceton, Isopropanol ,Ethanol 3280 ml 100%
(KL/TT)

-Qui trinh bao vién: Vién nhan loai sach byi, cho vao ndi bao.Téc dé quay 20 — 25
vong phut sao cho vién chuyén dong déu trong ndi. Phun dich bao qua dau phun, 4p
suit 2 kg/cm® ludn khudy déu dich bao.Théi gié & nhigt da thudng hoac mat, kho.
Bao lién tuc khi I6p bao dat d§ day tuong dudng véi khéi lugng vien 176 — 182 mg,
tdng 10,47 — 11,52 %.Thdi gian bao khodng150 phut. K&t thic bao vién, chon bd vién
khong dat yéu céu.

Vién thanh phdm dugc déng vi 10 vién hodc trong chai nit kin, chdng &m.

1.9. Khao sat dé én dinh va tudi tho cla thanh phdm

Thit nghiém kha nang chéng am cla I6p bao: LSp bao cla 3 miu thudc méi ¢6
khd nang chéng 4m cao, trong méi trusng 4m khéi lugng vién tang trung binh 0,79%
trong 30 ngay,dat mic <1 % nhu thr nghiém v8i mau thudc ngoai.

Thd nghiém xac dinh dd 6n dinh cla thudc thanh pham: Diéu kién khdng ché:
nhiét 49 & 25 + 2°C, dé 4m = 60 = 5%. MAu th{f nghiém: 3 mau thuSc mdi, déng 50
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vién/chai ndp xi kin va vi 10 vién
Nhéan xét:
Kha néing chéng @m: dat muc gan v8i kha nang chdng &m cla mau thudc ngoai A1,
A4 va A9 dugc nghién clu.
Do én dinh cha thudc:
- Trong thi nghiém khéng nhiét d6 25 + 2°C, dd 4m = 60 £ 5 %, téc dd gidm ham
lugng hoat chat trung binh 1,208 % / thang.
- Trong diéu kién bao bi chdng &m gén tuyét ddi, thuéc déng trong vi ho#c chai cé dd
én dinh nhu nhau.
Han sif dung cla thudc: V&i két qud nay suy doan han dung ciia mau thudc méi
khoang > 26 thang trong diéu kién binh thudng.
Bao quan: b4o quan noi mat 20 - 25 °C, tranh &m, trénh anh sang.Vi chi riéng diéu
kién bAo quan khéng ché nhiét, &m ciing ¢é thé kéo dai thdi han sif dyng thudc trén
13 % thdi gian.
1.10. Xay dyng tiéu chudn chat lugng va kiém nghiém vién bao SER 5mg
Tiéu chudn co s& duge xay dung theo yéu clu cla Dugc dién Viét Nam, két qua
kiém nghiém cdc mau vién bao SER 5mg dat tiéu chudn.
1.11. Xdc dinh tuong dudng sinh hoc in vitro biing thit nghiém dd hoa tan: dat
yéu cau dd hoa tan tuong duong cac thudc ddi chiéu
Két lugn
e Cong thic va qui trinh bao ché vién bao tan trong rudt SER 5 mg &n dinh, ¢
tinh 1ap lai, cho dugc phdm én dinh dat tiéu chudn chat lugng theo tiéu chudn
co sd, cd tudi tho 24 thang, tuong dudng vai thudc ddi chidu theo thit nghiém
do hoa tan.
e Cac ndi dung va hé so nghién clu dap Ung yéu cdu dé diang ky luu hanh
thudc loai generic
e Qua thyc nghiém dé nghi 4p dung qui trinh B dinh lugng SER va qui trinh th{r
nghiém dd hoa tan ddi v3i vién bao SER
2. NGHIEN CUU BAO CHE BOT PONG KHO CUA VI KHUAN LACTIC LAM MEN
TIEU HOA
2.1. Nghién citu qui trinh va méi trudng nubi cay 2 loai vi khuén lactic
-Qul trinh nudi cay Bifidobacterium bifidum
-Xac dinh dugc méi trudng t8i vi khuén, ting trudng t6t nhat & pH 6,5- 7, nhiét do
37°C, cén c6 hé théng 0O ky khi, thém yéu t8 ting trudng vao méi trudng nudi cdy
ham lugng duding glucose la 20g/l, ndng dé pepton la 30g/l



- Budng cong tdng trudng cda B. bifidum: Giai doan fogarit cia B.bifidum la 24 gid.
Thdi gian cho sinh khi t3i da 14 24 gid, thdi gian suy tan sau 48 gid

Qui trinh va méi truéng nuéi cady Lactobacillus acidophilus

- Qui trinh nudi cay L.acidophilus

- X4c dinh dugc méi trudng 16t nhat cho sy tang trudng, pH thich hgp nhat la pH 6,
mdi trudng pepton tif sita, chat ting trudng rat cdn thiét cho sy phat trién, néng dd
dudng thich hgp la 2% glucose.

- Budng cong ting trudng clha L. acidophilus: Sau 24 gi6 vi khudn L. acidophilus cho
lugng sinh khéi I6n nhét. Vi khudn suy tan sau 36 gid.

2.2. Khao sat cdc yéu td on dinh va qui trinh déng khd B.bifidum va L.
acidophilus

2.2.1. Xac dinh thdi gian nudi cay téi uu: sau 26h nudi cdy thu dugc lugng sinh khai
I&n nhdt, sau khi ddng kho thi thai gian 24h cho higéu suat dong khod cao nhat.

2.2.2. Xac dinh méi trudng déng khé tdi uu

- Anh hudng ctia Yeast Extract t61 hiéu suat ddng khé: khi thém Yeast Extract thi
hiéu suat déng khd khong t6t hon bao nhiéu

- Anh huéng cla ndng d dudng c6 trong mdi trudng déng kho: vSi ndng dd 25%
dudng lactose thi cho hiéu sudt dong kho la cao nhat.

- Anh hudng cla ndng do siia trong méi truéng Adng khd: Moi trudng dong kho
thich hgp nhat 1a méi trudng cé chia 50 % sita

- Anh huéng cua ti 1é vi khuan va méi trudng déng khé tdi sy sbng sét clia vi
khuéin sau khi 8n dinh bing phuong phap déng kho: vdi ty 18 35 g cn vi khuéin
tron vGi 100 ml moi trudng dong kho thi s& ¢é hiéu suat cao nhat. Khi dé sé vi khudn
trong 1 g bdt dong khé 1A 6x10 Cvi khudn

-Diéu kién bao quan: 8t nhat |a 6 4°C

-Thiét 1ap thanh e¢éng qui trinh déng khod vi khuén.

2.3. Xay dyng tiéu chuan va qui trinh kiém dinh vi khudn

2.3.1. Dinh danh vi khudn Bifidobacterium bifidum

Phéan lap B. bifidum theo qui trinh.

Dinh danh & muc dé chi (genus)dya vao cac dic diém sau:hinh dang kich thudc
khém vi khudn, khd nang chju dung acid, kha niang déng ty sira, k&t qua cac phan
ung sinh hoa

K8t ludn: Dya vao cac két qua vé hinh théi, déc diém sinh ly va phén dng sinh hoa ,
két luan la B.bifidum.
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2.3.2. Pinh danh vi khuédn Lactobacillus acidophilus

- Phan lap theo qui trinh.

- Binh danh vi khudn:kh&o sat hinh dang vi khu#n , kha n&ng san xudt acid lactic, kha

néng chiu dyng mai trudng acid, khd ning ngung két sita

- Nhan dinh loai:xac dinh kidu lén men lactic, djnh lugng acid tdng cdng, xac dinh

thuan nhiét, khdo sat phan (ng sinh hoa

K&t luan: T cac két qua thu dugc v8 dic diém sinh Iy cla vi khu&n va phan Ung sinh

hod, c6 thé két luan dung 1a L. acidophilus.

2.3.3. Dinh lugng s6 vi khudn

Tham dinh qui trinh

- Phuong phap trdn trong mai trudng rén khao sat dd chinh xac, 4o ding

- Phuong phap trén trong méi trudng ban 1dng khao sat dé chinh xac, do ding

So sanh phudng phap mdl trudng rén va mdi trudng ban 1dng

t=1,50 < t,=2,57 = Hai phuang phédp khdng khac nhau.

So sianh moi trudng thach MRS va méi trudng thach Tomato

t =0,61 < t,=2,23 = Hai mdi trudng khoéng khac nhau.

- Kha nang chju pH acid da day va dich mat: pH thay ddi tif 1—- 4, néng d acid mat

14 2,0%.T4t cA cac mau con séng qua 2 giai doan.

2.3.4. Xac dinh d$ nhiém khu@n va ndm méc.

Tim E.coli va Staphyloccocus aureus: tit cd mau thr nghiém déu khong cé nhiém

E.coliva S. aureus

Xac dinh A6 nhiém nam madc ndm men: Sau mét thdi gian bdo quan dat gidi han

dugc dién cho phép la <100 khém/1g)

2.3.5.Xac dinh A9 4m cla bt déng khé bang phuong phép say: trung binh 8- 9%

2.4. Kha néng dé khang khang sinh

- MIC cha chiding Bifidobacterium bifidum va Lactobacillus acidophilus Dya vao

bién gidi chudn ddi véi vi khudn ky khi cia NCCLS (phy luc) dé bién gidi sy nhay

cam hay dé khang cla B. bifidum vdi cac khang sinh, két qua nhu sau:

- B.bifidum dé khéang véi Imidazol, Cefamandol, Cefotaxim, Cefoperazon, Cefalexin,
Erythromycin, Rifampicin ; nhay cam véi Amoxicilin, Amoxicilin + acid clavulanic,
Ampicillin + sulbactam, Chioramphenicol, Clindamycin, Metronidazol, Vancomycin,
Tetracyclin; nhay cam trung gian véi Ciprofioxacin

- L. acidophilus nhay cam v&i Amoxicilin, Amoxicilin + acid clavulanic, Ampicilin +
sulbactam, Tetracyclin, Erythromycin, Rifampicin, Chloramphenicol; dé khang vdi
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Imidazol, Cefamandol, Ceftriaxon, Cefoperazon, Cefalexin, Clindamycin,

Metronidazol, Vancomycin; nhay cdm trung gian véi Cefotaxim.
2.5.Xac dinh c6 mét plasmid va kha niing chuyén plasmid
2.5.1.Xéc djnh cé mat plasmid
Két qua: B. bifidum, L. acidophilus, cé plasmid. Vach plasmid cla B. bifidum khoang
17kb, L. acidophilus khoang 15kb.
2.5.2 Két qua tiép hogp véi S. faecalis va E. coli K12F
Khong xay ra su tiép hgp gilta B. bifidum, L. acidophilus, v6i S. faecalis cling nhu E.
coli K12F". :
Da8i chiing duong clia md hinh ti€p hgp vé6i E. coli K12F 1a chiing Shigella da dé
khéng do bénh vién Nhi Béng1cung cdp cho két qua tiép hgp duong tinh
2.6. Khao sat ddc tinh cap va bén cap
Khao sat doc tinh cdp va ban cap: Ché phdm khong gay dac tinh cap va ban cap:
cac chi sé sinh hod huyét hoc khdng khac biét gita nhém thit va nhém ching
2.7. Két qua thii nghiém in vivo kha nidng diéu trj loan khuan cla B.bifidum va L.
acidophilus
-Xay dyng mé hinh lgan khudn & ruét liéu khang sinh la: 20mg Streptomycin +
30mg Lincomycin / 10 g chudt dé gay tiéu chay cho chuét , tr dé th tac dung tri
loan khu&n clia céc vi khudn nudi cay dugc.
-Xae dinh liéu vi khudn Lactobacillus acidophilus va Bifidobactrium bifidum cé tac
dyng trj tiéu chay do loan khuén: liéu 10% vi khudn/ 10g chudt
-Viéc st dyng riéng ré tiing vi khudn dé trj loan khudn cho thdy vi khudn thi
nghiém c6 tac dung tri loan khudn. Tuy nhién néu phdi hop 2 loai vi khuin sé cho két
qué 3t hon viéc s dung riéng ré ,biéu hién 3 kha ning lam bénh mau hét hon
-Thif tdc dyng trj lopan khuan cGa B.bifidum va L.acidophilus:
Chudt duge diéu tri phdi hgp 2 vi khudn thd nghiém cho két qua tt nhat: s& chudt
hét tiéu chdy cao nhat, thdi gian phyc hdi nhanh nhat.
-Gi4 trj syt can trung binh & cdc 16 chudt diéu tri
Chuét dugc diéu tri bang vi khudn thlr nghiém c6 mdc dé sut can nhd nhat, cho thdy
rd rang hiéu qua cla viéc diéu tri so vdi Id ching va hiéu qué khéng kém bigt dugc
ngoai nhap cung loai (Lactomed).
2.8. Tiéu chuén cd sé ché& pham Bifilac
» La mét loai ché phdm sinh hoc déng khd, dang bat ,
e Dinh danh: chita vi khuan Lactobacillus acidophilus va Bifidobacterium bifidum



« Dinh lugng: bng phuong phap dém séng co t8i thiu 10° vi khu&n séng mbi loai /
1g s&n pham.

e Ché ph&m khong dugc chua vi khuén la, ki€m nghiém theo DDVN

o D6 d4m khong qua 9%, kiém nghiém theo DDVN

2.9. K&t qua nghién cidu do 6n dinh va tudl the cla ché& pham: bdt dong kho vi

khud@n v&n dat tiéu chudn chat lugng khi theo déi dén thang thd 12

Két Lugn

Pa xac dinh méi trudng, didu kién,qui trinh nudi cdy 2 loai vi khuén lactic cé hiéu qua

kinh t&, bao ché thanh céng ché phdm bot vi khudn dong khé 8n dinh ¢é hiéu qua va

an toan trong diéu tri tidu chay do loan khuén, s&n sang dé trién khai san xuat thay

thé& duge pham ngoai nhap.

3. NGHIEN cUu BAO CHE VIEN BAO HAI THANH PHAN AMOXICILIN VA

POTASSIUM CLAVULANATE.

3.1. Nghién cuu céng thuc va quy trinh bao ché vién bao amoxicilin va acid

clavulanic

Qua qua trinh thdm do, thi&€t lap qui hoach thuyc nghiém, bao ché thyc nghiém, xd Iy

b&ng phdn mém Inform tim céng thdc va qui trinh t8i uu

® Cong thic 1vién nhan duge xac dinh gdm:

Amoxicillin trihydrat (*) 500 mg Clavulanat kali (**) 125 mg
Ta dugc A (ta dugc ra) 44 mg T4 dugc B (ta dugc ra) 7,7mg
T4 dugc C (t& dugc tron) 11 mg Ta dugc D (14 dugc dén) 137,8mg
(*) Tinh theo amoxicilin khan. (*™) Tinh theo acid clavulanic.

¢ Qui trinh bao ché theo phuong phap xat hat kho.
® Thanh phan dich bao va céc théng s6 cla qui trinh bao vién
Céng thic cho 10 kg hén dich bao:

HPMC 0,66 kg PEG 0,20 kg
Talc 0,20 kg Titandioxyd 0, 44 kg
Ethanol 6,00 kg Nudc cét 2,50 kg

¢ Thdng sd clia quy trinh bao
Cho vién vao ndi bao, théi sach buyi trén bé mat vién va lam néng vién trong 10 phit.
Diéu chinh cac thong sé cla qui trinh bao:

Van té¢ ndi bao 1-2 vdng/ phat. Ap sudt khi phun 2 kg/ cm?.
Téc¢ do phun 25-35 g/ phat Nhiét 46 khi vao 50 °C.
Nhiét dé khi ra 40 °C. Siay kho sau khibao 50 °C/ 10 phut.

¢ Cdng thiic va qui trinh bao ché &n dinh, c6 tinh 1ap lai, thich hgp cho vién chia 2
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thanh phan amoxicilin va acid clavulanic. Ldp bao cé kha nidng bao vé tot, kéo dai

tudi tho cla thudc.

3.2.Vé tiéu chudn chat lugng vién bao

Vién bao dat tiéu chudn chat lugng theo USP 24,

3.3.VE d¢ 6n dinh va tudi tho cta vién bao

» Do 8n dinh clia thudc dugc khdo sat & 2 didu kién 25 °C/ 60% RH va 30 °C/ 65%
RH. Cam quan bén ngoai clia vién khéng thay ddi theo thdi gian bdo quan. Tuy
nhién, bét vién bén trong thay ddi mau theo th&i gian ti tring nga dén vang
chanh, vang nhat, vang sam, dén vang nau. Ham lugng va dd hoa tan giam theo
th&i gian bdo quén, t&c dé gidm cang nhanh khi nhiét dé va dé 4m cang cao.

o Tudi tho dugc tinh & diéu kién bdo quan 25 °C/ 60% RH la 27 thang, do dé, tudi
tho chia san phdm dugc dé nghi la 24 thang (2 nam) véi diéu kién bao quan & 25
°C va dd &4m tuong ddi la 60%.

3.4.Vé tuong duong sinh hoc

e K&t qua thir do hoda tan: thudc nghién clu tucgng dudng sinh hoc in vitro véi thube

ddi chiéu 13 Augmentin.

#Cac thong s8 duge dong hoc Cmax, AUCys va Tmax ti 12 ngudi Viét Nam tinh

nguyén sau khi udng vién nghién cltu va vién d8i chiéu (Augmentin) dugc dung dé

danh gia tuong duong sinh hoc in vivo cla thudc. Cac phuong phap phan tich phuong

sai va khoang tin cady 90% dugc sl dung dé phan tich théng ké: thudc nghién ciu

tuong dudng sinh hoc in vivo vdi thudc ddi chiéu Augmentin.

3.5.Két lugn

® Cdng thiic va qui trinh bao ché& vién bao chua amoxicilin va acid clavuianic 625 mg

én dinh, ¢6 tinh 1ap lai, cho duge phdm dat tiéu chuén chat lugng theo USP 24, ¢co

tudi tho 24 thang, tuong duong sinh hoc véi Augmentin.

® Dugc phdm san sang trién khai san xuit tai xf nghiép dugc phdm TW 25

4. NGHIEN cUU UNG DUNG KY THUAT Vi NANG BE BAO CHE THUGC VIEN

VITAMIN CO SINH KHA DUNG VA B9 ON BINH CAO

4.1. Xdy dung phuong phap dinh luong cac vitamin trong vién 3B

Vitamin B,, B; dugc dinh lugng theo phuong phdp ctia Dugc dién Anh 1998. Vitamin B,

duge dinh lugng theo phuong phédp cia Duge dién My 23 bdng HPLC khio sit khoang

tuyén tinh, d6 lap lai, d6 tin cay cta phuong phip dinh lugng trong diéu kién thuc nghiém

ctia nghién cu cho thiy dat yéu ciu qui trinh dinh lugng.

4.2. Két qud dinh lugng vitamin trong mét s¢ mdu vién 3B dang luu hanh
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Ldy ngdu nhién 5 miu vién 3B dang lru hanh clia 5 co c& san xuét khac nhau d€ ki€m tra
ham luong duge chit.

Két qua: Ham lugng vitamin B, va B, trong tat ca cdc méu vién nghién ciftu déu dat yéu clu
so voi qui dinh (>90%). Trong 5 méu nghién cim, ¢6 2 mau khong dat chi tiéu ham luong
vitamin By, (<90%) mic dd thdi han sir dung con rét dai.
4..3. Nghién citu lua chon thanh phdn vién Vitamin Bl, B6, Bi2

4.3.1. Nghién ciu sy twong tdc giita cdc dugc chat

a) Su twong tdc giita cdc duoc chdt trong diéu kién bao géi chéng dm

- Ca hai dang mudi nitrat va hydroclorid, ham lugng con lai cta vitamin B, khic nhau
khéng c6 nghia théng ke, ham luong vitamin B, con lai trong cdc mau don chét va mau hén
hop 13 nhu nhau. Ham lugng vitamin B, khong bi giam khi ¢6 mat vitamin B, va B, trong
hén hop.

-So v6i miu don chat, ham lugng vitamin B, ciing khéng bi gidm khi c6 vitamin B, vi
vitamin B,, trong hén hop.

-So v4i cdc mau don chdt, tat ca cdc miu B,, trong hén hop véi B, hodc B, déu bi gidm ham
lugng. Dac biét trong cdc mau hén hgp ¢6 ca 3 loai vitamin, ham lugng vitamin B,, bi giam
mot cich ddng ké.

b) Su tiong tdc giita cdc duoc chdt trong diéu kién c6 tdc dong cia khong khi dm.

- & miu don chat, ham luong B,.NO, gidm it hon ham lugng B,HCI. Ngugc lai, & miu hén
hop, dac biét 13 & hén hop ¢6 ca 3 loai vitamin, ham lugng B,.NO; lai gidm nhi¢u hon.

- ham lugng vitamin B, trong cdc miu hén hop bi giam nhiéu hon so véi cic miu don chat,
trong céc mau c6 ca 3 loai vitamin, ham lugng vitamin B, ciling bi gidm ddng ké.

- d6 4m cao khong nhimg lam gidm ham lwgng cha cac dugc chat ma con 1am tang su tuong tic
giita chiing.
4.3.2. Nghién ciu sy tuong tdc giita cdc dugc chdt voi mét s6'td duoc.

Chon 10 loai td dugc dé nghién ciru. Két qua cho thdy: trong cdc miu cé cdc td dugc
lactose, tinh bot, dextrin, Lycatab, Avicel va Castor wax A, ham lugng céc vitamin déu thay
déi rdt it. Vé6i td duge tron magnesi stearat ham lugng clia ca 3 loai vitamin déu giam mot
cdch ding ké. Nhu vay, trir magnesi stearat, cdc td dugc di chon déu cé thé sir dung dé bao
ché vién 3B.
4.4. Nghién citu ché tao vi nang vitamin B,, bdng phuong phdp tich pha dong tu dé bao
ché'vién 3B
a - Xdc dinh hiéu sudt vitamin BI2 duoc vi nang hod.
Hiéu sudt vitamin B,, dugc vi nang hod tang khi lugng vo nang ting.

- Méu A, véi ty 1é nhan/vo 1a 1/1 ¢6 hiéu sudt thap nhat.
- Cac mau A, (1/1,5); A, (1/2) ; A, (1/2,5); A, (1/3) déu cho hiéu suat trén 75%.
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b -Xdc dinh kich thudc vi nang Vitamin Bl2
Cic tieh phan Vitamin B, ¢6 kich thudc tir 7,5 dén 30um.
Kich thudc céc vi nang ndm trong khoang tir 14 dén 60um.

Lugng vo trong cong thiic bao ché ting lén thi kich thuée vi nang ciing tang.

Nhin chung kich thuéc cdc vi nang rat nho. Khi phéi hgp véi com Vitamin B, va B cac vi
nang B,, phan tdn déu trén bé mat cac hat com, khong giy ra hién twong phan 16p khi dap
vién, ddm bao do dong déu dugc chat trong vién.

¢ - Xdc dinh khd ndng hoa tan ciia vitamin BI2 1t cde mdu vi nang

Khi luong v nang tang thi kha nang hoa tan duge chét giam. Nhin chung, d¢ hoa tan ctia
vitamin B,, tir 5 miu vi nang déu ¢6 xu hudng kéo dai, vi vy can nghién citu bién phdp lam
tang do hoa tan clia vitamin B,,.

- Bao ch& 3 mau bot vi nang A'), A',, A',tuong Ung vé6i 3 mau vi nang A,, A,, A,. Tween
80 lam tang tinh thdm nudc vio 16p vo, nho dé ma mirc do va tdc do hoa tan cha Vitamin
B,, ting mot cich déng ké.

Sau 45 phiit, do hoa tan ctia Vitamin B,, trong ca 3 mau déu dat trén 75%.

d) Qui hoach thuc nghiém theo mé hinh todn bdc I dang N = 2* dé lua chon cong thic
t6i wu bao ché'vi nang Vitamin B ,.

Buc 1: Lua chon yéu 16 dnh hudng va xdc dinh khodng bién déi ciia cdc yéu 16 do.

Do gidm ham lugng Vitamin B,, sau thoi gian 130 hod (y) duge chon lam thong s6 t6i wu
ho4. Gia tri & mifc tdm va khodng bién déi clia 4 yéu 8 dinh lugng dugce lva chon theo céc
thi nghiém so bo.

Gid tri khodng bién doi ciia cdc yéu t6 dinh luong (Gid tri tinh cho 1 vién)

Cac yéu t6 KY¥ hiéu Mirc tam Khoing bién déi
Castor wax A (mg) X, 1 0,25
isopropanol (%) X, 5 3
Tween 80 (mg) Xs 0,025 0,005
T&c do khuady (vong/phiit) X, 600 200

Budc 2: B6 tri ma trdn thi nghiém: Céc thi nghiém duoc bé tri theo m6 hinh bic 1 ddy du,
dang N = 2*. S6 thi nghiém phéi lam 1A N = 2* = 16.

Buoc 3: Lam cdc thi nghiém theo ma trdn thuc nghiém: Bao ch€ 16 mau bot vi nang véi cac
thoéng s6 nhu ma tran thi nghiém

Bucc 4: Pdnh gid sy Idp lai cua cdc thi nghiém.

Budc 5: Tinh céc hé sd bj ciia phuong trinh hoi qui.

Budc 6: Ddnh gid tinh ¢6 y nghia cua cdc hé s6 hdi qui

Bucc 7: Pdnh gid tinh phu hop cia phuong trinh héi qui
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K&t qua: Castor wax va isopropanol (X, ; X;) ¢6 anh hudng tich cyc dén théng s6 t6i vu
hoa; tic 14 1am tang tinh 6n dinh cta Vitamin B,, trong vi nang. Mic d6 anh hudng theo thi
tu: Castor wax > isopropanol.

Tween 80 va toc do khudy (X,; X,) 1am gidm tinh 6n dinh ctia Vitamin B,, trong vi nang.
Miic do anh hudng theo thit tu: Téc do khudy >Tween 80.

Budc 8: Tim diéu kién t6i uwu (y'min) bang phuong phdp Gradient.

Quy hoach thuc nghiém dé tim diéu kién t6i uu

e X' /(m X' (% X'y(m X' (vong /phiit
Cac yéu 16 cast;)(r wga)atx Isoplfcfpazml Tw::(eng!go T:")gc dégkll:ufiy)
Miic tam 1 5 0,025 600 |
Khoang bién ddi A; 0,25 3 0,005 200
Hé so b, -0,48 -0,13 + 0,09 + 0,24
A xb -0,12 - 0,39 + 0,00045 +48
Budc tién +0,12 + 04 - 0,0005 - 50
Céc thi nghiém
17 1,12 5,4 0,0245 550
18 1,24 5,8 0,0240 500
19 1,36 6,2 0,0235 450
20 1,48 6,6 0,0230 400 |
21 1,60 7,0 0,0225 350
22 1,72 7,4 0,0220 300
Dé hod tan Vitamin BI12 tir cdéc mdu D¢ gidm HL Vitamin B12 sau thoi
vién sau 45 phiit gian ldo hod
Mau Po hoa tan (%) Mau y' (%)
17 83,76 + 0,59 17 345
18 80,10 + 0,37 18 2,81
19 76,63 + 0,54 19 2,23
20 75,96 + 0,59 20 1,82
21 73,96 £ 0,76 21 2,34
22 71,77 0,47 22 3,56

Két lugn: cong thirc 20 13 cdng thirc t6i .
e) Nghién citu ndng qui mé thi nghiém bdo ché'vi nang Vitamin B,

Khi ning qui mé bao ché vi nang cho 1 nghin vién (ding m4dy khudy tir) 1én qui mo cho 6
nghin vién va 10 nghin vién (ding mdy canh khuay), hiéu sudt tao vi nang hau nhu khéng
thay déi.

Khi giam luong dung moi va khi sit dung lai dung méi (lan 2), hiéu sudt tao vi nang gidm
dang ké.

Nhin chung trong tit cad cdc mau, kich thudc clia cdc vi nang tao thanh khong khic nhau
nhiéu.

f. Nghién cttu d9 6n dinh cla vitamin B,, trong vién 3B bao ché tir vi nang
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Cic méiu vién 3B tuong ng véi cac mau vi nang duge bao ché & qui mé nang cao lan lugt
duge ki hiéu 1a M',, M',, M';,, N';, N', |, N',. B¢ giam ham lugng cla vitamin B, trong cic
mdu vién sau khi ldo hod nhu sau:

Mau M, M, M, M, N, N, N,

Po giam HL (%) 1,82 1,88 1,83 2,03 1,80 1,94 1,85

So véi mau M',, d6 gidm ham lugng vitamin B, trong cdc miu bao ché & qui mo nang cao
khong thay ddi nhiéu. Diéu dé cho thdy, c6 thé bao ché vi nang vitamin B, & qui mé néng
cao.
4.5. Nghién ctru ché tao vi nang vitamin B,, bang phuong phdp phun dong tu
- Céc thong s6 ki thuat duge Iva chon nhu sau:

- Nhiét do ddu phun va 6ng dan khi nén 85 - 88"C dugc bao 6n bing céch boc tim dién
tr¢ d6t néng dam bao khong bi tic ddu phun (c6 16 phun dudng kinh 3mm).

- Nhiét d6 hén hgp phun tao vi nang 90°C + 2 duge bao 6n bing hé cich thuy c6 boc
tdm dién tré d6t néng, dam bao hén hgp phun néng chay hoan toan.

- Nhiét do hé binh dong tu 25" + 2 dugc dat trong phong diéu hoa cé lubng thdi khong
khi qua hé binh, qud trinh phun khong lién tuc dé ddm béo can bing nhiét do.

- T6c dé phun 3-5 g/phiit vé6i ap Iuc phun 4kg/cm?.
-Vé kich thudc vi nang:

- Vi nang c6 kich thuéc chit yéu 15 - 60mem, chi€ém khoang 66-70%

- Khi ta dugc cé Tween 80 ti 1¢ vi nang <15mem tang lén

- Khi td duge c6 ti 1¢ Castor wax tang, ti 1& vi nang ¢6 kich thudc 16n hon 60mem
ting lén.
- Khi ¢6 tinh bt trong thanh phén ty 1¢ vi nang <15Smcm giam di, ty 1¢ vi nang > 60mcm
tang 1én.
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-Kich thudc ti€u phan va do hoa tan vitamin B, ciia cic mau vi nang cé thanh phan ta
dugc khac nhau

Miu Ti I¢ thanh phén % phan doan tiéu phan | D6 hoa
vi vitamin | Tinh | Castor | Tween <15 15 -60 > 60 tan
nang B12 bot wax 80 mcm mem mcm %o
I, 1 3 18,4 67,6 14,3 85,4
L 1 4 16,8 68,4 14,8 65,2
I, 1 5 13,2 69,5 17,3 56,8
I, 1 10 5,5 67,3 272 45,8
I 1 3 0,1 25,5 70,3 4,2 112.4
I 1 4 0,1 23,7 69,6 6,7 99.9
I, 1 5 0,1 22,0 69,5 8,5 90.1
I | 6 0,1 21 68,0 10,5 91,2
L 1 8 0,1 20,3 65,2 14,5 65,2
I, 1 10 0,1 13,5 66,3 20,2 639
I, 1 1 4 0,1 23,2 70,1 6,7 115,7
I,; 1 1 6 0,1 20,7 68,8 10,5 111,2
I, | 1 8 0,1 15,5 68,3 16,2 899
I, 1 1 10 0,1 4,3 73,7 22,0 64,1
-T6c do hoa tan vitamin B,, tir cAc mau vi nang phun dong tu
Maiu vi % vitamin B,, hod tan G cdc thdi diém (phiit)
nang 2 4 6 8 10 15 20 30
I, 9,1 21,3 27,0 42,2 51,1 65,4 73,4 85,4
J 6,4 19,3 25,0 37,0 48,0 59,5 60,9 65,2
I, 6.5 16,5 21,0 34,5 41,9 54,7 55.1 56,8
I, 5,0 9,9 16,0 25,9 32,1 43,3 44,1 45,8
I, 15,4 35,6 53,1 76,5 93,1 101,4 101,3 112,4
I, 12,6 35,0 45,0 70,1 85,4 95,4 97.4 99.9
I, 11,2 30,3 47,3 62,9 74,5 86,5 91,0 96,1
I 11,3 30,0 44,6 61,3 72,0 82,1 89,2 91,2
L 8,2 20,0 31,2 41,9 47,3 54,5 62,6 65,2
I, 8,1 19,8 31,0 42,0 45,8 51,1 62,3 63,9
I, 12,9 62,0 90,1 103.1 107,1 112,5 1134 115,7
I, 10,5 52,2 88,3 98,7 108.6 108.9 110,7 111,2
I;s 9,4 33,0 74,1 86,7 87,6 88,5 88,7 889
I, 14,1 45,9 56,3 61,0 61,0 63,0 63,7 64,1
Nhdn xét:

- Khi sir dung tinh bot dé phén tdn, hap thu vitamin B,, tham gia vio thanh phén hén

hop phun déng tu, d¢ hoa tan ciia vi nang ting 1én ding ké so v&i mau vi nang chi ding

Tween 80 lam chat tang d¢ tan. Diéu nay duogc biéu thi rd trén dé thi so sanh miu L, I,, cé

cing ti 1& duge chét - Castor wax 1:4 va mdu L, I, c6 ciing ti 1& dugc chat - Castor wax 1:8.

- Néu ti 1&¢ Wax gap trén 8 1an dugc chit, vi nang c¢6 d6 hoa tan sau 30 phiit nhé hon
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90% va nhd hon 70% khi ti 1€ nay gap 10 14n tuy cé thém céc chét lam tang do tan.
4.6. Danh gia do dn dinh cia cic miu vi nang vitamin B,, va vién 3 B bao ché tir vi
nang vitamin B12.
4.6.1 Pdnh gid do on dinh ciia cdc mdu vi nang vitamin B,,

Cac mau vi nang dugc ddnh gid d¢ én dinh theo phuong phép thir nghiém cép téc &
45°C +2; 75% + 5% RH:

- Mau A - vi nang Vitamin By, ché€ tao biang phuong phdp tich pha dong tu, ¢6 thanh
phdn B,, - Castor wax tinh bot -TWeen 80: 1-2-9-0,05.

- Miu I, L,; - Vi nang Vitamin B, ché tao bang phuong phép phun dong tu. Miu I,
¢6 thanh phan B,,-tinh bot-Castor wax-Tween 80; 1- 1 - 8-0,1.
-Sau thit nghiém 130 hod cdp téc cdc miu vi nang khong c6 thay déi vé hinh thifc cAm quan
nhu mau sic, mifc do kho toi (d6 4m thay déi khéng dang ké 2,0% - 2,5%).
-D6 suy gidm ham luong va d6 hoa tan cia cdc mdu vi nang Vitamin B,, sau 3 thdng bdo

qudn ¢ 45°C +2°C, 75% +5% RH

Mau vi Ham lugng (%) D6 gidm ham luong B9 hoa tan é%) 3
nang Ban ddu | Sau 3 thang (%) Ban dau tlféung_
A
Me 1 101,63 98,49 3.14 79,5 78,6
Mé 2 99,06 95,52 3,85 80,7 81,2
Mé 3 100,24 96,58 3,66 81,5 79.8
Trung binh 3,51
I
Me 1 101,18 97,70 3,48 99.4 100,0
Meé 2 98,91 95,64 3,27 98.8 97,9
Meé 3 99,17 96,24 293 100,1 98,5
Trung binh 3,23
Il3
Me 1 101,52 120,26 0,26 87.5 86,3
Me 2 100,31 100,10 0,21 89,1 88,5
Mé 3 99,25 99,02 0,23 86,8 85,6
Trung binh 0,23
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4.6.2. Ddnh gid do on dinh cita cdc mdu vién 3B diéu ché thudc tix vi nang vitamin BI2

Céc miu vién nén 3B diéu ché tir vi nang vitamin B12 dugc dinh gid d6 6n dinh theo
phuong phép thir nghiém cap tdc & 45°C + 2°C, 75% + 5% RH.
Nhin xét:

- V& do én dinh vitamin B12: Miu vién 3B bao ché tir vi nang vitamin B12 thu dugc
tir phuong phédp phun déng tu véi ti 1& Castor wax. - dugc chat 8: 1 ¢6 d0 6n dinh cao nhét.
Vi ti 1é Castor wax - dugc chdt thdp hon (4: 1) mau vién 3B bao ché tif vi nang phun dong
tu ¢6 d6 n dinh vitamin B12 tuong duong méu vién 3B bao ché tir vi nang thu dugc bang
phuong phdp tich pha dong tu (su sai khdc giita 2 miu nay vé do suy giam ham lugng khong
c6 ¥ nghia thong ké).

- V& d¢ hoa tan vitamin B12: Thay déi khong dang ké d6i véi cdc mdu sau 3 thing
thir nghiém 140 hod cép toc.

Cic méu vi nang vitamin Bi12, vién nén 3B mau VA duoc bao quﬁn 6 diéu kién
thudng dai han theo sy bién déi khi hau nhiét do o 15°C - 30°C, d6 4m tuong ddi cia khong
khi 65% - 90% sau 12 thdng vin dam bao chét lugng theo tiéu chudn co sd dé ra .

4.6.3. Thit nghiém cdp toc dé on dinh du tinh tuéi tho ciia vién 3B

Vién 3B bio ché ti vi nang vitamim Bi12 bang phuong phép tach pha dong tu, dugc
thit nghiém 130 hod cép t6c & 3 nhiét do 35°C + 2°C, 45°C + 2°C, 55°C + 2°C (75% + 5%
RH) dé du tinh tudi tho theo phuong trinh Arrhenius.

-MAiu vién 3B bao ch€ d6i ham lugng vitamin Bi12 1a 111,95% du tinh tudi tho trén 4 nam
(59 thang) véi diéu kién bao quan < 25°C 75% RH.

-Néu ham lugng 105% tudi tho du tinh s& trén 3 ndam (40 thdng) v6i tiéu chudn vién cé
khong it hon 90% vitamin B12.

-Néu tiu chudn vién 3B yéu cdu khong it hon 95% vitamin B12 méu vién bao ch& déi ham
luong vitamin B12 1a 105% s& c6 tudi tho dy tinh trén 2 nam (30 thing).

5. NGHIEN CUU BIEU CHE NGUYEN LIEU DUQC DUNG VA VIEN NEN
MAGALDRAT

5.1.Qul trinh téng hgp magaldrat dugc dyung

-Thiét lap quy trinh diéu ché Magaldrat.

-T8i Uu hod quy trinh diéu ché Magaldrat: Cdc théng s thich hgp cho quy trinh diéu
ché Magaldrat da dugc chon:

-Ty 1& mol NaOH: Al = 4,5: 1 -Ty lé mol Mg: Al = 2,5: 1

-Nhiét 4o phan dng 28 -32°C - Nhiét do sdy tha 100°C.
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-Nong d6 dd MgSQO, 20% va dd NaAlO, 12%
5.2. Xdc dinh thanh phan céng thic cia phic hgp Magaldrat
Pinh tinh:Céc ion Al®*,Mg**,0H va SO,* clia Magaldrat ding theo USP 24,
Thanh phan c¢éng thifc cta Magaldrat
Dinh lugng cac thanh phan Al, Mg, SO,%, OH" trong Magaldrat.
Pd 4m cla nguyén liéu Magaldrat 14 16,52%.
Cong thuc phan ti gan dung cla Magaldrat la: AlsMg1o(OH)a1{SC4)2.
K&t qua phan tich cho thdy cong thic clia Magaldrat diéu ché cé thanh phan tuong tf
nhu Magaldrat trong tai liéu cia USP 24,
5.3. Pic diém cdu tric va phé nhiéu xa tia X cGa Magaldrat.
Phé nhiéu xa tia X cGia Magaldrat ¢c6 hdng s6 mang d < 2,57 angstrom, la dang phd
cla chdt phic hgp dai phan t, cé trat ty lién két xa va khéng cé dinh nhiéu xa dic
trung nhu ctia Al(OH); va Mg(OH),. Magaldrat |a mét phic hgp mdi, khac biét véi sy
pha trdn don thuan ca Al(OH); va Mg(OH),.
5.4. Tiéu chuan chat lugng nguyén liéu Magaldrat
MAu thi Magaldrat dat yéu cdu chat lugng theo USP 24
5.5. D6 an toan clia Magaidrat.
Thi déc tinh clp trén chudt nhdt trdng. K&t qua cho thdy nguyén liéu Magaldrat
khdng gay ddc tinh cdp trén chudt vdi liéu 5 g/kg/24 gi (Liéu nay cao gdp 73 Ian
liéu binh thudng).
5.6. Thiét k& cong thiic va bao ché& vién nén Malumix 540mg, 480mg ,400mg

Vién Malumix 540 mg, 480mg ,400mg dat chat lugng tiéu chudn USP 24 va TC co
s& tudng Ung.
5.8. K&t qua nghién cliu tdc dung sinh hoc va tuong duong sinh hoc cla
malumix so vél dugc phdm cling nhém

o Kha ndng trung hoa acid ciia Malumix

Céc ché phdm chia Magaldrat l1a loai antacid cé kha nang trung hoa acid kha cao,
tuong ty vdi cac ché phdm ngoai nhap cling loai.

® Kha néng c ché hoat d pepsin cia Malumix
Vd&i cung mdt lugng thude khdo sat, Malumix cé kh3 ndng (¢ ché pepsin tudng
duong véi cac khang acid hién hanh nhu:Maalox, Mylanta Il.

e Tac dong bao vé niém mac da day va chdng loét ctia Malumix
Chi s8 loét U.I clla Malumix (0,04) < Maalox (0,136) < 1 nén hai thudc déu cé kha
nang bao vé t& bao niém mac da day.
5.9. Két qua d$ an toan ctia malumix
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5.9.1. Boc tinh cdp cda Malumix

MAu thudc Malumix khéng gay ddc tinh c&p trén chudt nhat trdng.

5.9.2. Doc tinh béan cép cta ché phdm Malumix

Theo ddi cdc chi s huyét hoc, chi s8 sinh hoa (men), tinh trang thé trong, c4c t8
chdc nhu gan, than: khéng cé khac biét so véi nhém chiing

5.10. Két qua do on dinh chia magaldrat va malumix

5.10.1. D% &n dinh clia nguyén liéu Magaldrat

Bao quan nguyén lidu Magaldrat & diéu kién ty nhién (30°C).

Nguyén liéu Magaldrat sau khi bao quén 48 thang, & diéu kién binh thudng, sy thay
ddi vé chét lugng khdng c¢é y nghia thdng ké (van dat tiéu chudn USP 24).Dé nghj
tudi tho 48 thang

5.10.2. B$ 8n dinh clia vién Malumix

¢ Khdo sit vién bang phuong phap phan tich nhiét vi sai

Gidn d6 DTG cho thdy khi tdng nhiét t4 29,8 — 138,6°C chi c6 sy mat nudc, khoi
lugng nudc mat 6,67%, it cé bién d8i hoa hoc xay ra trong hén hgp bot Malumix khi
t° < 80°C. Tiép tyc ting nhiét d&€n 198,9°C, lugng nudc mat thém 4,67%. KNTHA clia
Malumix trudc va sau khi gia nhiét thay d8i khong cé ¥ nghia théng ké.

« Khao sat vién Malumix & diéu kién ty nhién (30°C).

Bao quan vién Malumix trong vi ép & 28-32°C, do &m tudng d6i 72-85%, khao sat
cac dac tinh ki thuat cla vién Malumix.

Vién Malumix sau khi bdo quédn 30 thang, & diéu kién binh thudng chat lugng vién
thay d8i van trong gidi han cho phép. D& nghi tudi tho 36 thang

K&t luan: Da diéu ché& thanh céng nguyén liéu duge dyng magaldrat, vién nén
magaldrat, ¢6 tudi tho cao, tdc dung diéu trj 6n dinh, tudng dudng va cé uu diém hon
50 v8i cac thudc cung nhém, dat tiéu chudn USP 24 ( USP 26). Qui trinh 8n dinh ¢
tinh lap lai. Ch& ph&m sén sang dudc trién khai san xudt tai cong ty Domesco.
6.NGHIEN CUU BAO CHE VIEN NANG PHONG THICH KEO DAI (PTKD) VGi HOAT
CHAT DICLOFENAC NATRI

6.1. Nghién citu diéu ché vi hat va vién nang diclofenac PTKD

-Vi hat dugc diéu ché& bing phuong phdp tao hat tryc ti€p trén may tao hat tdng soi
c6 dia quay. Cdng thic diéu ché cho 116 vi hat nhu sau:

Diclofenac natri 300 g
Avicel 600 g
Nudc cat 1140 g

-Qui trinh gdm 3 giai doan: tao hat uét, 1am tron hat va sdy vi hat.
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Cac yéu t3 &nh hudng d&n chat lugng va hiéu suat diéu ché vi hat dudc khdo sat
trong nghién clu gém: ti 1é ta dugc 1am trdn hat so vdi dugce chat (Avicel: DFN), tilé
va tdc d6 phun nudc.
6.1.1.Khdo sat anh hudng cla lugng Avicel dén c4u tric bé mat cua vi hat

H&n hgp Avicel:DFN vdi ti 1& 2:1 (hinh 6.3) tao thanh vi hat ¢6 b8 mat rat nhdn,thich
hop cho giai doan bao nén dugc chon dé nghién clu tiép tyc.

15k

Hinh 6.1. Vi hat diéu ché vdi  Hinh 6.2.Vi hat dugc diéu Hinh 6.3. Vi hat dugc diéu ché

hén hgp Avicel:DFN (1:1) ché ti hén hgp tU hén hgp Avicel:DFN (2:1)
(35X) Avicel:DFN(1,5:1) (45X) (35X)

6.1.2.Khao sdt anh hudng ciia ti 1& nudc dén hiéu suat diéu ché vi hat

Hiéu suat dat cao nhat khi ti 1&8 Avicel: DFN: Nuéc 1a 2: 1: 3,8.

6.1.3.Khao sat dnh hudng cta tdc A6 phun nudc dén hiéu suat tao hat

Na&m codng thiuc vdi ti 1& cac thanh phan giéng nhau (Avicet 600 g; DFN 300 g; nudc
1140 g) dugc khao sat bang cach thay déi tdc dé phun nude, mdi cong thic duge
diéu ché 6 lan (t8ng cdng 30 16 thuyc nghiém). Higu sudt cla qui trinh diéu ché dugc
danh gia bang ti Ié phan trdm vi hat trong khodng 16-20 mesh. K&t qua téc do phun
cho hiéu quat cao nhat ta 30 g/phdt.

TSm tat cac théng sé cla qui trinh diéu ché vi hat bdng may tao hat ting sbi

Thong sd ky thuat Gia tri diéu chinh

Van téc dia quay trong giai doan tao hat 600 vong/phut
Luu lugng khi tao tang séi 100-120 m¥gic
Nhiét d¢ khi vao 24-25°C

Nhiét dd khi ra 20-24°C

Nhiét 36 trong budng chira hat 17-20°C

Tdc dd phun nudc 30 g/phut

Thdgi gian tao hat trung binh 40 phut

Van tdc dia quay trong giai doan say sg bd 300 vong/phat
Thdi gian sdy sd bd 20 phut
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6.1.4 Khao sat cac tinh chat clia vi hat chua bao

e Ham am: trung binh cia vi hat chua bao 1a 0,97% (n = 6).

*Pd mai mdn:vi hat cé dd bén kha cao, d6 mai mon [a 0,15%.

e Phan bé kich thudc vi hat: C6 khoang 85% hat ndm trong khodng 14-20 mesh va
i1 1& vi hat cao nhat n&m trong khodng 16-20 mesh (trung binh 71,17%)

eXdac dinh ham lugng hoat chat: Sy khac biét vé ham lugng gilta cac 16 rdt nho.
Ham lugng cao nhat 1a 100,11 mg va thap nhat la 98,38 mg (trung binh 99,40 + 0,63

mg; n = 6).

¢ Khéo sat hinh thé va cdu triic vi hat
Anh chup bé mat va mit cét cho thdy céc tiéu phan DFN va Avicel lién két véi nhau
khd chat ché, c6 nhitng 1& x8p nhd vdi kich thudc khodng 2-3 um.

Vi

b
P 5

13&W xzaed‘f"

Hinh 6.4. Vi hat DFN chua bao Hinh 6.5. B& mét vi hat DFN Hinh 6.6. Mat cat cla vi hat
(75X) chua bao (1000X) DFN chua bao (2000X)

e Khao sat tdc dd phéng thich dugc chat cua vi hat chua bao

¢ ugng DFN phéng thich trong 2 gid diu trong méi trudng acid hdu nhu khdng dang

ké (khodng 1%). Trong méi trudng dém pH 6,8, DFN dugc phéng thich khodng 40%

sau 1 gid, va sau 6 gid, lugng dugc chat da phong thich dugc khodng 70%; sau 12

gi¢ dugc chdt trong vi hat da phéng thich hon 90%.

® Sau khi thir dd phéng thich dugc chat, vi hat vAn cdn nguyén dang hinh cau, &nh

dudi kinh hién vi dién ti cat I6p cho thdy ¢6 nhiéu kénh khuéch t4n xu&t hién trén

b& mt hat, ching td vi hat c6 cdu triic khung matrix.

Hinh 6.7. Vi hat trudc khi thit ¢d phéng  Hinh 6.8. Vi hat sau khi thf dd phéong
thich hoat chat (80X) thich hoat ch&t (80X)



6.1.2. Bao vi hat
6.1.2.1. Bao lot: Céng thuc dich bao

HPMC 5% PEG 6000 1,5%
Tale 5% Titan dioxid 3,4%
Nhii tuong pha bot 0,2% Nudc catvia di 100%

6.1.2.2.Bao phéng thich dugc chat kéo dai

Nghién cuu loai va ti 18 chét bao

Céc vi hat dugc bao vgi cac Eudragit RS, Eudragit RL dung riéng r& hodc phdi hgp
v@i nhau. Coéng thuc dich bao phéng thich kéo dai.

Eudragit 50 gam PEG 6000 5 gam

Nudc cit 10 gam Aceton: isopropanol (35:52,2) vd 1000 gam

-Cé4c 16 vi hat dugc khéo sat véi 3 ti1é chatbao khdc nhau la 1%, 3% va 5% (tinh
theo kh&i lugng chdt ran).

-Cac théng s6 ky thuat cha qui trinh bao vi hat b&ng cdc Eudragit

Théng sd Gia trj diéu chinh
Lugng hat cho mdi 1dn bao 950 gam
Nhiét dé phéng 24-26°C

Pé &m tuong déi 65+ 5%
Nhiét do khi vao 50°C

Nhiét d6 budng chla san phdm 30-32°C
Nhiét do khi thoat 30°C

Ap sudt budng bao 1,5 bar

Luu lugng dich bao 13-15 g/phat
Thdi gian bao Khodng 40 phut

6.1.2.3. Bao bgo vé

Cac vi hat sau khi dugc bao PTKD dugc bao bao vé véi cong thic tuong ty cong thic
dich bao 16t, ti 1& 16p bao 1a 1% tinh theo khai lugng vi hat.

Nghién cdu lya chon loal Eudragit va ti ié Eudragit

. C4c chét bao dugc kh3o sat 13 Eudragit RS, Eudragit RL hodc hén hgp Eudragit
RS: Eudragit RL vdi cAc t11é khac nhau la 75:25, 50:50, 25:75 (KL/KL). Ti l& I6p bao
(tinh trén khéi lugng chat rdn) dugc lya chon 14 1%, 3% va 5% so véi khdi lugng vi
hat.

Céc hat dugc bao véi dich bao chita Eudragit RL t7 18 1% c6é thé& phéng thich dugc
87,62% sau 24 gis. Tdc dd phong thich dugc chat clia mau nay gén gidng vién
Voltaren® 100 mg nén dugc dung dé nghién cliu tiép tyc.
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Nghién cuu tilé PEG 6000

Céng thifc mang bao véi 20% PEG dugc lua chon dé diéu ché vi hat. Khi so sénh
vdi vien Voltaren® 100 mg, t6¢c dd phéng thich dugc chét cla vi hat tuong duong vdi
vién Voltaren® 100 mg.

100
] e ¢ §
. ]
o 804 -
2 o* °
@ 60 o
% P s +Hat 20% PEG
z 404 .o ® vVoltarene 166800
[=]
-
® 20 .

0 lesee - . - L — U P
o 2 4 L] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28

Thai gian {gid)
DPudng biéu dién ti 18 phan tram DFN phéng thich tif vi hat ¢ I6p mang bao chua
20% PEG 6000 so vdi Voltaren® 100 mg (1&6 s6 166800)
e Tuong ty vién Voltaren® 100 mg, dong hoc phéng thich dugc chat cha vi hat cling
tuan theo mé hinh Higuchi. TT1& phan tram dugc chat phéng thich tai méi thdi diém
cé thé dy dodn dudc theo phuong trinh Q=31,392+/7 —41,65, dc trung cho sy phéng
thich dugc chat do khuéch tdn qua mang hodc qua khung.

y(vi hat) = 1 ,392)( - 41 ,645
80 - R? = 0,9783

Yvoitaren) = 30,012x - 34,562
R%=0,9791

& Voftaren 166800
® Hat 20% PEG

% DFN phéng thich
s
o
A 1 —

_———— ——

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Thai gian (gid'?)

Phan trim DFN phéng thich theo mé hinh Higuchi tf vi hat ¢6 idp mang bao chda
20% PEG 6000 so v6i Voltaren® 100 mg
Hinh chyp duéi kinh hién vi dién tlf cat I6p cho thdy I¢p bao phan b kha déng déu
trén bé mat hat, bé day I6p bao khodng 6-8 pum, cau tric dam dic, khong chia céc
16 x3p (hinh 6.10). Sau khi thi tdc dd phéng thich duge chat trong méi truding HCI 0,1
N, mang bao bt ddu truong né (hinh 6.11) nhung lugng dugc chat phéng thich chi
dat t0i da khodng 1%. Sau khi thii trong mdi trudng dém phosphat pH 6,8 vi hat bién
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dang do Idp bao truong nd nhiéu, anh chyup mat ct I6p bao cho thdy c6 nhiéu kénh
khuéch tan cé kich thudc kha déng nhat, dudng kinh trung binh khodng 10 pm (hinh
6.12).

15y ®7B. . i80Re BR80SE

Hinh 6.9. Vi hat dugc bao b&ng Eudragit Hinh 6.10. Mang bao trudc khi thi dé
RL (75X) phong thich hoat chat (2000X)

Hinh 6.11. Mang bao sau khi th ¢¢ phéng  Hinh 6.12. Mang bao sau khi thit trong

thich trong mdi trudng acid (2000X) moi trudng dém phosphat pH 6,8; cac
kénh khuéch tan hinh thanh rat ré trén
I6p bao (2000X)

6.1.2.4. Khao sat d9 on dinh cla qui trinh bao vi hat

Sau 16 vi hat (c8 16 3500 vién) da dugc bao trong cling diéu kién gidng nhau nhu da
xac dinh. Ham lugng va tdc d phdng thich DFN cla céac 16 déu tudng duong nhau,
cho thdy qui trinh diéu ché& c¢6 tinh 8n dinh cao.

6.1.3. Diéu ché vién nang DFN 100 mg phéng thich kéo dai

Cac vi hat dugc bao véi EudragitRL i 1&é chat bao 1% dugc chon dé déng vao nang
s8 1,ham Ilugng trung binh cha DFN trong mdi nang 1a 100 mg.

6.2. Thii nghiém ddc tinh cdp

Vi LDsp = 186,2 mg/kg, cé thé k8t luan cac ta dugc diing trong céng thiic diéu ché vi
hat khéng lam tdng déc tinh cta DFN.

6.3. Nghién ciu tuong duong sinh hoc so véi thudc ddi chiéu Voltaren

-Ngudi tinh nguyén: 14

-Thudc thir nghiém: Vién Difenac-KD, 16 s6 02, san xuidt ngay 15/01/2001.

-Thuéc déi chiéu:Voltaren®100mg(l6 s6166800,Novartis).



-Téc dd phéng thich dugc chét clia 2 thudc da dugc khdo sat va xac dinh 13 tuong
duong nhau. Ham lugng trung binh cla vién Voltaren® 100 mg 1& 101,3 mghién va
c{ia vién Difenac-KD 13 100,9 mg/vién,

Pudng biéu dién néng dd Diclofenac trung binh trong huyét thu duge & 14 NTN sau
khi uéng vién Voltaren® 100 mg va vién Difenac-KD.

C (mcg/mi)

1.20
1.00
0.80

0.60 ]

—a— Difenac-KD

—m— Voltaren

0 ‘ 2 4 6 _E;_ 10 1é _:‘-4716 187 ;22—24

Gid
-Phan tich théng ké:Céc s8 liéu dugc phan tich bang phuong phap théng ké
ANOVA . Tudng duong sinh hoc duge xac dinh bang khodng tin cay 80% clia céac sb
liéu trung binh AUC,..,, Crax V& Tax.
Két lugn: viénDifenac-KD 100 mg tuong duong sinh hoc vdi vién Voltaren® 100 mg.
6.4. Khao sat toc dd hdp thu dugc chat tif vién nang Difenac-KD.
T&c dd hdp thu dugc chat t vién Difenac-KD nhanh & 12 gid dau, lugng dugc chat
dugc hép thu dat dén 83,38% tai gid thd 12; sau gid thit 12 t6c dd hdp thu cham dén
va dén 24 gid c6 98,52% dugc chat dugc hap thu.

100 ]

% DFN hap thu

0 2 4 & 5 o 1z 1 10 1 20 22 24 2
Thd gian {gid)
D8 thi biéu dién t5¢c dé hdp thu DFN tir vién Difenac-KD
Pudng biéu dién téc d6 hap thu dugc chat theo thdi gian khéng thé hién mot sy
tuang quan tuyén tinh, ¢6 thé k&t luan sy hap thu khdng tuan theo déng hoc bac 0.
Khi biéu di&n dd thi trén hé tryc toa dé logarit ty nhién toan phdn, sy hdp thu dugc
ch&t tr vién Difenac-KD thé hién sy tuyén tinh rd véi hé s6 tuong quan R2= 0,9688.
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D6 thi biéu dién i 1é phan trdm DFN hdp thu in vivo trén hé truc toa dé logarit

Phuong trinh tdc dé hap thu dudc chat ¢é thé viét lai nhu sau:
In A =0,3727In ¢+ 3,468 (A: % dugc chit dude hdp thu tai thai didm t)
Vi In 32,072 = 3,468; nén tl|& phan trdam tai thdi diém ¢ cho bdi:

In A=1Int""% 4 n 32,072 = In (t %¥?7 x 32,072)
Do d6, ti 1& phdn tram dugc chdt dugce hdp thu c6 thé duge tinh theo cong thiic don
gidn: A= 32,072 t %9%

A: TT1é& phan trdm dugc chdt dugc hap thu; t: thi gian (gid).

6.5.Nghién ctiu xay dyng tiéu chudn vién PTKD
6.5.1. Khdo sat tuong quan gidla tdc A6 phéng thich duge chét in vitro véi téc
dé hap thu dugc chat in vivo
Phan tich hdi qui tuyén tinh gitta td¢ dd phéng thich dugc chat in vitro va téc dd hdp
thu dugc chdt in vivo cho thdy 2 thong s8 nay cd sy tudng quan tuyén tinh rd va
dugc bidu dién bdi phuong trinh: A = 0,6396D + 34,534 (A: phan tram dudc chat hap
thu tai théi diém t. D: phan trim dugc chét phéng thich tai thdi diém t tuong ting), vdi
hé s6 tuong quan R?= 0,9899.

120
o ‘ A y=0,6396x + 34,534
§ 100 R*=0,9859
=
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& 40
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% DFN phong thich in vitro

Dudng biéu dién tuong quan gida t6¢ dé phong thich duge chat in vitro
va téc dé hap thu in vivo cla vién Difenac-KD
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Panh gia sai s6 dy dodn phén tram cla tuong quan miic dé A

K&t qua tinh toan sai s& du doan phan tram cho thdy sai sd dy doan tai méi thgi
diém déu nhd hon 10%, do dé, tudng quan da dugc thiét 1ap c6 kha ndng du doan
cao. Phuong phép thdi dd phéng thich duge chon ¢é thé dugc ding dé dénh gia chéat
lugng thudc bang cac sd liéu phéng thich in vitro.

6.5.2.Nghién ciiu xay dyng tiéu chuan

Du thao tiéu chudn chat lugng vién Difenac-KD 100 mg rheo yéu cdu clia USP 23
6.6. Nghién ctiu 46 8n dinh va tudi thg cha ché pham

6.6.1. Nghién ciu dd én dinh bang phudng phap ldo hoa cép téc

-Diéu kién: 40 + 2°C/ A6 &m tucng ddi 75 + 5% va 30 + 2°C/ dé 4m tuong déi 60 +
5%. Cac mau dugc kiém tra cadch mdi 30 ngay trong thai gian bao quan 6 thdng.Chi
tiéu khdo sat: cam quan, ham lugng, toc dd phdong thich dugc chat. K&t qud: céc tiéu
chudn déu dat

6.8.2.Dy bédo tudi tho cha thudc

Dy bao tudi tho trung binh clia ché phdm trong diéu kién Jao hoa cap t8c:1654 ngay,
tuong ung véi 55 thang 23 ngay # 4 nam 07 thang.

6.6.2.Nghién cifu 4 8n djnh va tudi tho & diéu kién binh thudng

Sau 24 va 36 thang bao quan & nhiét dd va dé 4m binh thudng, hinh dang cdm quan,
i1 186 phong thich dugc chdt, ham lugng DFN clia Difenac-KD v&n dat tiéu chudn chat
lugng.Tudi tho dé nghi 36 thang

6.7. Két luan

Da diéu ché thanh céng dang vién nang chia vi hat PTKD béng thiét bi tAng s6i.Qui
trinh 8n dinh, ¢é tinh lap lai,vién nang Difenac — KD 100mg PTKD c¢é tudi tho 3
ndm,dat tiéu chun co s6,tuong duong sinh hoc véi thudc déi chiéu Voltaren 100mg
PTKD, sdn sang trién khai san xuét tai cong ty Domesco.

7. Cac két qua khéac

7.1.Vé dao tao va cong bd két qua:

-Dé tai da g6p phédn dao tao 02 Tién si dugc hoc, 04 Thac s7 duge hoc va mot sé
Dugc si dai hog.

-K&t qud lién quan d&n dé tai da dugc cong bd v46i 42.bai bdo trén tap chi dugc hoc
7.2.Vé phuong phéap iuén nghién ciu

- D& tai da ung dyng cac k¥ thuat hién dai trong thyc ti€n nghién ctu bao ché thudc:
ky thuat déng khd dé€ bao quan vi khuédn, k¥ thuat tao hat bdng may tang séi diéu
ch& vi hat phéng thich kéo dai, ky thuat vi nang hda véi 2 phudng phap tach pha
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MUC LUC

Danh sach nhiing ngudi thyc hién va danh sach cac dé tai nhanh
Bang chu glai cdc chit viét tit

Bai t6m tit

Muc luc

Danh myc céac bang va hinh

L&i mé dau

1. Trich lugc nhiing diém chinh c(ia thuyét minh dé tai

2. Myc tiéu cla dé tai

3. N&i dung nghién cuu

Ngi dung chinh

Chuong 1: Téng quan vé cac gial phap ky thuat da dng dung
1.1.Phudng phap dong khd Ung dung lam khd va bdo qudn vi khudn
1.2.Ky thuat vi nang hoa dng dung trong bao ché vi nang

1.3.Bao ché vi hat bang thiét bi tang sbi

1.4.Thiét ké & t8i uu héa céng thic va qui trinh bao ché bang phdn mém
Chudng 2: Ddi tugng va phudng phap nghién ctu

2.1. Nguyén, vat liéu, thiét bj

2.1.1.Nghién cltu bao ché vién bao tan trong rudt serratio peptidase
2.1.2.Nghién ciu bao ché bdt déng khd cda vi khuén lactic lam men tiéu
hoa

2.1.3.Nghién cudu bao ché vién bao chiia amoxicilin va acid clavulanic
2.1.4 Nghién ciiu Ung dung k¥ thuat vi nang dé bao ché thudc vién vitamin
¢6 sinh kha dung va dé 8n dinh cao

2.1.5.Nghién cdu diéu ché nguyén liéu dugc dyng va vién nén magaldrat
2.1.6.Nghién cdu bao ché vién nang PTKD vdi hoat chat diclofenac natri
2.2. Phudng phap nghién cuu

Chudng 3: NOi dung nghién ciu, két qua va ban luan.

3.1. Nghién citu bao ché vién bao tan trong rudt serratio peptidase
3.1.1.Ké&t qua khio sat phuong phap dinh lugng SER

3.1.2.Kh&o sat ham lugng cac ché phdm SER trén thj trudng

3.1.3.K&t qua khao sat diéu kién th( nghiém dd hoa tan cla vién SER
3.1.4.Kh30 sat dé hoa tan clia mot s6 ché phdm SER 10mg

Trang

o O O b 2 =

14
22
22
22
22

22
23

23
23
23
25
25
25
37
39
43



3.1.5.Khao sat sy 8n dinh ctia nguyén lidu va ché phdm SER

3.1.6.Nghién c(u bao ché vién bao phim SER tan trong rubt

3.1.7.X4c dinh tudng dudng sinh hoc in vitro bang tht nghiém dé hoa tan

3.1.8. Khao sat d& n dinh va tudi tho cla thanh ph&m

3.1.9. Xay dyng tiéu chudn chét lugng vién bac SER 5mg

3.1.10. Nghién ctiu mé rdéng cho vién SER 10 mg

3.2.Nghién ciiu bao ché& bdt déng khé cha vi khudn lactic [am men tiéu

hoa

3.2.1. Nghién cttu moi trudng, qui trinh va diéu kién nudi cdy vi khuén

3.2.2. Khdo s4t cac y&u t6 8n dinh va qui trinh déng khé vi khun

3.2.3. Xay dyng tiéu chudn va qui trinh kiém dinh vi khuén

3.2.4, Khdo sat kha nang dé khang khdng sinh

3.2.5. X4c dinh c6 mat plasmid va kh& nang chuyén plasmid

3.2.6. Khao sat ddc tinh cap va ban cép

3.2.7. K&t qud thdi tAc dung tri tiéu chdy do loan khuin va so sanh véi thudc

cung nhém

3.2.8. Tiéu chudn co sé ché& phdm Bifilac

3.3.Nghién ciiu bao ché vién bao chifa amoxicilin va acid clavulanic

3.3.1. K&t qua thdm dinh phudng phép HPLC dinh lugng amoxicilin & acid

clavulanic

3.3.2. K&t qua thdm dinh phuong phép quang phd tl ngoai dinh lugng

amoxicilin va acid clavulanic.

3.3.3. K&t qua nghién clu bao ché vién nhan, vién bao

3.3.4.T6m tit két quéd danh gia tiéu chudn 3 16 vién bao theo USP XXIV

3.3.5. Khdo sét dd 8n dinh va xac dinh tudi thg cta ché pham

3.3.6. K&t qua nghién ctdu tuong dudng sinh hoc

3.4. Nghién ciiu tng dyng ki thuat vi nang dé bao ché thubc vién

vitamin ¢6 sinh kha dyng va dd én djnh cao

3.4.1. Xay dung phuong phép dinh lugng cic vitamin trong vién 3B

3.4.2. Két qua dinh lugng vitamin trong mét s6 mau vién 3B dang luyu hanh

3.4..3. Nghién citu lya chon thanh phidn vién Vitamin Bl1, B6, B12

3.4.4. Nghién cttu ché tao vi nang vitamin B,, bing phuong phép tich pha dong tu
dé bao ché vién 3B

3.4.5. Nghién ctu ch€ tao vi nang vitamin B,, bing phuong phdp phun dong tu

3.4.6. Dénh gid d6 6n dinh cia cdc méu vi nang vitamin B,, va vién 3 B bao ché tir
vi nang vitamin B12.

49
58

68
73
74
75

75
83
87
108
112
113
118

122
123
123

127

129
137
140
145
157

157
160
161
167

175
181



3.5.Nghién ciiu diéu ch& nguyén liéu dugc dung va vién nén magaldrat

3.5.1.Qui trinh diéu ché magaldrat dugc dung

3.5.2. Xac dinh thanh phan cdng thdc cla phiic hgp Magaidrat

3.5.3. BAc diém cau trac va phd nhiéu xa tia X cla Magaldrat.

3.5.4. Chat lugng clia nguyén liéu Magaldrat

3.5.5. D6 an toan cla Magaldrat.

3.5.6.Thiét ké& cong thifc va bao ché vién nén Malumix

3.5.7.Kiém nghiém vién nén Malumix 400 mg, 480 mg va 540 mg

3.5.8. K&t qua nghién cuu tac dung sinh hoc va tuong dudng sinh hoc cla
malumix va ¢dc dugc phdm clng nhém.

3.5.9. K&t qua thir nghiém dd an toan clia Malumix

3.5.10. K&t qua xac dinh d6 6n dinh clia Magaldrat va Malumix

3.6.Nghién ciiu bao ché vién nang PTKD véi hoat chét diclofenac natri

3.6. 1. Diéu ché va khao sat dic tinh cla vi hat

3.6.2. Bao vi hat

3.6.3. biéu ché vién nang Diclofenac natri 100 mg phong thich kéo dai

3.6.4. Thi nghiém ddc tinh cap

3.6.5. Nghién cuu tuong ducng sinh hgc

3.6.6. Khao sat tdc dd hap thu

3.6.7. Nghién cliu xay dyng tiéu chuén

3.6.8. Nghién c(u do 6n dinh va tugi tho ciia ché phdm

K&t luan

Pé n ghij

Tal liéu tham khao

Phuy lyc

- Cac phiéu kiém nghiém

187
187
189
190
191
192
192
198
200

202
204
205
205
212
219
221
222
228
230
234
243
254



DANH MUC BANG, HiNH VA BIEU D6

Trang
Chuong 1: Téng quan vé mét s ky thuat méi da ting dung
Hinh 1.1.May 86ng khé vi khudn Snijder 8
Hinh 1.2.1. S¢ d8 thiét bj ché tao vi nang § qui mé binh déng ty 10 Iit 10
Hinh 1.2.2. Sd d6 thiét bi phun déng ty diéu ché vi nang 10
Hinh 1.3.1. Qua trinh hinh thanh vi hat theo phuong phap tao hat tryc ticp 11
Hinh 1.3.2. Budng tao hat clia may tao hat tang s6i c6 dia quay. 11
Hinh 1.3.3. May tao hat tdng sdi c6 dia quay (Rotary fluidized bed granulator; 11
Glatt Model GPCG-1, Glatt GmbH Technology, Pc)
Hinh 1.3.4. Mat cit vi hat dugc diéu ché b&ng phuong phap béi dugc chat lén 12
nhan trd vdi thigt bj tdng soi
Hinh 1.3.5. M4y tao hat tAng séi c6 dia quay dugc gan thém hé théng cung cép 12
bdt ding cho phudng phap phun dich — boi bdt luan phién.
Hinh 1.3.6. Nguyén ly hoat dong clia may bao tdng sdi kiéu phun ti trén xudng. 13
Hinh 1.3.7. M4y bao tdng s6i ki€u phun tif trén xudng. 13
Hinh 1.3.8. Nguyén Iy hoat dong clia may bao tang soi ki€u phun ti€p tuyén. 13
Hinh 1.3.9. Budng bao clia may bao tdng s6i ki€u phun tiép tuyén. 13
Hinh 1.3.10. Nguyén Iy hoat ddng clla mdy bao tang sbi kiu phun tif dugi lén 14
Hinh 1.3.11. Budng bao clia hé thdng bao tdng sb6i kiSu phun tu dudi lén 14
Hinh 1.4.1. Minh hoa cdc mé hinh céng thic ddc biét 15
Hinh 1.4.2. Minh hoa cdc mé6 hinh quy trinh dic biét 16
Hinh 1.4.3. Sy két hgp mang thdn kinh vdi logic md va thudt todn di truyén 16
Hinh 1.4.4. Minh hoa don vi thdn kinh: sinh hoc (a) va nhén tao (b) 18
Hinh 1.4.5. Cdu tric mang thdn kinh véi mét I8p 4n: I(i)-H(j)-o(k) 18
Hinh 1.4.6. Ham truyén: sigmoid (a) va tanh (hyperbolic tangent) (b} 19
Hinh 1.4.7. Minh hea logic ¢8 dién (a) va logic mé (b) 19
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3.1.Nghién ctfu bao ché vién bao tan trong rudt serratiopeptiopeptidase

8 méi trudng khan

{ Bang 3.1.1. D6 hap thu clia dung dich Tyrosin 26
Béng 3.1.2. K&t qui dinh lugng nguyén liéu SER 27
Bang 3.1.3. K&t qua dinh lugng ché phdm N4(S4 16 . 010103- HD . 01/05) 27
Bang 3.1.4.K6&t qua dinh Iugng ché& phdm B;(S6 16.1300603 - HD . 06/05) 27

| Bang 3.1.5. K&t qua din% lugng clia chg phdm san xuat theo céng thirc 1 28
Béng 3.1.6. K&t qua dinh lugng clia ch§ pham san xuat theo céng thic 2 29
Bang 3.1.7. K&t qua djnh lugng cla ché phdm sin xudt theo cong thic 3 29
Bang 3.1.8. K&t qua dinh lugng vdi nguyén ligu (L6 2022) 30
Bing 3.1.9. K&t qu3 dinh lugng véi ché phdm N, (L6 010103 - HD.01.05) 30
Bang 3.1.10. K&t qua dinh Iugng v&i ch§ phdm B, (L& 1300603 -HD.06.05) 30
Bédng 3.1.11. Két qua dinh lugng véi nguyén lidu (L6 2022) 31
Béang 3.1.12.Ké&t qua djnh lugng véi ché phdm N (L5 010103 - HD.01.05) 31
Béng 3.1.13.Két qué dinh lugng vdi ché phdm By (L6 1300603-HD.06.05) 32
Bang 3.1.14. K&t qua dinh Ilugng véi nguyén ligu (L6 2022) 32
Bang 3.1.15. K&t qua dinh lugng véi ch& phdm N, (L6 010103-HD. 01.05) 33
Bdng 3.1.16. K&t qua dinh lugngvdi ché phdm B4(Lé 300603-HD.06.05) 33
Béng 3.1.17. D9 hdp thu cla giai mau tyrosin RS tugng ng véi néng dd 34
Bang 3.1.18. D6 hédp thu cla giai mau SER tudng tng vdi néng do 34
Bang 3.1.19. K&t qua dinh lugng clia nguyén lidu (L6 2022} 35
Bang 3.1.20. K&t qua dinh Iugng cda ché phdm N4(L6 010103 -HD.01.05) 35
Bang 3.1.21. K&t qua dinh Iugng cla ché phdm B, (L6 1300603 -HD.06.05) 36
Bang 3.1.22. B$ dung cla qui trinh 36
Bang 3.1.23. Mot 56 ch& phdm SER dugc Iy mau dinh lugng 37
Béng 3.1.24. K&t qua dinh Iugng ché phdm SER da ma hod 38
Bang 3.1.25. K&t qua dinh lugng mét sé 16 cla cac ché phdm da chon 39
Bang 3.1.26. K&t qua dinh lugng nguyén lidu SER (L& 2022) 40
Bang 3.1.27. K&t qua dinh lugng ché phdm N, (L8 010103 -HD.01.05) 40

| Bang 3.1.28. K&t qua dinh lugng ché phdm F, (L6 305004 -HD. 05.06) 40
Béng 3.1.29. K6t qua dinh lugng nguyén ligu (L6 2022) 41
Bang 3.1.30. K&t qua dinh iugng ché phdm N, { L6 010103, HD . 01.05) 41
Bang 3.1.31. Két qua dinh lugng ché phdm F, (L6 305004, HD . 05.06 ) 41
Béng 3.1.32. Ham lugng (%) hoat chét gidi phéng cila ché phdm F 42
Bang 3.1.33. Ham lugng (%) hoat chét gidi phdng clia ché phdm F 42
Bang 3.1.34. Ham lugng (%) hoat ch&t gidi phéng chia ché phdm B 42
Béng 3.1.35. Ham Iugng hoat chét gidi phéng clia ché phdm C 44
Béng 3.1.36. Ham lugng (%) hoat chat giai phéng clta ché phdm F 44
Bang 3.1.37. Ham lugng {%) hoat chat gidi phéng clia ché phdm N 44
Bang 3.1.38. Ham lugng(%) hoat chat gidi phéng ché phdm S 46
Bang 3.1.39. Tém t&t 46 hoa tan clia c4c ché phdm 47
Bang 3.1.40. Tilé hoat chét giai phéng so vdi ham lugng 48
Béng 3.1.41. Thay ddi ham lugng SER dugi tac dong cla nhiét dé cao 50-> 90°C, | 52
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Bang 3.1.42.Sy thay déi ham jugng SER theo thdi gian & nhiét dé 50°C,méi 52
trudng khan

Bang 3.1.43.Thay ddi ham lugng vién SER dugi tdc dong & 50°C,dd 4m 75%. 53
Bang 3.1.44.Thay d8i ham lugng SER trong diéu kién khéng ché 25 £2°C 55
dd 4m 60 + 5 %(thi nghiém 3A )

Bang 3.1.45.Thay d8i ham Iugng SER trong diéu kignhabng 30 - 35°C do 4m | 56
7.0-7 5 %(thi nghiém 3B)

Bing 3.1.46. Dy doan thdi gian &n dinh hay han st dyng 56
Bang 3.1.47.TY I8 tang kh&i lugng ( béc bb vi, cho ti€p xic m, nhiét) 57
Bang 3.1.48. Théng s6 cd bén cla céc vién nhén. 60
Bang 3.1.49. Bién ddi hoat chét Ser. theo tiing giai doan cla quy trinh 64
Bang 3.1.50.Cé6ng thifc vién nhan SER cho bao ché pilot 65
Bang 3.1.51.Cdng thic dich bao phim cho mé pilot 65
Bang 3.1.52. D4 4m % cua c8m 66
Bang 3.1.53. Mot s8 k&t qua ki€m nghiém cdc méau vién Ser. 66
Bang 3.1.54. D6 hoa tan mdt s§ ché phdm nghién clu vién bao SER 5 mg 68
Béng 3.1.55. Kha nang chéng &m cha cadc mau nghién ciu 69
Bang 3.1.56. Ham lugng thudc vién M2, M3, M4 & 50°C,dd Zm 60 + 5% 69
Béang 3.1.57. Khdi lugng vién sau 23 thang thi nghiém 70
Béang 3.1.58. Thay d&i ham lugng Ser.cla cadc mau nghién cliiu bao quan trong 71
diéu kién néng 4m. T ~ 30 - 35°C, d8 &m ~ 70 -75 %.

Bang 3.1.59. Thay d&i ham lugng Ser.clia cdc mau nghién clfu b&o quan trong 72
diéu kién khéng ché . nhiét d 25 +2°C, dd 4m 60 + 5 %.

Béng 3.1.60. Tiéu chuédn vién bao Serrapeptase 5 mg 73
Béng 3.1.61. Cong thic vién nhan Ser. 10 mg 74
HINH VA BIEU O

Bigu 48 3.1.1. Ham lugng clia mot s§ ché phdm chia SER 39
Biéu d6 3.1.2. D6 hoa tan clla cdc ché phdm & 45 phut 47
Bi€u d6 3.1.3. D6 hoa tan clia cdc ché phém & 60 phut 47
Biéu a6 3.1.4. Ti 1é % hoat chat giai phong so vdi ham Iugng cla cdc ché phdm & | 48
45 phut

Bi€u d8 3.1.5. T11é % hoat chét giai phéngso vdi ham lugng clia cdc ché phdm & | 48
60 phat

Bi€u dd 3.1.6.Biu dé thay d6i ham lugng SER dudi tdc déng cha nhiét dé cao 52
50 90°C, mdi trudng khan theo s6 liéu bang 3.1.41

Hinh 3.1.7. Biéu dé su thay déi ham lugng SER theo gid dudi tdc dong clia nhiét 53
d$ 50°C,méi trudng khan

Hinh 3.1.8. T} & nudc ( ham 4m ) do cdc mau ¢c6m hip thu . 60
Hinh 3.1.9. Bi&n d8i ham lugng hoat chat clla ¢dm F2- F5. 61
Hinh 3.1.10. M3u vién nghién clfu Serrapeptase 5mg 67
3.2.Nghién cifu bao ch& bt ddng khé vi khuén lactic 1am men tiéu hod

BANG

Bédng 3.2.1 . K&t qua xac dinh pH t8i uu cho sy tang trudng cia B.bifidum 75
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Bdng 3.2.2 . S6 vi khudn sdng/mi mdi trudng nudi cdy & cac t° khac nhau 76
Bang 3.2.3 . Tac d6ng clla oxy trén qud trinh ting trudng cla B.bifidum 76
Bang 3.2.4. S§ vi khu&n/ml mdi trudng nudi cdy c6 va khdng cé chédt tang trudng | 77
Bang 3.2.5. Anh huding clia duding glucose trén su tdng trudng ctta B.bifidum 77
Béng 3.2.6 . S8 vi khudn /ml méi trudng v8i cac ngudn pepton khac nhau 78
Béang 3.2.7 . Anh hudng clia ham lugng pepton trén sy ting trudng cla B.bifidum | 78
Bang 3.2.8. Anh hudng clia mét s8 chat trén sy tang trudng cla vi khugn 78
B.bifidum
Béng 3.2.9 . Thdi gian téng trudng clia B.bifidum 79
Béng 3.2.10. Khodng pH téng trudng clia L. acidophilus quan sat bing so 6 dyc | 80
Bang 3.2.11. Khodng pH téing trudng clia L. acidophilus quan sat bng so do dyc | 80
Béng 3.2.12 . Sy ting trudng ca L. acidophilus vdi cdc ngudn pepton khac nhau | 81
Bang 3.2.13 . S8 vi khuin / 1ml dich cdy mdi trudng cé va khéng cé yéu 18 ting 82
trudng
Bang 3.2.14 . S4 vi khuén /ml dich nudi cdy & cac néng d6 duéng khac nhau sau | 82
24 gio
Bang 3.2.15 . Thdi gian tdng trudng cla L.acidophilus 82
Bang 3.2.16. Anh hudng cia thdi gian nudi cdy vi khudn dén sy sdng s6t clia vi 85
khudn sau cac khoang thdi gian khac nhau sau khi én dinh b&ng phudng phap
dong khd.
Bang 3.2.17. Anh hudng clia néng dé Yeast Extract tSi sy s6ng sét clia vi khudn | 85
sau khi 8n dinh biing phudng phéap dong khé.
Béng 3.2.18. Anh hudng clia ndng d6 Yeast extract t3i sy séng s6t clia vi khudn | 86
sau khi 8n dinh bang phuang phép déng khd.
Bang 3.2.19. Anh hudng cla ndng dd Sita téi sy séng so6t clia vi khudn sau khi 86
8n dinh b&ng phuong phap déng khb.
Bang 3.2.20. Anh hudng cla ti 1& vi khudn va méi trudng déng khé t6i sy sdng sét | 89
cita vi khudn sau khi 8n dinh béng phudng phéap déng khé.
Bang 3.2.21. Kha nédng chiu dyng pH acid cia B.bifidum 90
Bang 3.2.22. Két qua phan ung sinh héa cla B. bifidum 92
Béng 3.2.23 . Kh3 ning chiu dyng acid clia vi khudn nhan dinh a2
Bang 3.2.24. két qua dinh lugng acid t8ng cdng 83
Bang 3.2.25. So sanh lugng acid lactic va acid tdng cdng 94
| Bang 3.2.26. Sy téing trudng clia vl khudn & céc nhiét db khéc nhau 94
Bang 3.2.27. Phan (ing sinh hda cla L. acidophilus 95
Bdng 3.2.28. K&t qua dinh danh & muc d9 chi 96
Bang 3.2.29. K&t qué dinh danh béng kit API 20A 96
Bang 3.2.30. K&t qud dinh danh béngkit API1 50 CHL 97
Bang 3.2.31. K&t qua khao sat dé chinh xéc 99
Bang 3.2.32. K&t qua khao sat do dung. 99
Bang 3.2.33. K&t qua khao sat dd chinh xdc 100
Bang 3.2.34. Két qua khao st dé ding 101
Bang 3.2.35 . Két qua so sédnh moi trudng rdn va moi trudng ban ldng 102
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Bang 3.2.36. K&t qua so sdnh mdi trudng thach MRS va thach Tomato

103

Bang 3.2.37 . Kha naing chiu pH acid da day 103
Bang 3.2.38. Kha néng chiu dich mat 104
Béng 3.2.39 . Kh& ning chiu acid va dich mat 0,5% 104
Bang 3.2.40 . Kha n#ng chiu acid va mudi mat 1,0% 104
Bang 3.2 41 . Kha nang chiu acid va dich mat 1,5% 104
Béng 3.2.42. Kha néng chiu acid va dich m4t 2,0% 105
Bang 3.2.43 . K&t qua khio s4t d6 nhiém khuén 105
Bang 3.2.44. Anh _hudng clia m4u 1&én kha nang phat hién 106
Bang 3.2.45. Két qua kiém tra nhiém vi khuén E.coliva Staphyloccocus aureus 106
sau qua trinh déng kho.
Bang 3.2.46 . K&t qlia ki€m nghiém ndm mdc ndm men cla bét sau khi déng khd | 107
Bang 3.2.47 . D6 4m bot déng khd 108
Bang 3.2.48 . K&t qua MIC clia B. bifidum 108
Bang 3.2.49. K&t qua nhay cam véi cac khang sinh clia B. bifidum 109
Bang 3.2.50. K&t qua MIC cla L. acidophilus 109
Bang 3.2.51. K&t qua nhay cam vdi cac khang sinh cta L. acidophilus 110
Béang 3.2.52. K&t qua xdc khao séat syt dé khang khang sinh bing phuong phap tim | 111
MIC trén c4c mau luu hanh trén thi trudng
Béng 3.2.53. K&t qua khédo sat sy dé khang khang sinh bing phudng phap dat dia | 112
_gidy
Bang 3.2.54. S lugng bach cdu, hdng cdu, tiéu cdu sau 21 va 45 ngay 115
Béang 3.2.55. Cac trj s8 SGOT, SPGT, BILIRUBIN sau 21 va 45 ngay 116
Bédng 3.2.56. Néng do BUN, creatinin huyét thé hién chiic nang than sau 21 ngay | 116
va 45 ngay thi nghiém
Béang 3.2.57. Thé trong chudt trung binh cha hai 16 thit va ching (gram) lic bét 116
dau va luc két thic dgt thit nghiém
Bang 3.2.58 . Ti 1& chudt chét, t11& chudt sung viém, ti 16 chudt tidu chy. 116
Bang 3.2.59 . Khdo sat tinh trang clia gan 117
Bang 3.2.60 . Bang t8ng két chung céc két qua 118
Béng 3.2.61 . Ty & chudt tiéu chay khi udng cac li€éu khang sinh 119
Bang 3.2.62 .Ty & chubt hét tiéu chay khi diéu tri vdi cac liéu vi khudn thi nghiém | 121
khac nhau
Bang 3.2.63. Két qua tri tiéu chay cha vi khuén B.bifidum va L.acidophilus ding 121
riéng ré va phéi hgp
Bang 3.2.64 . So sanh k&t qua tri tiéu chay cta vi khuan B.bifidum va 122
L.acidophilus v@i cac biét dugce
Bang 3.2.65 . Gia trj syt can trung binh & c4c 16 ( gam ) chudt diéu tri 122
SO B0, BIEU BO VA HINH
S0 a6 3.2.1. Qui trinh nudi cdy B. bifidum 75
So 48 3.2.2. Qui trinh nuéi cdy L. acidophilus 84
S0 d6 3.2.3. Sd db dinh danh vi khuén B. bifidum 89
Biéu dd 3.2.1. Budng cong téng trudng clia B. bifidum 79

DM -5




Biéu a6 3.2.2 . Dudng cong tang trudng cla L. Acidophilus

Hinh 3.2.1.Khuin lac B.bifidum trén méi trudng s 2 88
Hinh 3.2.2. B.bifidum qua kinh hién vi x1000 89
Hinh 3.2.3 . C4c phan (ng sinh héa cla B.bifidum qua bd kit API20A 80
Hinh 3.2.4 . L.acidophilus qua kinh hién vi x1000 91
Hinh 8.2.5. Khuén lac L.acidophilus 92
Hinh 3.2.6 . Cac phan Ung sinh héa cla L.acidophilus qua bd kit API20A 85
Hinh 3.2.7 . M6t s8 hinh 4nh vé L. acidophilus 1 tit m&u 001. 97
Hinh 3.2.8 . Mot s8 hinh &nh vé L. acidophilus 1 ti mau 006. 98
Hinh 3.2.9 . M6t s8 hinh anh vé L. acidophilus 3 tt mau 007 98
Hinh 3.2.10. Hinh Anh MIC cla B. bifidum véi khang sinh Cefalexin va 110
Cefoperazon
Hinh 3.2.11. Két qua chay dién di trén gel agarose 113
Hinh 3.2.12. Cho chudt udng vat liéu thit nghiém 120
Hinh 3.2.13. Chudt bi tiéu chay sau khi udng khéng sinh 120
3.3.Nghién cfu bao ché vién bao phim chita amoxicilin va acid clavulanic
BANG
| Bang 3.3.1. K&t qui céc théng s sic ky ung vdi dinh clia amoxicilin 123
Bang 3.3.2. K&t qua cac thdng sd sac ky Ung vdi dinh cla acid clavulanic 123
Bang 3.3.3. P§ diing clia phudng phdp HPLC dinh lugng amoxicilin 124
Bang 3.3.4. B§ dung cla phuong phap HPLC dinh iugng acid clavulanic 124
Bang 3.3.5. K&t qua d¢ I3ip lai clia phuong phdp HPLC 125
| Bang 3.3.6. K&t qua dé chinh xac trung gian clia acid clavulanic va amoxicilin 125
Bang 3.3.7. K&t qua tudng quan gitta néng dd va dién tich dinh acid clavulanic va | 126
amoxicilin
| Bang 3.3.8. Gigi han phét hién va gidi han dinh lugng clavulanic va amoxicilin 127
Béng 3.3.9. K&t qua xdc dinh khodng tuyén tinh cla phudng phap quang phé 127
Bang 3.3.10. K&t qua xac dinh dd chinh xac cGa phudng phap quang phd 128
Bang 3.3.11. K&t qua xac dinh d6 dung clta phuang phap quang phé 129
Bang 3.3.12. Két qua bé day, dd cing va dé mai médn clia 12 cong thdc vién nhan | 129
Bang 3.3.13. K&t qua dbng déu khéi lugng, d6 ra va dd 4m clia 12 cong thiic vien | 130
nhan
Bang 3.3.14. Két qua ham lugng va d6 hoa tan clia 12 céng thic vién nhan 130
Bang 3.3.15. Tém tit k&t qua gia trj cdc bi&n déc lap va bién phy thude clia 12 130
cong thuc vién nhan
Bang 3.3.16. K&t qué t6i uu hoéa 131
Béng 3.3.17. K&t qua dé &m, ty trong biéu kién va goéc chay clia 3 16 hat theo 131
| cong thuce tdi uu trude khi dap vién
Bang 3.3.18. K&t qua phan bd kich thudc hat cila 3 16 hat theo ¢ong thiic t8i uu 131
trudc khi dip vién
Béng 3.3.19. Két qu& dd cung; d ra cha vién nhan va vién bao clta 3 16 cong 133
thic t6i uu
Bdng 3.3.20. K&t qua bé day clia vién nhan, vién bao va cla l6p bao clia 3 16 133
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cbng thic t6i uu

lugng amoxicilin trong huyét thanh

Béng 3.3.21. Ké&t qua ham lugng cila 3 16 céng thifc tdi Hu 133

Bdng 3.3.22. K&t qua d6 hoa tan ciia 3 16 cong thuc t8i uu 133

Bang 3.3.23. K&t qua do déng déu khdi lugng va ty |& t&ng khdi lugng clia vién 134

nhén va vién bao cla 3 16 ¢éng thic 18i uu

Bang 3.3.24. K&t qua dd déng déu ham lugng acid clavulanic clia 3 16 cong thitc 135

t6i uu

Bang 3.3.25. K&t qua do dm, dd mai mon cla 3 16 céng thiic t6i uu 135

Béng 3.3.26. So sanh cdc gid tri thifc nghiém véi gia tri dy doén ti phdn mém 136

INForm

Bang 3.3.27. K&t qua khao sat kha nang bao vé cla I8p bao vé cam quan va sy 136
| giam ham lugng acid clavulanic & diéu kién 30 + 2°C, 80 + 5% RH

Bang 3.3.28. Ham lugng nudc va ham lugng hoat chat clia chg phdm vién bao 138

Béng 3.3.29. Dd hoa tan cia ché phdm vién bao 138

Bédng 3.3.30. Bi&n thi&én kh&i lugng d&i vai amoxicilin 139

Bédng 3.3.31. Béng déu ham lugng acid clavulanic 139

Bang 3.3.32. Khdo sat ham lugng hoat chat theo diéu kién lao hoa cdp toc 140

Bang 3.3.33. Khao sat ham lugng nudc clia cac mau dugc bdo quan & 25 °C + 141

2°C v6i 65% RH % 5%

Bang 3.3.34. K&t qua khao sat do hoa tan amoxicilin cia cdc miu duge bao quan | 141

8 25 °C + 2°C v6i 65% RH + 5%

Bang 3.3.35. K&t qua khao sat d hda tan acid clavulanic cGa cac mau dugc bdo | 141

quan 8 25 °C = 2°C v6i 65% RH + 5%

Bang 3.3.36. K&t qua khao sat ham lugng amoxicilin trong 12 thang bao quan § 25 | 142

°C + 2°C vGi 65% RH + 5%

Bang 3.3.37. K&t qua khao sat ham lugng acid clavulanic trong 12 thang bao quan | 142

8 25 °C £ 2°C v3i 65% RH + 5%

Bang 3.3.38. Ham lugng nudc cac miu dugc bao quan & diéu kién 30 °C + 2°C/ 144

65% RH £+ 5% &

Bang 3.3.39. K&t qua khao sat dd hoéa tan clia acid clavulanic sau 6 thang bao 144

quan & diéi kién 30 °C + 2°C vdi 65% RH + 5%

Bang 3.3.40. K&t qua khao sat ham lugng acid clavulanic & diéu kién 30 °C + 2°C | 145

v6i 65% RH x 5%

Bang 3.3.41, K&t qua sy thay déi ham lugng acid clavulanic & 25 °C/60% RH + 5% | 145

trong thdi gian bao quan

Bédng 3.3.42. K&t qua phan tich thdng ké sy tuong quan giiia ham lugng acid 145

clavulanic va thgi gian bdo quén & 25 °C + 2 °C/ 80% RH + 5% va tudi thg udc tinh

tai thoi di€m 12 thang

Bang 3.3.43. K&t qua tudng dudng sinh hoc in vitro 146

Bang 3.3.44, K&t qua cdc thong s6 séc ky (ing véi dinh cha hoat chét trong huyét | 147

thanh

Béng 3.3.45. Két qué xdc dinh khodng tuyén tinh clia phudng phap HPLC 148

Béng 3.3.46. K&t qua xac dinh dé chinh xac trong ngay clia phuong phép dinh 149
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Bang 3.3.47. K&t qua xac dinh dé chinh x4c giita cac ngay cla phuong phap dinh | 149

lugng amoxicilin trong huyét thanh

Bang 3.3.48. K&t qua xac dinh d6 chinh xdc trong ngay cta phudng phép dinh 149

lugng acid clavulanic trong huyét thanh

Béng 3.3.49. K&t qua xac dinh dd chinh xac gilta cac ngay cGa phuong phap dinh | 150

lugng acid clavulanic trong huyé&t thanh

Bang 3.3.50. K&t qui xac djnh dd dung trong ngay cla phudng phap dinh lugng 150

amoxicilin trong huyét thanh

Bang 3.3.51. K&t qua xé4c dinh dd dung gilta cac ngay ctia phugng phap dinh 150

lugng amoxicilin trong huyét thanh

Béng 3.3.52. K&t qua x4c dinh dd dung trong ngay cla phuong phap dinh lugng 151

acid clavulanic trong huyét thanh

Bang 3.3.53. K&t qua xac dinh d dung giita cac ngay ctia phuong phap dinh 152

lugng acid clavulanic trong huyét thanh

Bang 3.3.54. K&t qua xdc dinh ty 1& phyc hdi doi vdi amoxicilin trong huyét thanh | 152

Bdang 3.3.55. K&t qua xac djnh ty 1& phuc héi ddi véi clavulanic trong huyé&t thanh | 153

Bang 3.3.56. K&t qua phan tich ndng dd amoxicilin va acid clavulanic trong huyét | 153

thanh 12 ngudi tinh nguyén sau khi uéng vién Augmentin va vién nghién clru

Bang 3.3.57. Cac thong s8 dugc déng cla amoxcilin ti 12 nguoi tinh nguyén sau | 155

khi uSng vién Augmentin (Aug.) va vién nghién ctiu (NC)

Béng 3.3.58. Cac théng s dugc ddng clia acid clavulanic ti 12 ngugi tinh nguyén | 155

sau khi udng vién Augmentin (Aug.) va vién nghién ciu (NC)

Bang 3.3.59. K&t qua so sanh tudng duong theo khodng tin cay 90% d&i vai 156
| amoxicilin tif ché phdm d6i chiu (Aug.) va ch& phdm nghién ctiu (NC)

Bang 3.3.60. K&t qua so sanh tuong duong theo khoang tin cdy 90% ddi vdi acid 1157

clavulanic t0 ché phdm d8i chi€u (Aug.) va ché phdm nghién ctiu (NC)

SO £ BIEU PO VA HINH

Hinh 3.3.1. D6 thi tuong quan gitta ndng dd va dién tich dinh cla acid clavulanic 126

Hinh 3.3.2. B4 thj tuong quan gilia néng d4 va dién tich dinh clia amoxicilin 126

Hinh 3.3.3. Sd d6 diéu ché& hén hgp bao va quy trinh bao vién 132

Hinh 3.3.4. Séc ky dé dung dich chusn (a), Sic ky dé dung dich thit (b). 138

Hinh 3.3.5. D4 thi biu dién sy giam ham lugng clia acid clavulanic va amoxicilin. | 140

Hinh 3.3.6. Biéu dé d6 hoda tan acid clavuianic cia miu theo thgi gian 142

Hinh 3.3.7. Bi€u d6 biéu dién sy gidm ham iugng acid clavulanic 143

Hinh 3.3.8. Biéu dé biéu dién sy gidm ham lugng amoxicilin 147

Hinh 3.3.9. Sic ky d6 huyét thanh tring (a), sdc ky dd huyét thanh ngudi tinh 147
| nguysn & thi di€m 60 phit (b) va 240 phut (c).

Hinh 3.3.10. D6 thi néng d& mau trung binh clia amoxicilin tir 12 NTN 154

Hinh 3.3.11. D4 thi néng d6 méau trung binh cla acid clavulanic t& 12 NTN 154

3.4. Nghién cuu ing dyng k¥ thuét vi nang d€ bao ché thudc vién vitamin ¢6

sinh kha dyng va dé én djnh cao

Béng 3.4.1. Dién tich cic pic thu dwoc khi Giinh liryiing céc méu thir cla vitamin Bl 158
| Bang 3.4.2 Dién tich cic pic thu dugc khi PL cic mAu thir céia vitamin B6 158

Bing 3.4.3.Dién tich cdc pic thu duge khi DL cdc miu thi ci vitamin B12 158
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Bang 3.4.4. Khio sét do lap lai cia phuong phép DL vitamin Bl, bing HPLC 158
Bang 3.4.5. Khio sét d6 Iap lai cia phuong phip DL vitamin B6, bing HPLC 159
Bang 3.4.6. Khio sdt do 13p lai ciia phuong phdp DL vitamin B12, bing HPLC 159
Bing 3.4.7. Khio sét do lap lai cila phuong phép DL vitamin B1, bing HPLC 159
Bang 3.4.8. Khio sdt d¢ 1ap lai ciia phuong phép dinh luong vitamin B, bing HPLC 159
Bang 3.4.9. Khio sét do lap lai ciia phuong phédp dinh lugng vitarmin B12 bing HPLC 160
Bang 3.4.10. Ham lugng vitamin trong cdc miu vién 160
Bing 3.4.11. Ham luong vitamin trong cdc min vién 161
Bang 3.4.12. Ham luong con lai cia vitamin B6 trong diéu kién bao géi ch6ng &m 162
Bang 3.4.13. Ham luong cdn lai cia vitamin B12 trong diéu kién bao g6i chéng 4m 162
Bang 3.4.14.So sdnh ham Jugng vitamin B12 khi ¢6 vitamin B1.HCI va vitamin B1.NO3 trong 163
hon hop

Bang 3.4.15. Ham lvong cdn lai ciia Vitamin Bl trong diéu kién c6 tic dong clia d6 4m 163
Bang 3.4.16 . So sanh HL vitamin Bl trong cdc méu hén hop v6i méu don cht 164
Bang 3.4.17. Ham luong cdn lai cda vitamin B6 trong diéu kién c6 tic dong clia 4m 165
Bang 3.4.18 . So sanh ham lugng vitamin B6 khi c6 vitamin B1.HCI va vita min BLNO3 tong | 165
hén hop

Bang 3.4.19. Ham lugng con lai cia cdc dugc chat khi ¢6 mat ta dugc 166
Bang 3.4.20. Hiéu sut vitamin B12 dugc vi nang hod 167
Bang 3.4.21. Thanh phdn phan doan kich thudc cia céc ti€u phan Vitamin B12 168
Bang 3.4.22. Thanh phén phan doan kich thudc clia vi nang Vitamin B12 168
Bang 3.4.23. D6 hoa tan vitamin B12 tir cic mAu vi nang theo thoi gian 169
Bang 3.4.24. D6 hoa tan Vitamin B12 tir cdc mau bot vi nang. 170
Bang 3.4.25 Gi tri khoang bi€h d6i cia cdc yé&u t6 dinh lugng (Gid tri tinh cho 1 vién) 191
Bang 3.4.26. Mot s6 chi tiéu cia 16 mau vién nén (khong bao) 172
Bang 3.4.27. P hoa tan clia Vitamin B12 tir cic méu vién sau 45 phit 173
Bang 3.4.28. D6 gidm ham luvong Vitamin B12 sau thoi gian 130 hod 173
Bang 3.4.29. Cic h¢ s6 bj cia phuong trinh héi qui 174
Bang 3.4.30 Quy hoach thyc nghiém dé tim diéu kién t&i wu 175
Bing 3.4.31. D6 hoa tan Vitamin B12 tir cic miu vién sau 45 phit 175
Bang 3.4.32. P giam HL Vitamin B12 sau thdi gian ldo héa 175
Bing 3.4.33. Thanh phdn phan doan theo kich thudc va hiéu sudt tao vi nang Vitamin B12 176
Bang 3.4.34.Kich thudc ti€u phan va do hoa tan vitamin By, clia cic miu vi nang cé thanh phin | 179
14 duge khidc nhau

Bang 3.4.35. T6c do hoa tan vitamin By, tir cic mau vi nang phun déng tu 179
Bing 3.4.36 D¢ suy giam ham lugng va do hoa tan cla cdc mau vi nang Vitamin B, sau 3 thing | 182
bio quén & 45°C £ 2°C, 75% + 5% RH

Bang 3.4.37 Do suy giam ham luong va do hoa tan vitamin By, cda cdc miu vién nén sau 3 thing | 183
bido quan & 45°C + 2°C, 75% + 5% RH.

Bang 3.4.38 . Sy thay d6i ham lugng cla vitamin By, trong vién 3B & cdc diéu kién o hoé cép 184
téc theo thii gian

Bang 3.4.39. Cic s6 liéu phan tich twong quan va phuong trinh héi qui & cdc diéu kién ldo hod 185
cép t6c

HINH

Hinh 3.4.1. D6 thi t6c do hod tan ciia Vitamin B12 khi ¢é va khong c6 Tween 80. 170
Hinh 3.4.2. D6 thi t6c d6 hoé tan vitamin B, tir cdc méu vi nang I, I, 1,,, I, 180
Hinh 3.4.3. D6 thi tdc do hoa tan vitamin B, tir cdc méu vi nang Iy, Iy, I3, L4 180




3.5.Nghién ciju diéu ché nguyén liéu dugc dung va vién nén magaldrat

nhau

BANG

Bang 3.5.1. Anh hudng cla néng d6 dd NaAlO, va MgSQO, 1én khdi lugng 188
Magaldrat

Béng 3.5.2 . Anh hudng clia nhiét d dén khéi lugng Magaldrat 188
Bang 3.5.3. K&t qua phan tich thanh phéin cdng thiic clla phic hgp Magaldrat 189
Bdng 3.5.4 . K&t qua kiém nghiém nguyén liéu Magaldrat 191
Bang 3.5.5. K&t qua kiém tra 5 miu nguyén liéu Magaldrat. 192
Bang 3.5.6. TY trong thé cla nguyén li¢u Magaldrat (sdy phun sudng) 193
Bang 3.5.7. T trong do gd clla nguyén liéu Magaldrat (sdy phun suong) 193
Bang 3.5.8. D6 gidm khél lugng do sdy khé cla Magaldrat 193
Béng 3.5.9. Kha néing trung hoa acid cua Magaldrat (KNTHA) 194
Bang 3.5.10. Ty trong thd cla nguyén liéu Magaldrat (sdy th sdy) 194
Béng 3.5.11. T¥ trong bi€u kién clia nguyén liéu Magaldrat (sdy tl sdy) 194
Bang 3.5.12. DY giam kh4i lugng do say kho clia Magaldrat 195
Béng 3.5.13. Kha niing trung hod acid ca Magaldrat (KNTHA) 195
Béng 3.5.14. Thanh phan hoat chét va ta dugc ctia 6 céng thic thyc nghiém 196
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LGI MG PAU

1. Trich lugc nhitng diém chinh cha thuy&t minh d8é tai
Cac nguyén nhan lam thudc kém chat lugng hodc khéng dam bdo hiéu lyc ¢6 thé

do:

Ban chdt kém &n dinh cha dugc chat lam thuéc dé bj hu, dac biét trong diéu
kién phdi hgp vGi t4 dugc, chiu su tdc déng clia cac yél}ﬁrong sdn xuat, do
bao bi va diéu kién bdo quan khong phi hop...

Ky thuat bao ché&, bao quan khéng thich hgp chdng nhiing khéng duy tri
dugc sy én dinh clia dugc chat trong thdi gian luu hanh ma con cé thé 1am
giadm hiéu lyc, gidm sinh khd dung, khéng tuong duong sinh hoc vdi cac
ché phdm khac.

Ngoai ra, cac tiéu chi dugc qui dinh trong tiéu chuén chat lugng qud thap
hodc khong day dir lam cho chét lugng thudc chi & muc thdp hoac khéng
dG dé phan anh dugc chit lugng that sy.

Do d6, dé ddm bdo va nang cao chat lugng dugec phdm san xudt trong nudc cén

thyc hién chién luge hgp ly trong nghién cltu phat trién san phdm, Ung dung cdc giai
phap ky thuat hién dai va cac tiéu chi danh gia phl hgp.Hién nay, cac gidi phap ky

thuat va noéi dung cén thiét va c6 thé thyc hién nhu:

Nghién ciiu t8i uu hod trong thigt ké cdng thic va qui trinh san xuat.

Nghi&n ctu sy 8n dinh cha dugc phdm dam bdo duy tri chat lugng trong
sudt han ding va xac dinh tudi tho cla thudc.

Xac dinh sinh khd dung va/ hodc tuong dudng sinh hoc cla dugc pham,
dac biét trong trudng hgp s&n xuat thudc generic.

Xay dyng tiéu chudn chat lugng t8i thiu theo qui dinh clta dugc dién quéc
gia va phdn dau tuong dudng vdi cac dugc phdm c6 gia tri trén thé gidi.
Thém vao d6, cln st dung céc giai phap ky thuat phu hgp, cdc qui trinh
cdng nghé va trang thiét bi hién dai 4 dadm bdo sy én dinh trong s&n xuét,
gidm thiéu céc yéu td bat Igi c6 tac dong xdu d€n chat lugng san pham.

Céc gidi phap nay dic biét quan trong trong bao ché cac dugc phdm dé& hu héng

nhu cac dugc chat ¢cé ngudn gdc sinh hoe, cac khang sinh , céc loai vitamin...
Thyc 18 da cho thay tén tai mot s6 vén dé vé chat lugng ddi véi cac duge phdm san

xudt trong nudc lién quan dén céc khia canh nay:



® Ché phdm khang viém cé ngudén géc sinh hoc: serratio peptidase
Trong nudc da san xuit mot s§ ché phdm dang vién bao véi hoat chat khang viém
c6 ngudn gdc sinh hoc nhu alphachymotrypsin, serratio peptidase... ; tuy nhién, chat
lugng thudc khéng 8n dinh. Két qua kiém tra vién alphachymotrypsin ndm 2000 cho
thay da s& cac mau khong 8n dinh, ham lugng chi dat 42-63%; tinh hudng tuong ty
ciing xay ra v6i vién bao serratio peptidase, do ban chat protein — enzyme, nén hoat
chat nay rat dé bj hu hdng bdi nhiét do cao, d6 &m, tdc nhan acid hodc kiém manh,
vi sinh vat phan huy,.. Theo ¢éng bd cla cd quan quan Iy dugc Viét nam, tdi 65 %
ch& pham loai nay luu théng trén thi trudng ¢6 dau hiéu kém ch&t lugng do giam
ham lugng trong bao quén, nhiéu mau chi con laj tu 20 d&n dudi 90% ham lugng
theo quy dinh. Do dé trong 3 ndm 2001 - 2003 da ¢6 17 biét dugc chia enzyme nay
bi rat s8 dang ky luu hanh tai Viét nam,Bd Y t& ¢é ltic d3 khuyén nghj tam diing san
Xudt cac ché phdm nay, day la mét dién hinh vé duge chat dé bj hu hdng trén thi
trudng dugc phdm nudc ta .
N&u khdng nghién cdu tim céng thiic va qui trinh bao ché phu hgp, ddm bao én dinh
hoat chat, khéng thé san xudt va luu hanh dugc ph&m nay trong diéu kién khi hau
Viét Nam.

® Cdc ché phdm probiotic chira hén hgp vi khuan lactic tri tiéu chéy do loan

khuén dudng ruét
Mic di cé nhu ciu trong diéu tri, cac biét duge probiotic chia vi khun lactic hién
nay chua sdn xudt dugc trong nudc ngoai trlir sdn phdm nhugng quyén Biolactyl va
L-Bio dugc thyc hién ¢ cdng doan déng goi. Nhu vay, cac ché pham trj loan khuén
dudng rudt ch( yéu la biét dugc ngoai nhap. TU nam 1999, Pai hgc Y Duge TPHCM
da bt ddu nghién cdu chling Bifidobacterium bifidum va Lactobaccilus acidophilus dé
dung 1am ché& phdm trj loan khudn & rudt. Budc dau da tim moi trudng nudi cay cé ¥
nghia kinh t& & qui mé phong thi nghiém, da nghién ctiu déng khd sinh khéi dudi
dang bdt ddm béo ty 1& vi khudn séng . K&t qua nay cho thady trién vong ng dyng
cdng nghé ddng kho dé phat trién sdn phdm thuong mai chira hdn hop vi khudn noi
trén tif khdu ché tao nguyén liéu dén thanh pham trong diéu kién cia Viét Nam.
® Dang thuéc co hai thanh phdn amoxicilin va acid clavulanic
Dang thudc phdi hgp gidla amoxicilin - mdt khdng sinh nhém glactam va acid
clavuclanic - mt chat Gc ché men Alactamase c6 hé qua lam tdng hiéu lyc cla
amoxicilin va md rong phé khang khudn cta dugc phdm nay déi véi cac chiing vi
khudn dé khang do tiét men Flactamase da dugc san xuat tir 1au trén thé gidi va van



duy tri dugc uu diém nay dén ngay nay.Tuy nhién, d&c tinh dé hu hdng cGa acid
clavuclanic lam ché& ph&m khdng 8n dinh, khé ddm bdo chat lugng.

Mac di tu Jau da nhan thde duge gia tri kinh t& cao va higu qua diéu tri tot ca ché
phdm phdi hgp nay nhung cac xi nghiép dugc phdm trong nuéc van chua cé giai
phap ky thuat phl hgp dé ddm bio sy bén vitng, 8n dinh cha ch& phdm, céc dugc
pham Iuu hanh déu 14 thudc ngoai nhap; hon nlra trudc tinh hinh dé khang khang
sinh ngay cang ting, nhu cdu nghién ctu phat trién dugc phdm véi hén hgp
amoxicilin da ban tdng hgp dugc trong nudc vdéi acid clavulanic dé thay thé thudc
ngoai nhap ngay cang buc thiét.

® Dang thuéc chua vitamin hodc hén hgp céac vitamin

Vitamin 1a dugc phdm dugc sl dyng phd bién trong diéu tri va phong bénh, chiém ti
Ié va doanh s& sdn xudt kha cao . Tuy nhién céc tuong ky Iy héa va ban chat kém
bén cla cac vitamin |am thuSc dé hu hdng, gidm ham lugng, tudi tho ngén, dic biét
v@i vitamin B4,,B¢,Bs, B4, C..

Céc xi nghiép dugc phdm nudc ngoai thudng dung k¥ thuat déng kho, ky thuat vi
nang hoa va cac ky thuat bao ché hién dai khac dé ddm bao sy én dinh cla ché
pham.

Céc dugc pham chia hén hop By, Be, By, dugc san xuat kha nhiéu bdi cac xi nghiép
dugc phdm trong nudc .Két qua theo ddi ham lugng B, trong cdc sdn phdm cho
thdy ham lugng By, da s chl cdn trong khodng 41-87%, nhidu ché pham da lién tuc
bi dinh chi Iuu hanh; do dé, nhu cau nghién cliu ché phd&m 8n dinh dé dam bao chat
lugng thudc |a vdn dé c&p béch trong bdi canh nhu cdu si dung c4c dugc phdm
chia vitamin rdt cao. Hon nita, nghién clu dng dung ky thuat déng khé, vi nang hoa
trong san xudt thudc con kha méi mé véi cdng nghiép duge Viét Nam.

® Hoat chdt va ché pham Magaldrat trj viém loét da day t4 trang (DDTT)

Magaldrat 1a dang phuc ¢6 thanh phdn va céng thic 1a AlsMg1o(OH)3:(SO4). Dang
phic nay khic phuc dugc nhudc diém clia cac ché phdm antacid s& dung hdn hgp
AI(OH); va Mg(OH), , vi sy bién déi khéng thuan nghich cla hé keo lam gidm hiéu
Iuc diéu trj trong qua trinh s&n xuat bao quan cédc dugc chit nay.

Malgaldrat hién nay da dugc cdng nhan va dua vao dugc dién mot sé nudc nhu My,

An P9, Thai Lan...

Nhu cau ding thudc diéu tri viém loét DDTT trong nudc kha cao, viéc tdng hgp phic
Magaldrat chua dugc nghién cdu thuyc hién. Truéc day, cé mot sé co s8 san xuat
nhém hydroxyd, nguyén liéu chi ¢6 hoat tinh dudi dang gel. Khi sdy khé bi vén thanh
khdi rdn, khong tac dung vdi HCI nén gidm kha nang trung hda acid. Hang nam, cac



xi nghiép phai nhap nhidu thanh pham chia Magaldrat lam thudc tri viém loét DDTT.
C4c nghién ctiu so bo cho thdy cé thé diéu ch& nguyén liéu Magaldrat dugc dung va
thanh phdm tir magaldrat tuong (ing dat tiéu chud&n USP 24, c6 hiéu qua kinh t& va
chdat lugng tuong duong thudc ngoai nhap.

¢ Ché phdm phong thich kéo dai chiia diclofenac natri

Dang thuéc phéng thich kéo dai cé nhiéu uu diém nhu:

-gidm s8 IAn dung thudc tao thuan Igi cho bénh nhan, lam gidm nguy co that baj
trong trj liéu;

-tang hiéu qué tri liéu, gidm hiéu Ung phy va doc tinh do duy tnt ndng dd thudc trong
mau hang dinh..

- rAt thuan Igi trong diéu tri cdc bénh man tinh

Dang thudc phéng thich kéo dai dugc xem nhu hé thdng tri liéu mdi, 1a thanh tyu néi
bét trong bao ché cla thap nién qua, méc di khéng con mdi mé ddi véi cdng nghiép
dugc cla cdc nudc tién ti€n nhung & nudc ta chua duge nghién cliu phat trién.Két
qua nghién citu phat trién dang phéng thich kéo dai 14 déng gép cé y nghia ca vé Iy
luan 1an thyc tién cho khoa hoc va céng nghé duge & nudc ta.

2. Myc tiéu ctia dé tal

2.1. Myc liéu chung

1. Gidi quyét dugc van dé ky thuat, cong nghé dé 8n dinh, nang cao chat
lugng va tudi tho mot sd thude san xuit trong nudc dé coé hidu qua tr liéu
tugng duong cac dugc phdm ciing loai ¢ uy tin trén thi trudng thé gidi.

2. Budc dau ung dyng dugc phuong phap t8i uu hda vao thiét ké cong thiic
cac dang thudc va qui trinh sdn xuat. Panh gia tuong dudng sinh hoc mét
s8 ché pham nghién cuu.

2.2. Muc tiéu cy thé

2.2.1.Xay dyng dugc qui trinh s&n xudt nguyén lidu Magaldrat dat tidu chudn

dugc dung theo USP 24,

2.2.2.Thiét lap dugc cong thic t8i uu, qui trinh bao ché 6 dang thudc.

®Vién bao tan trong rudt Serratiopeptidase 5mg

® Thudc udng dang bdt ddong khd chita hon hgp vi khu&n lactic
Bifidobacterium bifidum va Lactobacillus acidophylus

®Vién bao phim chia Amoxicilin va potassium clavulanat

®Vién nén chia hdn hgp vitamin B (B, Bg, B1o)

®Vién nén tif nguyén liéu Magaldrat dugc dung

®Vién nang phong thich kéo dai vdi Diclofenac natri



2.2.3.Xay dung tiéu chuén chét lugng clia dugc phdm tuong duang véi cdc
ché phdm cung loai ¢6 uy tin trén thi trudng.

2.2.4.X4c dinh do 8n dinh va tudi tho cha ché phdm .

2.2.5.Xay dung dugc phuong phap va xéac dinh tuong dudng sinh hoc clia ché
phdm nghién clu véi ché phdm nudc ngoai cung loai (sinh kha dung in vitro
va in vivo)

3. Ni dung nghién ctu

3.1.Nghién cuu tao nguyén ligu, ban thanh pham

3.1.1.Nghién ctiu xay dyng qui trinh t8ng hgp Magaldrat qui mé 5 kg/mé, xac dinh

c4c théng sd t8i uu clia qui trinh.

3.1.2, Xac dinh cdu trdc, tinh chat héa ly, thanh phan nguyén 18, do tinh khiét cla

magaldrat.

3.1.3. Kiém dinh Magaldrat theo tiéu chu&n USP 24. Thiét 1ap tiéu chudn chat lugng

cho nguyén liéu.

3.1.3. Nghién clu méi trudng, cac diéu kién nudi cdy, qui trinh nudi cay vi khudn va

phudng phap déng khé san phdm thu duge & qui mé 2-5 lit.

3.1.4. Kiém dinh dinh danh, dinh lugng s& vi khuén, ty 1& vi khudn s&ng sau phyc héi.

3.1.5. Xay dyng tiéu chudn ky thuat cho ban thanh phdm sinh khéi déng kho.

3.1.5. Nghién clu vi nang hod vitamin B12 x4c dinh cdc théng s& ky thuat cla vi

nang

3.2.Nghién ctiu bao ché dugc pham

1. Nghién ciu tham do cdc giai phap 8n dinh va xay dyng céng thic cho ché pham.

2. Thiétlap qui trinh sdn xudt, sd bd xac dinh cac thdng s8 cla qui trinh,

3. Nghién ctiu t6i uu hoa cac thanh phan trong cong thiic va céc théng s8 cla qui
trinh san xuat véi sy hé trg cla phan mém tri tué nhan tao (CAD/CHEM va
Inform) va céc phucdng phap khac.

4. Nghién ciiu d6 8n dinh va x&c dinh tudi the cGia san phdm bang phuong phép gia

héa cép tdc va theo dbi ty nhién.

5. Nghién cuu tiéu chudn héa. Thiét 1ap tiéu chudn chat lugng clGa san phdm so véi

c4c tai liéu va dugec phdm d&i chiéu.

6. X4c dinh tudng duong sinh hoc cla cac ché phdm so vdi duge phdm déi chiéu.

Thii tac dung dugc ly ddi v6i cdc ch& phdm: hdn hop vi khudn, Magaldrat.



NG! DUNG CHINH

CHUGONG 1: TONG QUAN VE MOT SO KY THUAT MGI DA UNG DYNG

Trong nghién clfu, da sif dyng mot s& ky thuat méi trong bao ché& dé nang cao chat
lugng ,dd &n dinh, sinh kha dyng va tuong duong sinh hoc cla duge phdm
1.1.Phudng phédp bao quén vi khudn béng ky thuat dong khé.

1.1.1.Nguyén téc va cac y&u té anh hudng

® Qua trinh déng khd vi khuin xay ra qua hai giai doan : lam ddng ddc méi trudng
ddng khé va lam khd nuéc mdi trudng

eQua trinh 1am déng dac méi trudng déng khd bj &nh hudng bdi nhiéu y8u t8 nhu
:anh hudng cla nhiét dé thdp, &nh hudng tryc tiép clta sy dong dic, &nh hudng
khong tryc tiép clia sy dong dac

M6t s8 loai c6 thé s6ng dugc 3 nhiét A6 dong lanh, da s6 lodi khéc khdng thé tHn tai
dugc & nhiét do rat thap (gan nhiét dd cla nitg 1dng ), hdu nhu tat ca cac qua trinh
sinh ly sinh hod déu cham lai va khéng xay ra bat ¢ sy pha huy ndo. Tuy nhién viéc
lam déng dic thudng gay chét t& bao.Trén mét co quan, nhiing tinh thé nudc da sé
gay ra sy phd huy cg hoc do sy gian nd, hay sy cit dat khi nhitng mii nhon clia cac
tinh thé nudc da hinh thanh xuyén qua thanh té bao, han nida néu tinh trang déng
b&ng xay ra trong t& bao thl hAu nhu céc t& bao déu chét.

Trong tat cd céc trudng hgp ,su nguyén ven cla mang té bao la yéu td quan trong
Mdt mang t& bao nguyén ven thi can thiét dé ngan viéc tao tinh thé nudc d4 trong t&
bao hay tii ngoai té€ bao va sy bdo t6n dung dich trong va ngoai té bao Va viéc pha
huy mang t& bao ddng nghia vdi viéc té bao sé chét. P& han ché su dong dic xay ra
trong t€ bao ¢6 4 céch :

eLam siéu lanh (supercooling): La mét phuong phap lam cho mét dung dich ¢é
diém doéng ddc cao hon muc binh thudng clia né ma khéng gady ra dong ddc cho
nhiing dich sinh hoc.Phudng phap nay ¢6 thuan Igi 1a dung dich van la dang dung
dich va cho phép sy trao ddi chat dién ra tudng d&i binh thudng méc di xay ra cham
hon ,nhung cé bat Igi 1a dung dich siéu lanh thi thudng khong bén, néu mét tinh thé
xudt hién thi 1ap tic né sé& bi ddng dic va thanh dang nudc da .Diém quan trong clia
phudng phdp nay la n6 cho phép tao nén sy thuy tinh hoa ma ta xét sau.

eTao diém déng dac bat budc: Nhiéu dong vat va thyc vat im thdy & méi trudng
lanh ¢d cac phan ti c¢é thé hoa tan trong va ngoal mang t& bao clia chiing. Nhiing
dung dich nay c6 diém dong dic thdp hon théng thudng dan dén két qua la chiu
dyng dugc sy mat nudc t8t hon & diém ddng dic bat budc cao hon mot vai do C .Sy
gia t&ng I6n hon ddi véi dung dich mudi.



e Sy lam khan nudc: Néng dé cao clta mdt s6 phan ti gia ting dd nhdt va gidm dd
khuéch tan cla dung dich . Co ché lam cham nay lai lam thuén Igi cho sy khan nuédc
va thuy tinh hod . Sy doéng dic xay ra & ngoai té bao trudc tién bdi vi & A6 c6 nhiéu
cac mam tinh thé va bdi vi dung dich b&n ngoai t& bao c¢é thé tich nhiéu hon trong t€
bao. Khi diéu nay xay ra, dung dich ngoai té bao dugc tich ty mét lugng nhd nudc
chua déng dac ma cé ndng d6 thaAm thiu cao .Diéu nay lam nudc thoat khéi t& bao.
Thai gian dé nudc thoat khoi t& bao dudi diéu kién nay khoang 10 gidy nén ta can
xét 1am lanh cham hay nhanh phuy thudc vao nhiét do thay d&i .

® Su thuy tinh hod té& bao (Intracellular vitication): Trong sy Iam lanh mdi trudng
ddéng dic, muyc tiéu can dat 1a sy thuy tinh hoa té bao nhung phai tranh sy déng
béng trong t& bao va sy pha huy mang t& bao.Mdt yéu t6 quyét dinh 1a mic do lam
lanh. Khi 1am lanh s& tao ra nhitng mam tinh thé c6 dang nhu mot tinh thé nuéc da,
néu kich thudc gia ting vugt qua mic gidi han thi mam tinh thé nay sé I6n Ién rit
nhanh, qua trinh nay goi |a tac hat nhan va phat trién tinh thé .Mam tinh thé cé thé 1a
déng nhit hay hdn tap

® Sy pha huy t&€ bao xay ra suét qua trinh déng déc: co ché don gian la sy gidn nd
cla t€ bao, sy phat trién cla tinh thé nuéc d4, hay c6 mdt nguyén nhan niia la dong
dién :Mai trudng dién tr i6n thodng qua do sy phat trién cla céc tinh thé nudc da
trong moét dung dich dién gidi y&u gay ra sy khac biét dién thé€ ngang qua mang té
bao ma dé I6n di dé pha huy mang t€ bao. T& bao ciling bj hu hai khi sy mat nudc
xdy qua nhanh: nguyén nhéan la do t€ bao mat di mang ban thdm va né khéng kip
thich nghi khi sy mat nudc qua ménh liét.

Sy phéa huy t€ bao do mit nudc qua nhanh: Trong cac phan t( lipid, mét thanh phdn
chinh clla mang té bao thi cac phan tlf than nudc sé quay dau than nudc ra ngoai
.N&u mit nudc nhanh sé& Idm cho cac phan tl lipid sé& khdng cén x&p quay dudi chit
vao nhau nita, mang bj pha huy dé dang. Khi mat nudc manh hon nita c6é thé xay ra
tinh trang dao ngugc cac phan t lipid, sdu phan ti lipid chym dau vao nhau dua
phédn than nudc ra ngoai (hexagonal phases)

o Qua trinh lam khdé nuéc trong méi trudng dong kho: Sau khi méi trusng déng
khé dugc lam déng dac thi né dugc gan vao may déng kho dé lam dong khé duéi
nhiét do — 50 °C va 4p su&t gidm 0,04mBar, khi d6 nudc trong madi trudng dong kho
dang & trang thai nudc két tinh,dudi 4p suat gidm sé& chuyén ngay sang dang hagi ma
khdng qua trang thai Idng. (Trang thai thang hoa hdi nudc duédi ap sudt gidm).Qua
trinh nay ciling c¢6 nhiéu yéu 16 dnh hudng: Ap suit chan khong cGia may dong khd
tao ra trong binh déng khd la yéu t6 quan trong nhat quyét dinh tdi thdi gian déng
khé ,hiéu sudt ddng kho va ci chat lugng bot ddng khd.



Nhiét d6 am do may chan khéng tao ra cling quan trong vi né sé gili nhiét dé cho
mdi trudng déng dac khong bj chdy 1dng va nudc sé thang hoa tdi khd, ngoai ra
nhigt dd ndy con ¢o vai tro gidm thi€u s6 lugng vi khuan chét trong sudt qua trinh
dong khd .Théng thudng cac may ddng khé ¢ nhiét dd am tir - 40°C dén -50°C
e Thdi gian déng khé: Phy thudc vao ap suét chan khdng, théng thudng véi vi
khudn déng kho 40-45 gid. Ngoai ra con phuy thudc vao trang thai két tinh cla méi
trugng khi thyc hién dong dac & budc 1
1.1.2. S0 d8 qui trinh va thiét bj déng khé vi khuédn

Vi khuin sau khi nudi cdy

Ly tam

Sinh khéi vi khudn
Trén vdi ta duge
déng khé, 1am lanh
bong khé & may déng khd trong diéu kién -50°C
ap suat 0,04 mbar

Bot vi khuan

Hinh 1.1.May déng khé vi khudn Snijder
1.2.Ky thuat vi nang hoa @ng dung trong bao ¢hé vi nang
1.2.1. Khal niém va céu tric

Vi nang la cac ti€u phan nhé kich thudc ti mat dén hang tram micromet, ¢6 cau trdc
bén trong 1a nhan dugc chat rdn hodc 16ng, bén ngoai 1a vd hodc cac vat lidu bao.



1.2.2.Céc phuong phéap ché tao vi nang

Mét s6 phuong phap thudng dugc (ing dung nhu:

® Phuong phap tach pha déng tu

La qua trinh chuyén pha tif 16ng sang rdn, lam ngung tu vat liéu bao trén bé mat ti€u
phan dugdc chat hinh thanh I6p bao. Cac tac nhan |y hoa gay tach pha déng ty nhu
thay déi nhiét dd, thay ddi dung mdi, thém chit dién ly, thay ddi pH..

Cac giai doan chinh trong tach pha déng tu:

- Giai doan 1: tac mdi trudng phan tan 1dng chia céc pha khéng hén hoa trong
dé ¢6 pha dugc chédt tac nhan, pha vat liéu tao vé hoa tan trong dung méi cia
madi truong phan tan.

- Giai doan 2: dung tadc nhan gay dong tu IGp vé bao quanh nhéan

- Giai doan 3: 1an rdn v vi nang, loc Iy vi nang, rita, lam khavi nang

¢ Phuong phap phun déng ty

Ap dung trong trudng hgp nhan 14 cac ti€u phan dugc chat rdn khong tan trong vé
bao la sdp hay chat béo.

Céc budc tao vi nang: dun chay sdp hay chat béo. Phan tan dugc chét vao hén hgp
chay 16ng. Phun hén hgp vao budng khi lanh.

Nguyén liéu dung lam v vi nang khi gap lanh s& déng rdn bao dy tiu phan dugc
chat.

Vi nang diéu ché& theo phudng phap nayti 1é dugc chat khdng cao, khi bao quan gap
nhiét dé cao ¢6 thé bj chay dinh.

¢Phucong phap phun say

Ap duyng vdi dugc ch&t khong tan trong dung dich v bao. Céac giai doan tién hanh:

- Phan tan tiéu phan dugc chat vao dung dich vé bao

- Phun hén dich trong thiét bi phun say

- Khi dung méi bay hoi chat bao tao vé trén bé mat tiéu phan dugc chat

V@i cac dugc chat tan trong ddu c6 thé hoa tan trong dung méi ddu va nhi tuong
hoa trong dung dich chét bao trudc khi phun say.

Phuong phap phun sdy thudng tao [6p vb bao khong hoan thién, kém &n dinh trong
qua trinh bao quan,

® Phuong phap bao

Ap dung véi duge chdt ran, cac tiéu phan dugc bao vdi ki thuat bao mang méng
trong ndi bao hodc trong thiét bj tdng s6i. V4 bao dugc bao 1ap lai nhiéu [an nén kha
hoan thién.



Hinh 1.2.1:S0 dé thiét bi ché tao vi nang o quy mé binh déng tu 10 lit

1 -N6i cich thuy 4 - Noi xit ¥ miu
2 - Binh chita méi trudng tao vi nang 5 - M6 to canh khudy
3 - Nhiét k& 6 - Ong sinh han
nowat
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Hinh 1.2.2: So dé thiét bi phun déng tu diéu ché vi nang
Ghi chi : 1. Stng phun
2. Van dp luc
3. Van dinh dang tia chit long
4. Van diéu chinh tdc do phun
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1.3. Bao ch& vi hat bing thiét bj ting s6i

1.3.1. Tao vi hat bdng thiét bj ting séi

¢ Phuong phap tao hat tryc tiép.,

Nguyén tic: hdn hgp duge chat va t4 dugc dugc cho vao budng tao hat clia may tao
hat tdng s6i, t4 dugc dinh dugc phun vao dé lam dm khé&i bét, cac tidu phan duge
chét va ta dugc dén sé két dinh vao nhau thanh nhing khéi két ty vd dinh hinh. Qua
trinh tao khéi két ty 1a mot qua trinh dong trong doé cac khoi két ty I6n lién tuc dugc
phéa v& va cac tiéu phan nhd lién két lai vdi nhau dé thanh hat, qua trinh lam tron
hat xay ra khi cac khdi két ty di chuyén theo chuyén déng xoén thirng trong hé théng
dudi tac dong clGa 3 lyc: hic ly tam cla dia quay, Iyc diy lén cla ludng khi nén va
trong lyc. Chuyén déng xodn thiing Iam cho cac ti€u phan dugc chat va ta dugc lién
két chit ché vdi nhau d€ tao vi hat ¢6 cau tric rén chic va bé mit nhdn.

v N R > o ©

Hinh 1.3.2. Buéng tao hat clla méy tao Hinh 1.3.3. M4y tao hat tdng séi cé dia quay
hat tAng s6i ¢6 dia quay. {Rotary fluidized bed granulator; Glatt Model

GPCG-1, Giatt GmbH Technology, Btic)
Phuong phap tao hat tryc ti€p cho phép sdn xuat vi hat cé tl trong cao, bé mat rén
chéc va khéng phai ding nguyén liéu ban dau 12 hat trg.
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Gidi han: Phan bé kich thudc hat thudng rong nén khé dp dung dé diéu ché cac vi
hat kich thuéc I16n; thudng phai dung nhiéu t& dugc ddn va ta dugc 1am tron hat nén
khéng thich hgp vG6i ché phdm cé ham lugng cao.

¢ Phuong phép bbi.

Pé diéu ché vi hat theo phuong phép bdi cdn ¢6 mdt nhan tro, nguyén téc thuc hién
tuong ty nhu cdc phuong phap bao thdng thuding, dugc chat dugc hod tan (bdi béng
dung dich thudc) hoc phan tan trong dich bao (bdi bang hén dich thudc) ho&c bang
cdch phun ta dugc dinh va bdi bdt luan phién.

Thiét bi dung trong phudng phap bdi cé thé 1 ndi bao dudng kinh dién hoic cac hé
th&ng bao tdng sbi. Céc thiét bi tao hat tang sdi hién nay dugc thiét k& vdi nhiéu
chic nadng: trdn s bd, tao hat uét iam tron hat, sdy vi hat va bao vi hat cho phép
thyc hién nhiéu cong doan khép kin dé didu ché vi hat véi mdt may duy nhat.
Phuong phap diéu ché vi hat bAng may tao hat tdng sdi c6 céc uu diém:

Vi hat cé tf trong cao, cdu tric rin chéc thich hgp dé diéu ché dang vi hat phong
thich kéo dai v&i cau tric khung matrix.

Chdt lugng cla vi hat dugc diéu ché bing phuong phap tao hat tang sbi phy thudc
chll y&u vao ti 1é t4 dugc don, ti 1& ta dugc dinh (lién quan dén lugng chat idng &
gian doan tao khdi 4m) t8¢ dé phun ta dugce dinh. 3 giai doan lam trén hat, téc do
dia quay phdi dugc diéu chinh sao cho cac khdi hat phai ¢6 dang hinh cau trudc khi
bi khé nhung khéng dugc quay qua nhanh sé lam cho cac hat bj mai moén va vé.

Céc hé thdng bao tdng sbi rat hiéu qua trong dé diéu ché vi hat bing phuong phép
bdi. C& 3 ki€u bao phun ti trén xuéng, phun tif dudi l&n hoc phun tiép tuyén déu ¢é
thé diéu ché dydc vi hat ¢6 chét lugng cao. Hé théng tdng séi con trang bi thém hé
th&ng tiép bdt dé dung trong phuong phap phun dich-béi bot luan phién.

Hinh 1.3.4. Mt cdt vi hat dugc didu ché Hinh 1.3.5. May tao hat tdng séi cé dia quay
béng phuang phap béi dugc chat 1&n nhan | duge gin thém hé théng cung cdp bét diing cho
trg véi thigt bi tdng séi phuong phap phun dich — béi b6t luan phién.
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1.3.2. Bao vi hat bang thiét bi tdng s6i

Hé thdng tang sb6i da dugc sit dung dé sdy va tao hat trong céng nghiép dugc pham,
sau nay dugc cdi tién thanh hé thdng bao bing cach thigt k& thém dau phun dich
bao. Tuy theo vi tri ddu phun dich bao, cac hé théng tAng s6i gém 3 loai: ki€u phun
tlf trén xudng, ki€u phun tir dudi 1&n va kiéu phun tip tuyén.

e Kiéu phun tf trén xuéng: thi€t k& cin ban cla hé théng nay tuong ty nhu may tao
hat tdng sdi nén hé théng c6 thé dugce ding véi 2 chldc ndng diéu ché vi hat va bao

vién nén hoac vi hat.

Hinh 1.3.6. Nguyén Iy hoat ddng clia may Hinh 1.3.7. May bao tdng s6i ki€u phun
bao tdng s&i ki€u phun tif trén xubing. trén xudng.

Hinh 1.3.8. Nguyén ly hoat ddng clia may Hinhk 1.3.9.. Budng bao clia may bao tang sbi
bao tdng sdi kiéu phun ti&p tuyén. kidu phun ti€p tuyén.
®Kiéu phun tiép tuyén: Thiét ké dac biét cla hé théng nay 14 khdng cé dia phan
phdi khi, thay vao dé 1a mét dia quay trdn, khi nén dugc cung cdp cho bubng bao
qua mét khe hep gidia dia quay va thanh thigt bj. Cac vién s& chuyén déng trong
budng bao theo kiéu xodn thiing, do sy chuyén déng rdt nhanh nay, nén cac vién
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cén co dd bén cd hoc 6t dé chiu dyng sy va cham manh gila céc vién.

o Ki§u phun tif duéi 16n: con dugc goi la hé théng bao Wurster. Trong hé thdng nay,
cac 16 trén dia phan phdi khi ¢6 2 kich thudc khac nhau: dudng kinh I6n & trung tam
va dudng kinh nhd hon & ving ngoai. Ludng khi nén & ving trung tam rat manh ddy
vién lén cao va ludng khi nén y&u bén ngoai giGip sly vién trong chu trinh bao. Bén
trong budng bao dugc thiét k€ mét cdt nhd (duge goi 1a budng trong), kich thude
tuong Ung véi vung ¢6 16 phan phdi khi I6n. Cac vién sé di |én trong long ¢dt, ngang
qua ving phun dich va rgi xuéng d vlung ngoai ¢dt. Pau phun dich bao dugc thiét ké
g gilta dia phan phdi khi va phun tir dudi 1&n, Thiét ké nay bdo ddm cho tit ca cac

Hinh 1.3.10. Nguyén ly hoat dong cla Hinh 1.3.11. Buéng bao clia hé théng
may bao tang sdi kigu phun tif dudi ién bao tng s6i kiéu phun tir dugi lén

Céc hé thdng tang sbi ¢6 uu diém la kha nang say rat cao, rit thich hgp cho moi loai
dung méi khac nhau. Cac hé thdng tang sbi ¢ thé dugc diung dé diéu ché vi hat
bang phuong phap tao hat tryc tiép, phuong phap bao bdi lén nhan tro va ding dé
bao vi hat. Hiéu sult bao rit cao, néu diéu chinh cac théng s tét, hau nhu khdng
x4y ra tinh trang hao hyt chét bao.

1.4. Thiét ké & t8i uu héa cong thiic va qui trinh bao ch& bang phin mém théng
minh

1.4.1. Y nghia t8i uu héa

T8i uu héa mdt céng thic 1a sy xac dinh gi4 tri t8i uu cla néng dd cla cac nguyén
figu trong cong thidc cling nhu diéu kién pha ché& ddi véi cdng thic dy sao cho san
phdm cé thé:

- Hoan thién hon vé tigu chudn chit lugng.

- Hiéu qua hon vé tinh sinh kha dung, tuong dudng sinh hoc.

- Pat yéu cau vé gia thanh.
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1.4.2. M6 hinh thyc nghiém

Thiét k& cong thic trong bao ché thudng ap dung 2 loai md hinh:

- Mb hinh hén hgp (mixture design) hay mé hinh céng thdc (formulation design):
thiét k& thanh phan cha cdc nguyén liéu. Pay la loai md hinh ¢é tinh rang budec.

- M&d hinh y&u t8 (factorial design) hay mé hinh quy trinh (process design): thiét ké
cac phudng phap va diéu kién tién hanh. Day 1a loai mé hinh khéng ¢é tinh rang
budc.

1.4.2.1. M hinh céng thic

Coéng thic bao ché c6 thé dugc xem nhu mot “hdn hgp” ¢6 n thanh phan véi ty I& x,,

X2, V& Xy VO X3 + X2 + .. + Xo =1 (hay 100%) va 0 < x; < 1. Khéng gian yéu t0 (factor

space) dugc thiét k& nhu khoang khdng gian bén trong cla moét hinh ¢6 n dinh va (n-

1) chiéu dé biéu thj moi kha nang phdi hop; thi dy hén hgp 2 thanh phéan la dudng

thang, hén hgp 3 thanh phan 1a hinh tam gidc, h8n hgp 4 thanh phéan 1a td dién..

Viéc thiét k& vi tinh ¢6 nhiéu uu diém la tién Igi, nhanh chéng va cho cac diém di

liéu phan b3 déu khip trong khéng gian yéu t6.

Hinh 1.4.1. Minh hoa cdc mé hinh céng thic ddc biét

1.4.2.2. M0 hinh quy trinh

Mat md hinh véi f yéu 18 dugc khdo sat, mbi yéu t& ¢ | mudce, ddi hdi s6 thi nghiém la

I'. Thi dy: md hinh 2 y&u t6 2 mdc: n = 22 = 4; m6 hinh 3 yEu t6 2 mic: n = 2% = 8, md

hinh 4 y&u 16 2 muc: n = 2* = 16,.. Mé hinh y&u t6 ddy d0 c6 uu diém 12 cho phép

ngudi nghién ctu khao sat dnh hudng cha cac yéu td cling nhu tuong tdc cha ching.

Tuy nhién mé hinh yéu t& day dl can cé s8 thi nghiém rdt I6n khi s6 yéu t& tang lén.

M6 hinh phan doan cho phép gidm bét rat nhidu s6 thi nghiém ma van khdo sat

dugc mdt s8 sy anh hudng cla cac y&u t8. M6 hinh y&u t8 phan doan dugc phan

biét bdi cach gidi (resolution (Res)):

- Res 3: khdo sat anh hudng clia cac yéu t8 cé tinh dé&n nhiing tuong tac 2 yéu t§

- Res 4: khao sat anh hudng clia cac yéu t8 cé tinh dén nhiing tudng tac 3 yéu té
va nhiing tuong tdc 2 yéu 3.

- Res 5: khao sat &nh hudng clia cac yéu 18 cé tinh dén nhiing tudng tac 4 yéu 8,
nhitng tuong tac 3 y&u t8 va nhiing tuong tac 2 yéu t6.
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Phén mé&m DOE cé thé thiét k& cdc mé hinh quy trinh a). mé hinh hgp tam (central
composite design), b). mé hinh Box-Behnken (Box-Behnken design), ¢). md hinh don
hinh {simplex design), d). mé hinh ddng cin (equiradial design) va e). md hinh ngiu
nhién (random design).

HHA®

(d) (e)
Hinh 1.4.2. Minh hoa cac md hinh quy trinh déc biét
1.4.3. Phdn mém théng minh (INForm)
La phdn mém théng minh ¢6 sy k&t hgp ba céng cy gdm: mang than kinh, logic mé
va thuat toan di truyén dé thiét lap mé hinh nhan qua va t8i uu hoa.

- Mang than kinh: thiét [ap mé hinh nhan qua va dy dodn.

- Thuat toan di truyén: tdi uu hod dua trén md hinh nhan qua da dugc thiét lap bdi
mang than kinh.

- Logic mg: ting hiéu qua cla mang than kinh va taoc ham muc tiéu thuan tién cho
viéc t8i uu hoa,

—» | DAu vao (di liéu thyc nghiém)

/l—b *.
! Y
VYoV CE N
I E )
I‘ - '
¥
i o '
A R
-
-
' & ¢ Hiéu qua hon
R A
+ + % ,”’f’ ‘\\
\;"u“ \‘
MO hinh lién quan nhé&n qua i Logic md ;
I / Thudn tién hon
SSwIITTT I
Chua ’,” Caooe” "\\\
T&i uu hda « Thuat todn di truyén

* Dat T meeeoe”

D4u ra (cdng thic tdi uu)

Hinh 1.4.3. Sy két hgp mang thadn kinh vdi logic mo va thudt todn di truyén
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1.4.3.1. Mang théan kinh

Mang than kinh nhan tao la sy mé phéng ciu tric clla mang than kinh sinh hoc,
dugc tao thanh bdi sy lién k&t gilia rat nhiéu don vj than kinh (perceptron). Nhiing
don vij than Kinh cé nhiém vu thu thap céc tin higu, xdc dinh trong s8, téng cong va
chuyén cdc tin hiéu sang don vi than kinh khéc. Khéng gidng nhu mang thdn kinh
sinh hoc, & day cac tin hiéu thudc dang vector va ma tran dai sd.

M&i mang than kinh nhan tao dugc cdu tao bdi hang trdm ngan don vj dugc lién két
va sdp xép thanh nhiéu I6p. Cé nhiéu cdu tric mang than kinh da dugc dé nghi,
trong d6 cau tric mang than kinh nhiéu I&p (multilayer perceptron networks) 1a thong
dung nhat. C4u tric mang than kinh nhiéu Idp ¢6 mot I8p vao, mot hay nhidu 16p &n
va mot I6p ra. Thdng thudng, cdu tric mang véi mot I6p 4n duge ding trong viéc
thiét lAp md hinh va t8i uu héa coéng thic. Cdu truc mang nhiéu 16p &n ciing dugc
ding cho mé hinh phi tuyén song n6 doi hdi nhiéu thdi gian cho may tinh xu ly.

Sqi nhanh Bauvao

Thén t8 bao W,

Sgitryc

Khép néi Péura

(a) (b)
Hinh 1.4.4. minh hoa don vj than kinh: sinh hoc (a) va nhan tao (b)
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Pau vao

L&p vao: I(i)
LSp 4n: H()

Trong s6

Lép ra: Ok)

Pau ra
Hinh 1.4.5. C4u tric mang thén kinh vdi mét I6p &n: I(i)-H(j)-o(k)

D4u vao va dau ra cia mét don vi than kinh trong mét Idp, thi dy Idp J, dugc trinh bay
ian lugt nhu sau:

wj: trong s6 cla don vi j ddi véi don vi |
o; = f(x;): ham truyén
Ham truyén phi tuyén cb hai dang: sigmoid (thudng gap) va tanh (hyperbolic tanger):

y
' ",
1 o~ - -X T

f(x;) = ' 1-e " L
1+e™ -~ Hxj) =—— — >
+e 0 T oqpe™ 0 X

A .
-1
(a) (b)

Hinh 1.4.6. Ham truyén: sigmoid (a) va tanh (hyperbolic tangent) (b)
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1.4.3.2.Thuét todn di truyén

La y tudng dap dung cac nguyén tic cla su tién hod trong ty nhién vao hé thdng tri
tué nhan tao. Sy ti€n hod 1a mét qua trinh khdng dugc didu khién, cac sinh vat tot
hon sé thich nghi nhiéu hon véi mdi trudng, sinh vat séng sét sé sinh sén,..D6 1a qua
trinh chon loc va tién hoa ty nhién.

Thuat toan di truyén can dugc két hgp vdi mang than kinh vi nd ddi hdi sy phan hoi
céc gia trj thich hgp mot cach nhanh chéng.

1.4.3.3. Logic mo

Trong logic ¢ dién (crisp logic), ham thanh vién chi c6 mdt trong hai gid tri la 1 hay
0: thi dy : cao/ thdp, dung/ sai, néng/ lanh,.. Diu nay khéng phan anh diy di thé
gisi khach quan, vi giita cao va thdp con cé via, vi gida ding va sai cdn c6 gan
dlng, vi gita ndng va lanh con cé am....

Trong logic m& (fuzzy logic), ham thanh vién co thé cho céc gia tri & gilta 0 va 1. Do
dé, logic m& c6 tinh hién thuc hon logic ¢ dién. Thi du: véi logic c8 dién, nhiét do
thodi mai Ia 20 °C; trong thyc t&, nhigét dd 19 °C hay 21 °C chua chic 1a khdng thodi
mai.

(@)

Hinh 1.4.7. Minh hoa logic ¢8 dién (a) va logic mé (b)
1.4.4. Luyén mang than kinh
Qua trinh luyén mang (hoc) dugce lap lai theo vong lap hay chu ky (interation cyccle/
epoch) cho dén khi nao s8 1an 1ap lai dat dén s vong iap t6i da dd dugc an djnh hay
14 t8ng sai s6 nhd hon mot gidi han ch&p nhan duge:
Gia tri cap nhat cla trong s6 wj tai 1dn luyén thi n c6 thé cho bdi bidu thic:

E= %ZZ(VK -9
p k
OB

ji

Aw;(n)=¢ +0Aw; (n—1)

g: tdc dod luyén
. momentum
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Trén day la bidu thic t8ng quat vé thuat todn lan truyén ngugc (backpropagation

algorithm) clia cac sai s8. N6 ¢c6 ¥ nghia quan trong trong viéc luyén ¢é quan sat dai

vdi mang than kinh nhiéu I6p.

1.4.5. Tol uu héa théng minh

Con ngusi tich 1uy kinh nghiém hay ki€n thic trong cudc séng hdng ngay cua ho

béing caAch thyc hién nhiéu hoat déng nhu nhéan dang, nhan thic, gidi quy&t va hoc

tap tiu méi trudng xung quanh. Khi gap cac tinh huéng mdi, con ngudi c6 kha nang

dap ng nhd vao kinh nghiém hay kién thic da thu thap va tich luy dugc tir cac di

liéu hay thdng tin. Kién thic dugec xem nhu hinh thiac théng tin két hgp véi sy gidi

quyét vdn dé qua rat kinh nghiém (heuristics) va quy luat.

Théng qua may tinh, con ngudi cé thé bat chude cac hoat ddng, kha nang thdng

minh cla bd ndo, do |a tri tué nhan tao (artificial intelligence).

Tri tué nhéan tao dya trén nhiéu nganh khoa hoc (ngdn ngit hoc, tam ly hoc, ki thuat

hoc, tri€t hoc, sinh hoc, tin hoc,.) va dugc ap dyng rdng rai trong nhiéu ianh vyc

(may hoc, ty dong hoa, thi€t lap mo hinh va t8i uu hod, x{ ly 4nh va nh&n dang,..).

Trong lanh vyc tdi uu hod cdng thic, tri tué nhan tao ngay cang ap dung rong vi tdc

dd xi Iy cha may tinh ludn tang 1&n va chi phi ludn gidm xudng.

Mot s8 cdng cy tri tué nhan tao thudng dugc ding trong {anh vyc t8i uu hda céng

thiic gédm cé: mang than kinh (neural networks): thiét lap mé hinh va dy doan; logic

md& (fuzzy logic): két hgp vdi mang than kinh (neuro-fuzzy technigue); thuat toan di

truyén (genetic algorithms): 18i uu hoa.

Phd&n mém thdng minh (inteiligent software) 14 hé thdng két hgp ba cdng cu cla trl

tué nhan tao: mang than kinh, logic md va thuat toan di truyén. CAD/ Chem va

INForm 1a hai phdn mém théng minh ndi ti€ng trong lanh vuc t8i uu hoa cong thic.

Phan mém thdng minh c¢6 nhidu Igi diém sau:

- Khéng gidi han vé s bién x4, Xp,..X,: dap Ung yéu cau thi€t k& vdi nhidu bién vé
cdng thic va diéu kién pha ché.

- C6 thé t6i uu hoa déng théi nhidu bién y,, Y.,..y«. phi hdp v6i thyc t& mdi san
pham thudng cé rat nhiéu tinh chat.

- Khéng phy thugc méd hinh toan hoc ma dya vao kha nidng luyén mang vdi sy lya
chon nhiéu théng s phi hop.

- Dy doén chinh xdc qua (Y) tir nhan (X) biét trudc dya trén md hinh nhan quéa da
dugc thiét 1ap.

- Phu hgp nhiéu loai di kién phc tap, phi tuyén, dinh tinh hay thigu tri s6.

- Ap dung dé dang nhd cac ham t8i uu tryc quan: Tent, Up, Down, Flat-Tent
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CHUONG 2: NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Cac nguyén, vat lidu, thiét bi
2.1.1.Nghién cfu bao ché vién bao tan trong rudt serratiopeptidase

Casein Merck (Puc) Thudc thr Folin Merck (Puc)
Tyrosin chu&n | Phan vién kiém nghiém | Eudragit L.100 Tiéu chudn USP 24
Avicel Tiéu chudn USP PVP-K30 Tiéu chudn USP 24
Serratiopeptidase | Yuhan chemical

IND.CO.Ltd Korea

2.1.2. Nghién cGu bao ché bét déng khé cla vi khuan lactic 1am men tiéu hoa
Chiing vi khuan s dung tao ché pham probiotic
Chiing vi khudn B. bifidum va L. acidophifius dugc phan lap ti hén hgp céc vi khuin
trong duge phdm, dugc tinh khiét héa va dinh danh trudc khi thi nghiém.
Chung vl khudn sii dung trong nghién citu di chuyén gen :Lactobacillus plantarum
CCUG 9288, Staphylococcus aureus ATCCE538P, E. Coli, Salmonella paratyphi, E.
coli K12F ~ , Candida albicans ATCC2091,Pseudomonas aeruginosa
Ching vi khuan thi nghiém khéng sinh d6 :ching Streptococcus faecalis,
Streptococcus lactis thudn khiét va Eschesichia coli ATCC 25922 chuén dugc dung
dé lam déi ching.
Cac loai mdl truéng st dung: moi trudng phan [ap, nudi cdy; méi trudng ddng khd
vi khudn; méi trudng dé kiém nghiém bdt déng khd; moi trudng thdh nghiém khang
sinh d6; mai trudng trong th nghiém tiép hgp; mai trudng va hoa chdt s dung trong
dinh danh vi khu&n
Céc loai dia khang sinh
Mau sl dung kiém nghiém ddi chiing

e Nguyén lidu Lactobacillus acidophilus - 16: 307107 - Han Qudc.

o Nguyén liéu Lactobacillus acidophilus - 16: 310503- Khoa Dugc.

o Thanh phdm Abio - 16: 2704001 - Deahan New pharm - Han quéc.

o Thanh phdm Antibio-l6: M002, Hanwha pharma - Han quéc.

e Thanh phdm Biolactyl - 16: 010103/1 - Imexpharm.
Thiét bi dic biét: May dong khd vi khuén higu Snjder
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2.1.3.Nghién ciiu bao ché vién bao chiia amoxicilin va acid clavulanic

Chét chuén, nguyén ligu

Amoxicilin trihydrat chudn Slovenia, Lot No: X01524908C

Lithitium clavulanate chudn déi chiéu Slovenia, Lot No:Lek-61/01

Thudc d8i chi€u: Vién Augmentin 625 mg  GlaxoSmithkline

Amoxicilin trihydrate Tay Ban Nha

Kali clavulanate:avicel (1:1) Slovenia

2.1.4. Nghién ciiu iing dyng k¥ thuét vi nang dé bao ché thudc vién vitamin c6
sinh kha dyng va d6 én djnh cao

Nguyén liéu

Cyanocobalamin Phap,BP 98 Thyamin hydroclori Nhat, USP 23
Thyamin mononitrat  Nhat, USP 23 Pyridoxin hydroclorid Nhat, USP 23
Acid folic Thuy S¥,USP 23 S&t (1l) sulfat Buc, USP 23
Castor Wax An PO, USP 23

Thiét bl chuyén diing

-Thiét bj ché tao vi nang theo phuong phdp tdch pha déng tuy

-Hé théng phun dong tu

2.1.5. Nghién ctiu diéu ch& nguyén liéu dugc dyng va vién nén magaldrat

Hod chatta dugc: mudi nhdom ,mudi magnesi, nhdm kim loai. Acid hydrocloric
(HC1), Acid citric. Natri hydroxyd (NaOH), dung dich NH,OH. Ethanol tuyét ddi. Cac
ho& chét trén déu thudc loai tinh khiét.

Magaidrat: t6ng hop (dat tiéu chudn USP 24), Avicel 101 (tiéu chudn BP 98), Era-
Gel, Era-Tab ( tiéu chudn BP 98) , Talc, Magnesi stearat: ( tiéu chudn DBTQ 97)

Céc thanh pham dugc dung lam thudc déi chiéu

Maalox plus (M¥, Lot No 01346); Maalox (Phap, Lot No 010498); Maloxal 2 (Viét
Nam, Lo s6 050299); Stomafar (Pharmedic); Alumina Il (Nadyphar, Lot 120301);
Mylanta |l (Uc, Lot No 6631); Kremil-S (Philippines, Lot 8804991), Marax (Puc)

2.1.6.Nghién ctiu bao ché vién nang PTKD véi hoat chat diclofenac natri

-Diclofenac natri ~ Tiéu chu&n USP  -Avicel Tiéu chudn USP
-Eudragit® RS 100 Tiéu chudn USP -Eudragit® RL 100 Tiéu chudn USP
-PEG 6000 Thuy ST -Hydroxypropyl methyl celiulose Tiéu chudn USP

-Ché&t d3i chiéu: Diclofenac natri Vién Kiém Nghiém
-Thudc ddi chigu: Vién nén Voltaren® SR 100 mg Novartis
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Thiét bl dac biét

-M4y tao hat tdng s6i cé dia quay Glatt Model GPCG-1, Buc

-May bao tdng s6i kiéu Wlrster  Glatt Model GPCG-1, Buc

-Kinh hién vi dién t&f cat 16p JEO® Model JSM-5410 LV Scanning microscope, Nhat
2.2, Phudng phép nghién ciiu (chi ti€t & phan bdo cdo cla tilng dé tai nhanh))
Chung tbi da thyc hién cac phuong phap nghién cdu chung nhu sau:

Nghién cliu nguyén liéu, ban thanh phdm

® Téng hop nguyén liéu Magaldrat: trugc hét ching toi dya vao cdc phan ung thuy
phéan, trao d§i dé téng hgp nguyén liéu, song song khao sat cdc yéu t8 anh hudng
va xay dyng quy trinh diéu ché nguyén liéu dat tiéu chuén dugc dung.

® X4c dinh cdu tric va chdt lugng clia nguyén lidu Magaldrat. cdc phuong phap phan
tich hod Iy nhu: Ph& nhiéu xa tia X, phan tich nhiét vi sai (DTG), dinh phan thé tich,
sdc ky trao ddi ion, phd hdp thu nguyén t& da dudc van dung. Cac két qua cha chat
khdo sat dugc so sanh vai chdt ddi chidu tuong duong. D& danh gia chat lugng cua
Magaldrat, cac tiéu chuan kiém nghiém dugc st dung va xay dung dya theo céc
Dugc dién hién hanh .

o Nudi cdy va thu sinh kh6i vi khudn: tham do tim méi trudng, xac dinh cac yéu té
tAc dong thuan Igi cho sy sinh trudng, thyc hién ky thuat déong khd, xac dinh cac
didu kién déng khd t8i uu d& bao quan vi khuén

Nghién ciu bao ché thanh pham

® Biao ché vién nén, vién bao, vién nang:Thyc hién thiAm do ¢dng thdc va qui trinh,
&p dung phuong phap thiét ké va tdi uu hoa phll hgp, xac dinh céc tinh chit ki thuat
ctia ban thanh phd&m, chon cdéng thdc va qui trinh t8i vu, thyc nghiém bao ché dé
xdc dinh sy 8n dinh cda qui trinh, kién nghiém chat lugng cia ché pham theo tiéu
chudn cta dugc didn hodc tidu chudn xay dung.

® C4c phuong phdp phén tich, kiém nghiém: ding céc phuong phéap va thiét bj hién
dai nhu HPLC, quang phé.. dugc qui dinh trong dugc dién va cac tai liéu chuyén
mén hién tai. Cac phuong phéap dugc thdm dinh theo qui dinh chung.

® Th tdc dung duge ly cda ché phdm. Cac phuong phap xac dinh doc tinh cdp va
ban cdp, phugng phap x4c dinh kha nang trung hoa acid, kha nang tic ché hoat dd
pepsin va kha nang bdo vé vét loét trén chudt. Tat ca cac thi nghiém trén déu dugc
thi vdi thudc nghién ciiu va so sanh véi thudc ddi chidu.

® Xdc dinh tuong duong sinh hoc: so sanh tuong duong invitro b&ng thlt nghiém dé
hod tan va tuong duong sinh hoc invivo bdng so sanh sinh kha dung cla thudc
nghién citu véi thudc ddi chiéu theo hudng dan chung clia FDA My
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® X4c dinh d6 6n dinh va tudi tho cla nguyén liéu va ché phdm: bang phuong phép
Jao hod cép toc va theo ddi § diéu kién binh thudng theo qui dinh hién hanh,

XU Iy s6 ligu

Cac sb ligu la gid tri trung binh cla cac méu, cac s6 liéu duge x Iy va danh gia
béng phudng phap xi ly thdng ké thich hop nhu ANOVA, Two one-sided t test....
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cHUONG 3. NOI DUNG NGHIEN CcUU, KET QUA VA BAN LUAN

3.1.Nghién cu bao ché vién bao tan trong ruét serratiopeptidase 5mg
3.1.1. Két qua khdo sat phudng phap dinh lugng SER
Nguyén tac chung clla phudng phap dinh lugng SER la x4c dinh hoat dé phan gii
casein clla SER trén co sd dinh lugng tyrosin dugc tao thanh bang phan lng mau
v@i thude thii Folin do & budc séng 660nm.
Mét don vi SER dugce dinh nghia la lugng SER tudng ung cé kha nang giai phéng
dugc 1ug tyrosin trong mét phut td 5mi dung dich casein.

® Xay dyng dudng cong chuin dd tyrosin
Thiét lap dudng biéu dién sy lién quan gita dd hdp thu va ndng dd tyrosin clia dung
dich sau khi tao mau vdi thudc th Folin & budc séng 660nm (Tyrosin RS clla Phan
vién kiém nghiém )

D6 hép thu cla gial mau tyrosin RS tuong @ng véi ndng dd

81 82 83 84 SS SS
C (ng) 0] 20,0251 40,0501 60,0752 80,1003 100,1253
A 0,0146 0,1588 0,3070 0,4388 0,5923 0,7305
0.8 y = 0.0072x + 0.0157
a R? = 0.9998
=
=
B
e
=
=]
[=]
0 50 100 150

NONG DO TYROSIN

Phuong trinh héi quy cé dang Y= 0,0072X + 0,0157 (1)

R? = 0,9998
Nbhéan xét:
-Phuong trinh (1) ¢6 tinh tuong thich vi F = 17219,85 > Fygs = 7,7087 va cac hé s by
= 0,0157 va b = 0,0072 ¢6 y nghia vit, = 4,7463 va t = 131,2244 déu I6n han tyes =
2,7765
-V6i R? = 0,9998 cho thdy do hap thu tuyén tinh t6t véi néng dd tyrosin,
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o Khéo sat Anh hudng clia casein 1én dd hap thu clia dung djch tyrosin.
Do db hap thu cda 2 dung dich tyrosin RS ¢6 cung néng dd 1a 19,9755 ug/1ml trong
2 trudng hgp ¢6 casein va khéng cé casein
Qui udc: D6 hap thu clia dung dich c6 casein 14 A,
D6 hap thu clia dung dich khang ¢6 casein A
Bang 3.1.1. Pd hdp thu cla dung dich Tyrosin

1 2 3 4 5 8

A 0,3005 0,2978  0,2938  0,2961 0,3013 0,2979
Az 0,2868 0,2894 0,2855 02912  0,2912 0,2888
X{t ly cdc két qua bang trac nghiém so sanh hai phudng sai va so sdnh hai gia tri
trung binh.

Nhén xét:

- Phuong sai trong hai trudng hgp trén |14 khac nhau khdng cé ¥y nghia vi F = 1,4338
< Fops = 6,3882. Piéu dé chung t& dd phan tdn cla chudi di liéu dugc quan sat
trong cd hai trudng hgp 1a nhu nhau hay néi cach khac la ca hai trudng hgp déu cho
dé chinh xac nhu nhau.

- Tuy nhién véi t = 5,0309 > t; 05 = 2,3060 trong trdc nghiém t phuong sai bing nhau
cho thay gia tri do hdp thu trung binh cla hai dung dich A; v& A, cé cung ndng do
tyrosin RS ta khac nhau ¢6 y nghia.

- Véi qui trinh dinh lugng nay, tir dd hap thu do dugc At cla dung dich tyrosin thii do
SER phén gidi casein; dya vao dudng biéu dién mai lién hé gilra d& hdp thu cla
dung dich va néng dd tyrosin ta s& xdc dinh dugc lugng tyrosin sinh ra 14 Cr va xéc
dinh dugc sd don vi hoat dd clia ché ph&m theo cdng thic:

XUD=C, x 1 X —l-x d6 pha lodng x M
2 20 m

M : khéi lugng trung binh vién

m: kh&i lugng bt vién can dinh lugng
Két qua thuc nghiém trén cho thay, gi tri Ar thu dugc 1a cao hon so v6i dd hdp thu
clia dung dich tyrosin chudn c6 cing néng dé c6 nghia la gia tri Cr suy ra tif dudng
chudn s& cao hon lugng tyrosin thuc dugc tao thanh do SER phan giai casein. Nhu
vay két qua dinh lugng sé cao hon két qua thuc cé.
®So sanh mau thi va miu chuin
® So sanh két qua dinh lugng SER theo qui trinh A va B
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Bang 3.1.2. K&t qué dinh lugng nguyén liéu SER (S8 16 2022- NSX: 12/03/02 - Noi
san xut: Korea )

Qui trinh A Qui trinh B
1. 1833,15 1973,12
2. 1870,35 2013,16
3. 1814,39 1952,93
4, 1776,19 1911,81
5. 1798,68 1936,02
6. 1818,87 195775
GTTB 1818,60 1957,47
8? 1620,61 1182,41
RSD(%) 1,76 1,76
Bang 3.1.3. K&t qua dinh lugng ché& phdm N,(S& 16: 010103- HD: 01/05 )
Qui trinh A Quitrinh B
1. 102,61 110,41
2. 103,66 111,54
3. 104,70 112,67
4, 102,91 110,74
5. 102,06 109,83
6. 104,98 112,97
GTTB 103,48 111,36
Sh 1,3805 1,6987
RSD(%) 1,14 1,14
Bang 3.1.4. K&t qua dinh lugng ch& phdm B,(S4 16:1300603 - HD: 06/05 )
Qui trinh A Qui trinh B
1. 89,54 96,26
2. 88,46 95,11
3. 88,43 95,08
4, 89,67 96,41
5. 87,99 94,59
8. 88,93 95,61
GTTB 88,84 95,51
g? 0,4444 0,5137
RSD(%) 0,75 0,75
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So sénh céc phudng sai, so sanh cac gié trj trung binh.

Nhan xét

- Trén ciing mét mau thi, du 14 ché phdm hay nguyén liéu néu ti€n hanh dinh lugng
theo hai qui trinh khac nhau A, B thi cho hai két qua hoan toan khac nhau (t > ty s ).
Phuong sai cla hai qui trinh 1a khac nhau khong cé ¥ nghia (F < F (4s) hay néi cach
khdc dd chinh xac clia hai qui trinh 1a nhu nhau.

Do dé ching ta can phdi xem xét lai trong hai qui trinh trén, qui trinh nao la t8i uu
hon?

e Xay dyng mau gia dinh ¢é ham lugng SER biét trudc

Cong thuc 1: Serratiopeptidase 22.000 UI
Ta dugce vd 1 vién

Cong thdc 2: Serratiopeptidase 24.000 UI
Ta dugc vd 1 vién

Cong thic 3: Serratiopeptidase 26.000 Ul
T4 dugce vd 1 vién

3 day, mau tir nguyén lidu do cong ty Biotech - Div - Paracific — Korea san xuat,viéc
dinh lugng chiing t8i chi ti€n hanh trén vién nhan khéng bao dé loai bd céac yéu t§
trong qua trinh bao anh hudng dén ham lugng vi SER |a enzym rdt dé bi hdng bdi
cac yéu td d6 .

Bang 3.1.5. K&t qua dinh lugng cla ché phdm san xut theo céng thuc 1

Qui trinh A Qui trinh B

1. 20.554,70 21.909,72

2. 20.89,46 21.946,78

3. 20.617,34 21.976,50

4, 20.469,02 21.818,40

5. 20.170,42 21.500,10

6. 20.557,98 21.813,22

GTTB 20.493,16 21.844,12
S 0,6872 0,7808
% 50 VGi LT 93,15% 99,29%
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Bang 3.1.6. K&t qua dinh lugng clia ché pham sdn xudt theo ¢cong thic 2

Qui trinh A Qui trinh B
1. 22.170,92 23.610,16
2. 22.112,20 23.550,84
3. 22.209,44 23.722,46
4, 22.276,38 23.651,18
5. 22.461,56 23.919,66
6. 22.104,46 23.539,38
GTTB 22.223,00 23.665,62
s? 0,4416 0,5008
% so vai LT 92,60% 98,61%
Bang 3.1.7. Két qua dinh lugng cha ché pham san xuét theo cong thic 3
Qui trinh A Qui trinh B
1. 24.636,06 25.732,72
2. 14.844 50 25.950,44
3. 24.694,00 25.793,24
4. 24,947 82 26.058,36
5. 24.792,92 25.896,56
6. 24.618,40 25.714,28
GTTB 24.755,62 25.857,60
§? 0,4158 0,4538
% so v6i LT 895.21% 99,45%

Nhan xét

- K&t qua dinh lugng theo qui trinh B cho két qud cao hon khi dinh lugng theo qui
trinh A va két qud nay gan sat vdi gia trj Iy thuyé&t hon.

- Sy chénh léch két qua dinh lugng gilia hai qui trinh tif 5% - 7%, that sy cling khong
phai 1a qua I6n ddi véi SER 1a ché phdm enzym sinh hoc, tuy nhién ching téi cho
réng viéc ti€n hanh mau thlr v miu chuédn trong didu kién hoan toan gidng nhau
nhu qui trinh B 1a hgp ly han bdi vi loai bd dugc sy khac biét vé mdi trudng gilta mau
thr vd mau chuén.

- Chung 10i chon qui trinh B 1am qui trinh chudn dé€ kho sat ham lugng cac ché
phdm SER hién dang fuu hanh trén thj trudng .

Khao s4t cac yéu t6 khac anh hudng trong dinh higng

¢ Hal khdi lugng bdt thuée khac nhau

- Lugng bdt thudc tuang duong véi 50mg SER ky higu 1a Ms,
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- Lugng bot thudc tuang dudng véi 10 mg SER ky hiéu la My
Béing 3.1.8. K&t qua dinh lugng vdi nguyén liéu (L6 2022)

Msq Mio
1 1972,44 1965,50
2 2001,15 1896,00
3 1963,14 1823,07
4 1928,35 1936,14
5 1938,90 2002,80
6 1953,95 1885,52
B 1959,66 1918,17
§? 668,2343 4065,33
RSD (%) 1,32 3,32
Bang 3.1.9. K&t qua dinh lugng vdi ché pham Ny (L6 010103 - HD:01.05)
Mso Mo
1 111,49 113,23
2 111,49 112,45
3 110,60 110,83
4 111,97 108,86
5 110,01 108,97
6 111,80 112,91
B 111,27 111,21
s? 0,5817 3,8458
RSD (%) 0,68 1,76
Bang 3.1.10. K&t qua dinh lugng véi ché phdm B, (1.6 1300603 -HD:06.05)
MSO M10
1 95,20 98,12
2 95,13 93,93
3 95,18 94,40
4 97,28 94,28
5 96,06 93,83
6 95,08 97,94
B 95,66 95,42
s? 0,7651 4,1422
RSD (%) 0,91 2,13

So sanh phuong sai, so sanh cac gia tri trung binh
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Nhan xét
- Gid tri trung binh clia nguyén liéu hay mau thif trong ca hai trudng hgp ti€n hanh
véi khdi lugng bot thubce tuong dudng 50 mg va 10 mg khac nhau khéng cé ¥ nghia
théng ké (t < toos ).
- Phuong sai trong cé ba trudng hgp mau thit khi ti€n hanh dinh lugng véi lugng bot
thudc tuong duong 10 mg SER (1 vién) déu I6n hon phuong sai khi ti€n hanh vgi
lugng bét thudc tuong duong 50 mg SER nén cé thé ndi la k&t qud dinh lugng khi
ti&n hanh vdi lugng bt thudc tugng dudng 10 mg kém chinh x4c hon la tién hanh véi
khdi lugng bdt thudc tudng ducng 1a 50 mg rdi pha lodng di 5 lan,
- Vay ta nén chon khéi lugng bat thudc tuang duong 50 mg SER dé cé dd chinh xac
cao hon vi théng thudng khi ti€n hanh dinh lugng ta chi ti€n hanh 1 - 2 14n.,
¢Dung dich Na.CO,; 6% va 10%

Bang 3.1.11. K&t qua dinh lugng véi nguyén liéu (L6 2022)

Na.CO; 10% Na;COs; 6%
1 1985,79 1992 59
2 1975,74 1884,91
3 1956,17 1932,55
4 1932,14 1907,43
5 1975,21 2001,44
6 2000,75 1905,79
T8 1970,97 1920,79
§? 574,8028 4227,3230
RSD (%) 1,21 3,38
Bang 3.1.12.K&t qua dinh lugng véi ché phdm N, (L6 010103 - HD:01.05)
Na,CO; 10% Na,CO; 6%
1 110,00 110,87
2 111,70 112,69
3 111,56 108,66
4 112,12 109,40
5 110,28 113,86
6 111,08 111,46
TB 111,13 111,46
s® 0,7002 3,8292
RSD (%) 0,75 1,76
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Bang 3.1.13.K&t qua dinh Iugng v6i ché phim B, (L6 1300603-HD:06.05)

Na,CO; 10% Na;CO; 6%

1 95,55 97,58

2 95,00 94,17

3 95,04 94,66

4 95,71 94,41

5 96,03 95,14

6 95,91 97,45

B 95,54 95,97

§? 0,1903 2,3803
RSD (%) 0,45 1,61

So sénh phuong sai, so sanh gia trj trung binh

Nhan xét
- Gia tri trung binh trong hai trudng hgp dung Na,CO; 6% va Na;CO; 10% khéc nhau
khéng cé y nghia (t < to05 )
- Phuang sai trong hai trudng hgp lai khac nhau ¢é y nghia (F > Fpos)
Do dé ching tdi dung dung dich Na,CQOz 10% trong giai doan tao mau vdi thudc thl
Folin,
¢ Thudc thil Folin véi dd pha loang 1/2 va 1/3
Bang 3.1.14. K&t qua dinh lugng véi nguyén liéu (L6 2022)

Folin 1/2 Folin 1/3

1 1968,55 1804,75

2 1989,22 1980,56

3 1946,28 1942,08

4 1965,32 1861,79

5 1973,09 2003,52

6 1981,39 1910,14

B 1970,64 1933,81
§? 218,6090 2741,2120

RSD (%) 0,75 2,71
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Bang 38.1.15. K&t qua dinh lugng véi ché phdm N, (L6 010103-HD: 01.05)

Folin 1/2 Folin 1/3
1 110,20 110,33
2 110,45 113,28
3 112,93 108,44
4 111,01 108,56
5 110,43 111,33
6 111,22 113,17
B 111,21 110,85
§? 0,8324 4,5617
RSD (%) 0,82 1,93
Bang 3.1.16. K&t qua dinh lugngvdi ché phdm B,(Ld 300603-HD:06.05)
Folin 1/2 Folin 1/3
1 94,38 93,47
2 96,33 94,56
3 95,27 97,78
4 94,53 96,40
5 95,39 96,76
6 95,87 96,68
B 95,29 96,26
s? 0,5682 3,8998
RSD (%) 0,79 2,05
So sanh phuong sai, so sanh cac gia trj trung binh

Nhan xét
Gia tri ham lugng trung binh clia ché phdm va nguyén liéu SER khi dinh lugng véi
thudc thir Folin 1/2 v& Folin 1/3 1a khac nhau khdng ¢é ¥ nghia (t< toos ) nhung
phudng sai trong trudng hgp ding thuéc thir Folin 1/2 nhé hon, do dé ta van chon
thu@c thir Folin 1/2 nhu qui trinh B.
Tém lai: Qui trinh B {a qui trinh ¢é nhiéu uu diém hon so vdi nhitng qui trinh khéc.
Ti€n hanh mau thd va mau chudn trong diéu kién hoan toan giéng nhau nén loai bd
dugc sy khdc biét gilta hai mdi trudng va céc yéu td khéc.
Tham dinh qui trinh B dinh Iugng SER
eTinh tuyén tinh

Tién hanh trén tyrosin RS clia Phan Vién Kiém Nghiém
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S8 16: QT 088010902 ¢6 ham lugng 99,134%, H,O = 0,055%
Bang 3.1.17. Bo hdp thu cla giai mau tyrosin RS tuong (ing v&i ndng do

1 2 3 4 5 6
C(ug) 0 13,3500 | 26,7001 | 40,0501 53,4002 | 66,7502
A 0,0353 0,1352 0,2298 | 10,3375 0,4358 0,5302
06 y = 0.0075x + 0.0351
' } R? = 0.9997
2 04
= Y%
5 |
<
I !
8 024
0 - T N T T o
0 20 40 60 80
NONG DO TYROSIN
Phuadng trinh hdi quy ¢6 dang Y = 0,0075X + 0,0351 (2)

R? = 0,9997
- Phudng trinh (2) ¢6 tinh tugng thich vi F = 14,7443 > Fg o5 = 7,7087 va cé hé
s8 bg = 0,0351 va b = 0,0075 ¢cé y nghia vit; = 14,1456 va t= 121, 4261 déu Ién hon
to,0s = 2,7765.
e Ti&én hanh véi nguyén liéu SER
Bang 3.1.18. Bo hap thu cla giai madu SER tuong Ung véi ndng do

1 2 | 3 4 5 | 6
C (UI) 0 0,6603 1,3207 1,0810 26414 3,3017
A 0,0343 0,1286 0,2425 0,3492 0,4365 0,5634

06 - y =0.159x + 0.0299

R?=0.9983
2 04
= 0.4
o
3
o 0.2
o
0 —- SR -
0 1 2 3 4
NONG DO SERRA
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- Phuong trinh hdi quy cé dang Y = 0,519X + 0,0299 (3)

R? = 0,9983
- Phudng trinh (3) cé tinh tuong thich vi F = 2297,34 > Fgos = 7,7087 va cdc hé sé
bo=0,0299 va b= 0,159 c6 y nghia vi ty = 4,50 va t = 47,93 déu 16n hon ty0s = 2,7785.
- VG6i R? = 0,9983 cho thdy sy lién quan gilia hoat hyc clia SER théng qua dé hap thu
cla tyrosin tac thanh la tuyén tinh mdc du R® = 0,9983 cho dé tin cay chua cao.SER
14 ch€ phdm enzym nén R?2 nay van chdp nhan dugc.
¢ 6 chinh xac: G day chung t6i xét dé chinh xac trung gian

Bang 3.1.19. K&t qué& dinh lugng clia nguyén liéu (L6 2022)

Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
1 1982,70 1936,58 1870,32
2 1988,21 1951,35 1976,19
3 1972,60 1969,72 1947,75
4 1970,82 1965,14 2003,14
5 1958,47 199767 1935,70
6 2006,52 1912,64 1925,57
GTTB 1979,89 1955,52 1963,11
g2 276,1049 857,1459 705,0238
Béng 3.1.20. K&t qua dinh lugng cla ché phdm Ny (Ld 010103 -HD:01.05)
Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
1 111,95 109,57 111,42
2 112,19 114,56 112,04
3 110,63 112,34 111,64
4 110,27 110,04 109,79
5 109,96 112,90 111,21
6 112,40 110,30 110,58
GTTB 111,23 111,62 111,11
s? 1,1416 3,8564 0,6589
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Bang 3.1.21. K&t qua dinh lugng clia ché phdm B, (L6 1300603 -HD:06.05)

Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
1 96,35 96,44 95,53
2 96,26 95,51 96,24
3 93,86 97,23 95,69
4 94,72 93,74 95,32
5 95,27 95,90 96,51
6 95,61 95,91 94,58
GTTB 95,35 95,79 95,84
g? 0,9043 1,3594 0,4702
Tém tét két qua théng ké
Mau Nguyén ligu  Ché& phdm N, Ché& phdm B,
X 1966,172 111,32 95,59
Sr 24,7540 11,3732 0,9546
RSD (%) 1,26 1,23 1,00

Nhan xét:Hé s6 phan tan trong c4 ba mau déu cé gia tri < 2% chiing té phudng phép

¢6 d6 chinh xac cao.
¢ D) ding

Ti€n hanh trén ché phdm N, va sl dung nguyén liéu dugc sdn xuat bdi cong ty
Biotech -Div paracific - Korea da dugc Phan vién kiém nghiém Tp.Hé Chi Minh kiém

dinh nhu chat chudn thém vao.

- 83 don vi hoat d6 clia ch& phdm N;: 22.278,50 Ul/10mg (1 vién)
- 86 don vi hoat d6 cla nguyén liéu:1965,30 Ul/img (ké&t quéd kiém nghiém
cla phan vién Kiém Nghiém TP.HCM)
Bang 3.1.22. B ding cla qui trinh

N  Tile % so vdily thuyét  Gid tri ly thuyé&t(Ul) Gia tri quan sat(ul)
1 78,6120 80,0591

2 80% 78,7692 78,9818

3 78,4548 78,2719

4 98,650 99,8477

5 100% 98,4615 100,7798

6 98,0685 97,8758

7 117,9180 117,3829

8 120% 118,1538 120,4196

9 117,6822 119,3154

36



Do éch thyc nghiém B = 1,14%, TT1& phuc héi F = 100,94%

Hé sé tuong quan R = 99,80%
Nhan xét: D dung cla qui trinh dugc phan anh qua db léch thyc nghiém B, ti &
phuc héi F va hé s8 tuong quan R. Cédc gia tri B va F trén 14 chap nhan dugc d6i vdi
mdt qui trinh dinh lugng, con R thong thudng phai > 99,90%. Tuy nhién day la qui
trinh dinh lugng d&i v6i mot ché phdm sinh hec nén chdng tai nghi rdng gid tri hé sé
tuong quan R = 99,80% van chdp nhan dugc.
3.1.2.Khao sat ham lugng cac ch& pham SER trén thj trudng
Bang 3.1.23. Mt s6 ché phdm SER dugc Idy mau dinh lugng

TT Tén ché pham S6 dang ky S6 16 Handung  NSX
1 Danizane VNA-4468-01 00203 04.05 VN
2 Doren VNA-4589-01 1300603 06.05 VN
3 Garzen VN-3366-02 204 21.08.05 Korea
4 Nuse VN-4574-00 0301 03.06 Korea
5 Pamatase VN-4446-00 L 2004 05.05 Korea
6 Petizen VN-5107-01 305004 05.06 Korea
7 Popzen VN-5618-01 06 02.05 Korea
8 Sarariben F VN-5614-01 2001 14.11.05 Korea
9 S - dase VN-4449-00 30527 28.04.06 Korea
10  Selthion VN-3025-98 E 168201 03.04.05 Korea
11  Septirose VN-4596-00 216901 10.05 Korea
12  Serazen VNB-1183-02 202 20.06.05 Korea
13 Serratiopeptidase VN-3697-99 010103 01.05 VN
14  Serratiopeptidase VN-6405-02 11005 10.03 Korea
15 Serrazyme VN-5860-01 2011 06.05 Korea
16 Silinazen VN-5635-01 133033 05.01.06 Korea
17  Unitase 4902 09.06.05 Korea

- Cac ché pham trén déu dugc bao ché dudi dang vién bao tan & rudt va ¢cé ham
lugng 10mg tuong duong vaéi 20000 UI.
- Céc ché phdm trén s& dugc ma hoa va dinh lugng
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Bang 3.1.24. K&t qua dinh lugng ch& ph&m SER d4 ma hoa

STT S8 ma hod Ham iugng Két luan
1 A 90,20% Pat
2 B 95,69% Pat
3 C 101,19% Pat
4 D 75,25% Khoéng dat
5 E 34,43% Khdng dat
6 F 107,56% Pat
7 G 15,60% Khéng dat
8 H 92,84% Dat
9 I 60,31% Khéng dat
10 K 45,43% Khoéng dat
11 L 18,80% Khdng dat
12 M 80,78% Khdng dat
13 N 111,82% Bat
14 0 55,96% Khdéng dat
15 P 52,23% Khéng dat
16 Q 82,04% Khdéng dat
17 R 54,93% Khéng dat
Nhén xét

- Két qué cho thdy s8 ché phdm chda SER trén thj truding khéng dat tidu chudn vé
ham lugng kha cao (11/17 ché phdm chiém 64,71% ).

- VGi nhiing ché& phdm dat chi tiéu ham lugng & trén, ching tdi chon ra mot s8 ché
pham tién hanh dinh iugng mot s6 16 va chon 3 18 dat tisu chudn ham lugng rdi méi
danh gid d& hoa tan.
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Bang 3.1.25. Két qua dinh lugng mot s6 16 clia cac ché phdm da chon

S8 10 Han dang Ham lugng Ham lugng TB
1300603 06/05 95,69
B 4370803 08/05 109,49 107,33
4410803 08/05 116,80
201 03/05 90,80
C 204 06/05 91,49 94,49
206 10/05 101,19
303002 04/03/06 - 98,26
F 305004 01/05/06 107,56 107,09
307007 24/07/06 115,45
010103 01/05 111,82
N 010803 08/05 92,23 109,84
011003 10/05 125,46
Ss 93,46
S Ss 90,42 100,65
Se 118,08

Nhan xét: Trén cung mot ché phdm cha cling mot nha san xuat, ham lugng hoat
chét gilia céc 16 14 khac nhau ching t6 doé déng déu ham lugng clia ch& phdm SER

14 chi tidu can quan tam

mB
@ac
BF
EN
s

Biéu d6 3.1.1. Ham lugng clia mdt s8 ché phdm cha SER
3.1.3. Két qua khdo sat diéu kién thii nghiém d6 hoa tan clia vién SER
e Piéu kién dé dinh lugng SER & méi trudng pH 6,8

Qui udc: Mbi trudng dém borat 9,0 la méi trudng 1

Méi trudng dém pH 9,0 do sy chuyén tif méi trudng dém pH 6,8 va borat pH 10,10 la

moi trudng 2.
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Bang 3.1.26. K&t qua dinh lugng nguyén liéu SER (L6 2022)

Mai trudng 1(Ul) Mai trudgng 2(U1)
1 1991,48 1984,00
2 1953,07 1985,15
3 1948,06 1966,89
4 19377 2009,71
5 1904,20 19563,77
6 1964,14 1945,50
TB 1949,63 1974,13
g? 833,6525 557,1477
RSD (%) 1,48 1,20
Bang 3.1.27. K&t qué dinh lugng ché& phdm N, (L6 010103 -HD:01.05)
Méi trudng 1(%) Mbi trudng 2(%)
1 111,63 110,34
2 112,10 110,25
3 111,12 111,41
4 110,43 111,37
5 110,53 111,43
6 110,49 111,83
B 111,05 111,10
52 0,4839 0,4218
RSD (%) 0,62 0,58
Bang 3.1.28. K&t qua dinh lugng ché phdm F, (L& 305004 -HD: 05.06)
Méi trudng 1 Médi trudng 2
1 107,10 107,69
2 105,96 106,87
3 107,67 106,85
4 107,49 107,15
5 106,00 108,77
6 108,41 107,85
B 107,10 107,563
§? 0,9396 0,5415
RSD (%) 0,90 0,68

Nhén xét: K&t qua thyc nghiém cho thdy phudng sai va gia tri trung binh cla nguyén
liéu SER va ché phdm SER khi dinh fugng trong hai méi trudng 1 va madi trudng 2
khac nhau khéng c6 ¥ nghia. Diéu d6 ¢ nghia |2 khi hoat chat SER dugc gidi phdng



tit ch& phdm ra moi trudng hoa tan (mdi trudng dém phosphat 6,8 ) thi ta c¢6 thé dinh
lugng dugc hoat lic cla ché phdm.

P bén viing ciia SER trong méi trudng phosphat 6,8

Bang 3.1.29. K&t qua dinh lugng nguyén liéu (L& 2022)

15 phut 30 phut 45 phut 60 phut 75 phut

1 1977,42 1956,28 1953,37 1967,22 1960,65
2 1975,96 19563,37 1962,84 1958,47 1954,83
3 1960,66 1967,95 1971,59 1950,45 1982,562
4 1965,03 1965,03 1948,99 1960,66 1961,39
5 1953,37 1945,35 1965,03 1965,03 1964,30
6 1962,84 1944,62 1947,54 1954,83 1959,93
B 1965,88 1955,44 1958,23 1959,44 1963,94
g2 85,7259 94,4384 93,8540 39,2416 92,3842

Bang 3.1.30. K&t qua dinh lugng ché phdm N, (L6 010103, HD: 01.05)

15 pht 30 phut 45 phut 60 phut 90 phut

1 110,61 110,21 110,98 111,27 110,58
2 110,29 110,83 110,47 110,14 111,63
3 111,52 111,67 112,83 110,87 109,78
4 110,90 110,94 111,65 111,15 111,12
5 111,67 112,06 112,32 111,26 111,41
6 111,16 110,36 110,72 112,47 111,01
B 111,02 111,01 111,50 111,19 110,92
s? 0,2341 0,280 0,7348 0,5686 0,3696

Béng 3.1.31. K&t qua dinh lugng ché ph&m F, (L6 305004, HD: 05.06 )

15 phat 30 phat 45 phut 60 phat 90 phit

1 107,92 107,22 106,19 108,03 106,71
2 106,67 107,52 108,18 107,15 107,74
3 107,59 107,74 106,34 106,41 107,00
4 108,55 107,81 107,63 107,04 106,23
5 108,36 108,69 107,33 107,07 108,25
6 107,99 106,69 107,52 107,74 106,19
TB 107,85 107,64 107,20 107,24 107,02
s? 0,4459 0,3793 0,6019 0,3263 0,6873

Phén tich phuong sai
Nhén xét: K&t qua dinh lugng SER tai cac thdi diém khac nhau 15 phdat, 30 phit, 45
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pht, 60 phit va 75 phut trong méi trudng dém phosphat 6,8 la khac nhau khong co
y nghia (F < Fy . 00s ). Nhu vay SER bén trong mdi truéing dém phosphat 6,8 & 37°C
+ 0,5°C, cling ¢6 nghia la SER sau khi gidi phdng tit vién ra moi trudng hoa tan chua
bi phan hiy do dé két qua dijnh lugng SER sau 45 phat hay 60 phut la phan anh
dung dé gidi phong hoat chat ca ché phdm.

e Khao sat toéc 46 quay cha thiét bj
Tdc dd quay 50 vong/phat

Bang 3.1.32. Ham lugng (%) hoat chat gidi phdng clia ché phdm F (1.6 305004, HD:

05.06 )
Mau Lan1 Ldn 2 Ldn 3 B §? RSD(%)
F, 7851 76,59 76,46 77,19 1,3176 1,49
45 F, 79,45 7824 77,76 7849  0.7584 1,11
phit  F, 77,88 78,09 78,93 78,63  0,3087 0,71
B o 77,99 0,4920 0,90
F, 79,40 79,41 78,77 7919 3,1344 0,46
60 F. 8067 8055 7956 70,26  0,3711 0,76
phit F, 80,03 81,22 81,08 80,78 04230 081
TB 80,08 0,3095 0,69

Téc dd quay 120 vong/phut

Bang 3.1.33. Ham lugng (%) hoat chét gidi phdng clia ché phdm F (Lé 305004, HD:

05.06 )
Mau  Léni1 Lan2 Lan 3 TB 82 RSD(%)
Fi 87,19 86,77 85,08 86,35 0,1274 1,29
45 F» 87,61 86,15 86,33 86,70 0,6337 0,92
phut Fi 84,35 85,00 86,84 85,40 1,6680 1,51
TB 86.26 1,1831 1,26
F, 80,19 90,20 90,45 90,28 0,0217 0,16
60 Fs 89,44 90,07 88,76 89,42 0,4202 0,73
phat Fi 90,27 893,13 89,54 89,65 0,3334 0,64
B 89,78 0,2615 0,57
Nhan xét

- & cac diéu kién khao sat, & hai t6c do khac nhau, lugng hoat chat gidi phong ra
mdi trudng hod tan sau 60 phit déu trén 70% ham lugng ghi trén nhén, dat tiéu
chuén Dugc dién Viét Nam lil.
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- G t8c a6 50 vong/phit, sau 45 phit & cac gid quay ciia thigt bj cdn dinh mét it bt
thuSc va néu danh gid theo USP thi lugng hoat chat gidi phong ra moi trudng hoa
tan < 80%. O t&c d6 120 vong/phit, cac vién déu tan hét.

- Qua tham khdo céc tai liéu danh gia dd hoa tan cla ch& pham vién bao tan & ruét,
ching t6i chon tdc dd 120 vong/phat va xét & hai thdi di8m 45 phat va 60 phat

3.1.4. Khdo s4t do hoa tan clia mot s6 ché pham SER 10mg

Bang 3.1.34.Ham lugng (%) hoat chat giai phéng cha ch& pham B

Mau Lan 1 Lan2 Lan 3 B s* RSD(%)
B4 87,19 88,93 87,54 87,89 0,8470 1,05
45 B, 97,15 96,86 98,01 97,34 0,3577 0,61
phut Ba 105,85 106,45 105,39 105,90 0,2825 0,50
B 97,04 0,4957 0,83
B, 87,77 90,27 88,32 88,79 1,7258 1,48
60 B, 98,03 98,49 99,57 98,70 0,6249 0,80
phut Bs 106,20 107,99 107,35 107,18 0,8227 0,85
B 98,22 1,0578 1,05

Nhéan xét

- Tat ca cac vién con nguyén hinh dang trong sudt hai gid & méi trudng acid va tan
nhanh khi chuyén sang moi trudng dém phosphat.

- Ham lugng hoat chét gidi phéng cla cdc vién déu dat tidéu chudn Dugc dién Viét
Nam il va USP XXIII

- D9 léch chudn tuong d&i déu < 2%.

-So sanh phuang sai giita cdc 16 cha ché phdm B & 45 phit,so s&nh gia tri trung binh
gilia cac 16 clia ché phdm B & 45 phat

Nhén xét: Sau 45 phit ham lugng hoat chat gidi phéng tir céc 16 khac nhau clia ché
ph&m B 14 khac nhau ¢é y nghia (t > to0s ) trong khi d6 céc phudng sai lai khac nhau
khdng ¢6 y nghia (F < Fogs ).

-So sanh phuong sai gilta cdc 16 cha ché pham B & 60 phut,so sanh céac gid tri trung
binh giita cdc 16 cha ché phdm B & 60 phut

Nhan xét

- Sau 60 phut, kha nang gidi phong hoat chat tif ch& phdm gilra cac 16 1& khac nhau
c6 y nghia théng ké (1 > 505 }. Diéu nay c6 thé do sy thay déi ham lugng gilia cac 16
ch& phdm khac nhau nhung ciing c6 thé do thay ddi thanh phan t4 dugc, t7 16 ta
dugc hay ky thuat bao ché .
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Béng 3.1.35. Ham lugng hoat chéat gidi phong clia ché phdm C

Mau Lant Ldn 2 Lén 3 B s2 RSD(%)

C, 33,77 31,40 19,66 31,61 4,2561 6,53
45 C. 45,14 43,87 44,46 44,49 0,4039 1,43
phat ¢, 56,27 55,79 51,71 55,92 0,0917 0,54

B 44,01 1,5839 2,86

C, 34,09 31,43 29,44 31,66 5,4430 7,37
60 C. 46,78 44,46 46,64 45,96 1,6924 2,83
phat ¢, 1,90 61,21 60,14 61,08 0,7864 1,45

T8 46,23 2,6406 3,52
Nhan xét

- Cac vién nguyén ven trong méi truding acid nhung chua tan hét trong mai trudng
dém 6,8.

- Hoat chat gidi phéng ti cac vién déu khéng dat tiéu chudn Dugc dién Viét nam 1l
va USPXXIII.

- B% léch chudn tuong d6i cla chudi két qua kha cao > 2%

So sénh phuong sai gilia cac 16 clia ché phdm C & 45 phut,so sanh gia tri trung binh
gilra cac 16 cla ché phdm C & 45 phat

Nh&n xét: Sau 45 phut ham lugng hoat chét gidi phong tir c4c 16 clia ché phdm C 1a
khac nhau ¢6 y nghia (t > to05 ). Tuy nhién phudng sai cda 16 C; va C; ciing nhu C,
va C; khac nhau khéng cé ¥ nghia (F< Fggs ), cdn phuong sai clla C, va C; khac
nhau c6 y nghia (F > Fos ).

So sénh phuong sai gilta cac 16 cia ché phdm C & 60 phut,so sanh gid tri trung binh
cla céc 16 cila ché phdm C & 60 phat

Nhén xét: Sau 60 phut, d gidi phdng hoat chét clia ché phdm khac nhau ¢6 ¥ nghia
th8ng ké gilia cac 16(t > tyes ) nhung phuong sai clia cac 16 khac nhau khéng cé y
nghia (F < Fygs).



Bang 3.1.36. Ham lugng (%) hoat chit gidi phéng clia ché phdm F

Mau Lan1 Lan 2 L4n 3 B s2 RSD(%)
F, 87,19 86,77 85,08 86,35 0,1274 1,29
45 Fa 87,61 86,15 86,33 86,70 0,6337 0,92
phat  Fs 84,35 85,00 86,84 85,40 1,6680 1,51
TB 86.26 1,1831 1,26
F 90,19 90,20 90,45 90,28 0,0217 0,16
60 F, 89,44 90,07 88,76 89,42 0,4292 0,73
phat  F, 90,27 89,13 89,54 89,65 0,3334 0,64
B 89,78 0,2615 0,57

Nhén xét: Cac vién nguyén ven trong mdi trudng acid va tan nhanh trong méi
trudng dém phosphat.

-T&t ca c4c vién déu dat tieu chudn Dugc di€n Viét Nam 11l va USP XXIlI

- D6 léch chudn tudng di < 2%.

So sanh phuong sai gidia cac 16 cla ché phdm F & 45 phat, so sanh gia trj trung binh
gilta cac 16 clia ché phdm F & 45 phut.

Nhéan xét: ham lugng hoat chat gidi phéng gilia cac 16 clia ché phdm F sau 45 phat
la khac nhau khéng cé y nghia (t < tg s ).

So sdnh phudng sai giita cac 16 clta ché phdm F & 60 phdt, so sanh gid tri trung binh
gilta cac 16 clla ch& pham F & 60 phut.

Nhén xét: D6 gidi phéng hoat chdt clia ché pham F gilra cac 16 13 khac nhau khéng
c¢6 y nghia sau 60 phuat (t < ty05).

Bang 3.1.37. Ham lugng (%) hoat chat gidi phong cla ché phdm N

Mau Lan1 Lén 2 Lan 3 B 82 RSD(%)
N, 77,01 77,27 74,96 76,41 1,6010 1,66
45 Ny 74,61 73,91 76,28 74,93 1,4826 1,62
phat N, 74,41 74,81 72,64 73,95 1,3336 1,56
B 75,10 1,4724 1,61
N4 82,42 80,81 80,10 81,11 1,4131 1,47
60 Nz 79,05 77,31 79,96 78,77 1,8130 1,71
phat  Nj 75,57 76,08 73,57 75,07 1,7600 1,77
B 78,32 1,6620 1,65

Nh&n xét

- M&c du cac vién c6 hinh dang nguyén ven sau hai gid trong mdi trudng acid nhung
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I6p bao mau tan rdt nhanh trong méi trudng nay, khi chuyén sang méi trudng dém
phosphat, céc vién tan rat nhanh nhung néu danh gid theo USP 23 thi lugng hoat
chét giai phéng khéng dat tiéu chuén.

- N&u d4nh gi4 theo tiéu chudn clia Dugc dién Viét Nam (It thi ¢4 ba 16 déu dat tiéu
chuén.

- C6 18 do acid thdm vao I6p b&o vé cla vién nén mdt phén hoat chit da bj phan
hay.

So sénh phuong sai giita cac 16 clia ché phdm N & 45 phut, so sanh gia trj trung binh
gilta cac 16 cGia ché pham N & 45 phut.

Nhan xét: Sau 45 phat ham lugng hoat chat gidi phéng ti cac 16 cla ché phdm N la
khac nhau khéng cé y nghia (t < toes) dat tiéu chudn Dugc dién Viét Nam {1l nhung
khong dat tiéu chudn USP XXl

So sanh phuong sai giilta cac 18 ctia ch& phdm N & 60 phut, so sanh gi4 tri trung binh
gilta cac 16 cha ché phdm N & 60 phut

Nhén xét: Sau 60 phut thi do gidi phéng hoat chat cac 16 khac nhau, 16 1 va 2 khac
nhau khéng cé y nghia (t < ta ) nhung 16 3 khéc vai 16 2 va 16 1. Nhu vay, gilia cac 16
chua cé sy ddng déu.

Bang 3.1.38. Ham lugng (%) hoat chat giai phéng ché phdm S

Mau  Lan1 Lan 2 L4an 3 TB s? RSD(%)

Ss 80,11 80,56 80,15 80,27 0,0620 0,31
45 Se 70,44 70,03 70,44 70,30 0,0560 0,34
phat S, 101,01 99,93 99,72 100,22  0,4791 0,69

TB 83,60 0,1991 0,53

Ss 84,02 83,70 83,87 83,86 0,0256 0,19
60 Ss 75,85 73,45 73,57 74,29 1,8288 1,82
phat S, 102,68 101,75 102,58 102,34  0,2606 0,50

T8 86,83 0,7050 0,97
Nhan xét

- Trong méi trudng acid, tat cd cac vién déu nguyén ven trong sudt hai gid, khi
chuyén sang méi trudng dém phosphat thi cac 16 Ss, S5 ¢c6 mot s6 vién chua tan hét
con mét it bat thube trong gid, rieéng Sy tan hét.

-Céc 16 dat tiéu chudn Dugc dién lll, nhung Ss khéng dat tiéu chudn USP23

So sanh phuong sai gilia c4c 16 clia ch& pham S & 45 phut, so sanh gia trj trung binh
gita céc 16 clia ché phdm S & 45 phut
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Nhéan xét: Sau 45 phat ham lugng hoat chat giai phong tir cac 16 clia ché phdm F la
khac nhau cé y nghia {t > ty g5 )-

So sanh phuong sai giita cac 16 clla ché phdm S & 60 phut, so sanh gia trj trung binh
giita cac 16 clia ch& phdm S & 60 phat.

Nhén xét: Kha ndng giai phéng hoat chit clia ¢ché phdm nghién cdu 1a khac nhau ¢
¥ nghia gilla c4c 16 san xudt. Vi day la mau nghién cltu, trong qua trinh thay ddi céac
y&u t8 dé c6 do giadi phdng hoat chat t6t hon nhdm nang cao chét lugng ché pham.
So sdnh dd hoa tan giifa cdc ché& phdm

Béng 3.1.39. Tém tat dd hoa tan cla cdc ché pham

B C F N S
45 phat 97,04 41,01 86,15 ' 75,10 83,60
60 phiit 98,22 | 46,23 89,78 78,32 86,83
97.04
100"

60 Bc

40, HF

BN

20 Ns

0

Bi€u d8 3.1.2. Dd hoa tan clia cac ché phdm & 45 phat
Nhan xét: D6 hoa tan clia cac ché phdm & 45 phit 1a hoan toan khéac nhau vdi
F=13,1244 >F s = 3,4781

100}
80+
EB
60+ gc
40 BF
BN
ns

Biéu a5 3.1.3. D4 hoa tan clia cac ché phdm & 60 phut
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Nhan xét: D6 hoa tan clia cac ché phdm & 60 phut 14 hoan toan khac nhau véi
F=11,8013 >Fgos = 3,478

So sdnh ti 1& hoat chat giai phéng véi ham lugng chia ché phdm

Béng 3.1.40. Tilé hoat chat giai phdng so v§i ham lugng

Mau Lé 1 L6 2 L6 3 B
B 45" 91.85 88.90 90,67 80,47
(%) 60’ 92.79 90.15 91.76 91,57
C 45 34.81 48,63 55,26 46,23
(%) 60’ 34.87 50.23 60.36 48,49
F 45' 87.88 80,61 73,97 80,82
(%) 60’ 91.88 83.13 77.65 84,22
N 45 68,33 81,24 58,94 69,51
(%) 60" 72.54 85 41 59.84 72.60
S 45 85,89 77.75 84.87 82,84
(%) 60' 89,73 8216 86.67 86,19
100+
80- EB
60 BC
40 WF
201 MN
Hs
0-

Bi€u a6 3.1.4. T11& % hoat chat giai phong so véi ham lugng cia cdc ché phdm &
45 phut

HB
@c
mF
BN
s

Biéu 48 3.1.5. T11&8 % hoat chat giai phéng so v8i ham lugng clia cac ché phim &
60 phut
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Nhan xét .
- TT1& % hoat ch&t gidi phéng ti ché phdm so v6i % dinh lugng la rat khac nhau gidla
cac 16 trong cung mdt nha san xudt. Cé nhing ché phdm chi gidi phéng gén 50%
lugng hoat chit, cao nhit 1a 90%. Biéu nay phan &nh k¥ thuat bao ché& cling nhu
thanh phan va ti 1& t4 dugc gilla cAc nha sdn xudt Iya chon Ia rat khac nhau. Mat
khdc, ta4 dugc bao va ky thuat bao cling 4nh hudng 16n dén khd nang gidi phong
hoat chit clla ché phdm. Dgi véi ché phdm SER thi I6p bao c6 tac dung bao veé,
nhung 1&p bao cang day thi hoat chdt cang kho gidi phong. Pay 1a mdt van dé can
quan tam va nghién clu cdi tién dé c¢é modt san pham cé chat lugng tét.
Nhu vay, sau khi khdo sat cdc théng s8 cda thd nghiém do hoa tan va tién hanh
khdo sat trén mat s6 ché pham, chlng tdi d& nghi qui trinh thi nghiém dd hoa tan
c@ia ché& phdm chia SER nhu sau:

¢ Méi trudng acid hydrochloric 0,1N
- Thé tich: 1000ml| - Nhiét do: 37°C + 0,5°C
- Thiét bi: ki€u gibd quay (loai ) - T8c 46 quay: 120 vong/phut
- Thdéi gian: 120 phat
Sau 120 phut 8 méi trudng acid, lap tic chuyén sang méi trudng dém phosphat pH
6,8 + 0,05 ti€p tuc véi nhilng vién trén

o M6l trudng dém phosphat pH 6,8 + 0,05
- Thé tich: 1000mI - Nhiét d9: 37°C + 0,5°C
- Thiét bi: kiéu gié quay (loai |l } - Téc dd quay: 120 vong/phat
- Thdi gian: 60 phuat
XU Iy mau: & thai diém 18y mAau, 1y chinh xdc 20ml méi trudng hoa tan. Loc qua
gidy loc dé dugc dich lgc trong. Lay chinh xac 10ml dich lgc pha lodng thanh 20mi
b&ng dung dich dém borat pH=10,1 + 0,05.Dung dich sau khi pha lodng la dung dich
thit.C4c budc ti€p ti€n hanh nhu phan dinh lugng
Panh gia két qua:Theo Dugc dién Viét Nam |ll: sau 60 phut lugng hoat chit gidi
phéng & méi vién khdng nhd hon 70%.
3.1.5.Khao sat sy 6n dinh cGa nguyén liéu va ch& pham SER
3.1.5.1. Két qua khao sét chat lugng nguyén ligu SER
P& nghién ciu mdt s& chi tiéu cd ban phuc vy céng tdc nghién cdu véi 4 mau
nguyén liéu cé xudt X\ rd rang, ma hod ngau nhién S1, S 2, S3A va S4.
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Két qua phéan tich 1 sé chi tiéu co ban cua nguyén liéu SER

Chi tiéu phéan Mau S1 Mau S2 Mau S3A Miu S4
tich
Ngay sx: 20.12. 01 10. 2001 6. 2001 29.11.03
Han dung: 19.12. 03 10. 2004 6. 2003 28.11.06
Hinh thic Bot tréng Bottrdng hoi | Bétkéttinh | Béttridng hoi
nhat, min, nau, min, trdng, min, nau, min,
mui dic biét mui d&c biét | muiddc biét )| mulidac biét
Do dm <7% 1,9 1,5 4.6 1,8
Ham lugng 2650 ~132,50 | 2566 ~131,30 | 2642~132,10 | 2283,6~114,18
(U/mg=%)
Ngay dinh 23-29/5/02 | 23-29/5/02 | 23-29/5/ 09/ 02/ 2004
lugng 02
Arsenic Pat Pat Pat Pat
< 5 ppm
Kim loai ndng Pat Pat Pat Pat
< 50 ppm
* Nhoém Al % 0,01 0,01 0,03 0,005
* Sit Fe% 0,001 0,003 0,002 0,002
*Mangan Mn% - - - 0,005
* Coban Co% - - - -
*Pdng Cu% 0,001 0,003 0,001 0,003
* Chi Pb - - 0,0005 -
*Kém Zn 0,003 0,003 0,002 0,003
Téng (* lon cé
thé anh hudng 0,015 0,019 0,0355 0,018
i hoat dd Ser
% )
Nhan xét

Vé ham lugng va han s& dung: T4t cd cac mau nguyén liéu déu dat ham lugng,véi
2 méu dang ky han dung 2 nam S1, S3A, 2 mau dang ky 3 nam S2,54.

Vé hinh thifc: 3/4 mau (S1, S2, S4) dang bdt mjn, mau trdng hoi nga nau,dé bay
byi; 1 mau (S3A) bt két tinh,mau trang,cd hat khoang < 0,125 mm, d& tron chay
hon 3 mau khac.MUi vi déc trung.
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D am: Péu dat trang thai bdt khé, 3/4 ham 8m < 2%, 1 mau < 5%. Cac mau déu
rdt hao 4m, dé& hap thu hai nudc, dinh khéi.

Mot s6 lon c6 thé anh hudng téi hoat d SER:

lon k&m Zn ** g&n véi phan hilu cd trong enzym kiéu metalloprotease theo ty 1& Iy
thuyét 1 — 60.000 (0,00167 % ).Ngoai ion kdm, SER. cén dugc kich hoat bdi cac ion:
Coban Co #* va Mangan Mn 2. Cdc ion kim loai da hoa tri nhdm,sét, mangan, déng
.-hién dién trong cdc mau vdi néng dd khong gidng nhau. Trong dé:

-lon k&m Zn %*, gidng nhau § 3% miu = 0,003%; mau S3A = 0,02 %,cao hon gén 7
lan .

- Téng ham lugng 7 ion trong 3 mau S1,S 2 va S4 tuong ddi giGng nhau (0,015 -
0,019 % ), mau S3A cao hon (0,0355 ppm ) va ham lugng nhdm Al cao hon hin so
v@i 3 mau con lai (0,03 so vdi 0,005-0,001ppm).

3.1.5.2. Két qua xay dyng mo hinh danh gia d6 én dinh cha SER

e Xay dyng mo hinh danh gi& dé on dinh cap té¢c

Sau nhiéu nghién ciu thdm dd,cho thay d6 4m lam hu hdng hoat chat nhanh néu
két hop véi nhiét dé cao trén 40°C, song khé xac lap dugc quy luat vé anh hudng
ph&i hgp nay. Do vay nhiét dd dudc st dung nhu 1a y&u t8 truc ti€p, con dé am chilia
y&u t8 gian tiép. Cac thi nghiém sau dugc ti€n hanh cé két qua:

Thi nghiém 1 - Thii nghiém vé&i nguyén liéu:

-Diéu kién: Tac dong & nhiét dd cao khac nhau: 50°C, 70°C, 90°C, trong thdi gian: 4
gid, dd dm = 0%(khan ).Dinh lugng hoat chdt con lai sau 1 giG dén 4 gid .

- Mau thi nghiém:Can chinh xac khodng 150 mg mdi hoat chat SER1, SER2 va
SER3.Cho vao riéng vao ting lo khd,sach, khéng déng ndp. Lam 3 mau nhu vay
cho mdi hoat chat. Dé cdc chai mau vao binh khit &m chua lugng di Silicagel da
dugc lam khan, day ndp binh that kin. D&t binh trong t diéu nhiét. LAy mau dinh
lugng sau thdi gian quy dinh.

*Ké&t qua:xem bang 3.1.41, bang 3.1.42 va dd thij biéu dién .
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Biéu dd 3.1.6. Bidu dé thay déi ham lugng SER dudi tdc ddng clia nhiét dd cao 50>
90°C, méi truéng khan theo sd liéu bang 3.1.41
Bang 3.1.41: Thay déi ham lugng SER dudi tac déng cua
nhiét dé cao 50> 90°C, d méi trudng khan

Ty |é % hoat chdt con lai Nhiét do
sau 4 gid 50°C 70°C 90°C
SER1 83,52 63,43 20,17
SER2 94,92 81,75 1,37
SER3 79,36 65,48 8,57

Nhén xét: Trong diéu kién gan nhu khdng c6 tac ddng cla dé &m, thi nhiét d¢ cao
c6 tac dong tryc tidp, lam giam rd rét ham iugng hoat chat.3 50°C hoat chat giam
trung binh 13,24 %,néu tang I&n 90°C hoat chat giam tdi 89,96 % trong 4 gid.

Bang 3.1.42. Sy thay di ham lugng SER theo thdi gian & nhiét dé 50°C,mdi trudng
khan

Méau SER 1 SER 2 SER 3 Ty 1é gidm %
1gid | 96,23 (3,77) | 97,03 (2,97) | 94,19 (5,81) 4,18
2 gi | 89,05 (10,95 ) | 93,65 (6,35) | 92,30(7,7) 8,33
3 gid | 85,23 (14,77 ) | 91,26 (8,74 ) | 90,92 (8,02 ) 10,84
4 gid | 83,52(16,48) | 86,69(13,31) | 90,08(9,92 ) 13,24
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Hinh 3.1.7. Biéu dé sy thay d6i ham lugng SER theo gid dudi tiéc ddng clia nhiét dé
50°C,méi trudng khan

.\
\
\
\
1
1

- @ 50°C,hoat chat gidm trung binh 4,18% sau gid dau tién,dén 13,24 % sall4’
gi.Nhiét dé 50°C dugc chon danh gid nhanh chét lugng nguyén liéu va thanh phd 1\\
chifa ser. Vi & nhiét do nay t8c dé phan huy di dé so s&nh va két qua dinh lugng du ]
dd tin cay. O nhiét d6 cao 70 — 90°C san phdm phan huy phic tap han, gay khé:

khin cho phan Ung véi thudc thif va do quang phd UV- VIS trong dinh lugng. '\
Thi nghiém 2: Thd nghiém véi ché pham “l
*Piéu kién:Tac dong & 50°C, dd 4m 60 + 5%,thdi gian theo ddi kéo dai, két thac thi l‘;
nghiém khi hoat chat gidm khodng 90 % . ','
*M&u thi nghiém: Vién bao A1, A4 va A9. Cac vl thuSc nguyén ven dugc dat trong ti l.'
4
]

vi khi hau co nhiet dgi do &m quy dinh. Mau ducc chon do cé sg tucngdongve 186

AN —— T T T T e e r——"_-- r—"—-- r’\

:————————- ——————— ==\

nhém chéng 4m,thdi han si dung,.... Binh lugng hoat chat sau 10, 20, 30,.... ngay.
*Két qud: Cac két qua dinh lugng cho thay hoat chat gidm trén 40% trong vong 10
ngay dén trén 80% & thai diém khoang 30 — 40 ngay .

Béng 3.1.43.Thay déi ham lugng vién SER dudi tic déng 8 50°C,d6 4m 75%.

Mau A1l A4 A9
Ty 1& %hoat chat con lai sau 10 ngay 55,07 52,80 60,93
-» gidm trung binh 43,73%
Ty & %hoat chat con lai sau 20 ngay 32,41 41,91 39,87
- gidm trung binh 61,93 %
Ty & %hoat chat con lai sau 30 ngay. | 13,66 12,26 15,03
- gidm trung binh 86,35 %
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;" Nhanxét: T |
I-D6 dm cao 60-70% it tAc dong tryc ti€p trong trirang hgp thudc dugc bao chdng 4mi
va déng trong bao bi kin nhu vi nhdm ho&c chai.

Do bao bi ¢é kha néng bdo vé nén sy gidm ham lugng hoat chét chil y&u tdc dong

bdi nhiét dé cao,nhung gidm cham hon nhiéu so véi tryc ti€p trén nguyén liéu nhu &

thi nghiém 1-

|
I
I
I
VAy c6 2 cach dé danh gia cép t6c dé én dinh cla SER: I
I

‘L- Vd&i nguyén liéu hodc ban thanh (cdm,vién nén chua bao): Dat trong mdi trudng!

'/theo tling gidy . ‘\\
( - Véi thanh phdm (vién bao, hat bao, déng géi trong bao bi hoan chinh ): Dat trong ')
\me“)i trudng dd &m = 60 =5 %, nhiét d6 cao 50°C kéo dai tir 10 ngay dén 30 ngay, >
/dinh lugng xéc dinh sy gidm hoat chét tling 10 ngay . \\
{ @Danh gia & diéu kién thudng ]
\ Thif nghiém nay nhim xac dinh tudi tho clia nguyén liéu hosic thanh phim trong i

ln'dié‘u kién tuong ty diéu kién ty nhién cé lya chon ma quy dinh hién hanh cho phép
I 50 sanh vdi thir nghiém c&p tdc.

." 3 Tp H Chi Minh v& Viét nam néi chung thudc khu vyc néng &m: nhiét dé = 30 -
|ll 35°C, dd &m = 70-75 % thudc dé bi hu héng, nhat 1a hoat chat nhay cdm vdi nhiét
|llnhu nguyén liéu dang nghién clu. Nén chon 2 diéu kién:cé khéng ché nhiét dd 25 +
12°C,d6 4m = 60 + 5 % va ndng &m dé theo déi, so sanh.

{Thinghlém 3 - Thir nghigm véinguyenlisu: & & & 5% & 58 »
Thi nghigém 3A:

-Biéu kién: moi trudng khdng ché nhiét dd 25 = 2°C, d 4m = 60 + 5 %. Dinh ky &
thang 1 I4n Iy mau ki€ém nghiém.

Mau thi nghiém 3B: Thiét 1ap c4c mAu thi nghiém SER1, SER2, SER3 nhu céch lam
¢ thi nghiém 1, nhung cdc chai dyng nguyén liéu tht nghiém phai day nip kin,
chéng d4m.L&y mAu dinh lugng sau thdi gian quy dinh.

Thi nghiém 3B: Diéu kién néng &m tugng tu viing nhiét ddi:nhiét do ~ 30 - 35°C,do
| &m ~ 70 -75 %. LAy mau dinh lugng sau thdi gian quy dinh.

MA&u thi nghiém 3 B: Lam giéng Mau thi nghiém 3A. K&t qua
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Béang 3.1.44.Thay d6i ham lugng SER trong diéu kién khéng ché 25 +2°C

dd 4m 60 £ 5 %. oo e THi NGHiEM 3A

Ham lugng SER1 SER2 SER3 Ty lé
giam

Ngay sx: 12. 2001 10. 2001 6. 2001 trung

Han dung: 12. 2003 10. 2004 6. 2003 binh

Ban dau 2650 Ul/f mg | 2566 IU / mg |2642 IU / mg

Binh lugng lan 1 137,50% 131,30% 132,10% 0

Ngay thang nam 25.01.2002 25.01.2002 25.01.2002

Dinh lugng lan 2 128,45% 128,07 % 129,86% X

Ngay thang nam 23-29/5/02 |23-29/5/02 |23-29/5/02

Binh lugng lan 3 101,42% 122,16 % 125,31 X

Ngay dinh lugng 20.3.2003 10.9.2002 10.9.2002

Binh lugng lan 4 85,82 % ~101,74% 96,16% X

Ngay dinh lugng: 20.7.2003 20.7.2003 13.8.2003

Thdi gian bdo quan | ~ 19 thang ~ 21 thang ~ 26 thang

Ty & gidm

% / thang 2,72 1,41 1,38 1,84

*Nhan xet:

~ -Trong thif nghiém 3A diéu kién khéng ché& nhiét do 25 + 2°C, dd 4m = 60 + 5%,t5¢
dd gidm ham lugng hoat chat trung binh 1,8% / thang, so v&i 2,17 %
trong th{f nghiém 3B (nédng &m,nhiét dd ~ 30 - 35°C dd 4m ~ 70 -75 %).
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Bang 3.1.45.Thay déi ham lugng SER trong diéu kién *@?xaéma 30+.35°C

d6 8m 70-75 %. wure s e e Thi Nghiém 3B
Ham lugng SER1 SER2 SER3 Giam
Ngay sx: 12. 2001 10. 2001 6. 2001 trung
Han dung: 12. 2003 10. 2004 6. 2003 binh
Ban dau 2650 U/ mg {2566 IU / mg|2642 U / mg

Dinh lugng 1an 1 137,50% 131,30% 132,10% 0
Ngay thdng nam 25.01.2002 25.01.2002 25.01.2002
Dinh lugng lan 2| 127,11% 126,47 % 126,78 % X
Ngay thang ndm 23-29/5/02 23-29/5/02 23-29/5/02
Binh lugng 1an 3| 85,32% 119,21 % 123,50 % X
Ngay dinh lugng 20.3.2003 10.9.2002 10.9.2002
Dinh lugng 1&n 4| 77,83 % 96,23% 92.,02% X
Ngay dinh lugng: 20.7.2003 20.7.2003 13.8.2003
Thdi gian bdo quan | 19 thang ~ 21 thang ~ 26 thang
Ty 1é gidm
% / thang 3,14 1,67 1,54 2.17

S48 liéu 8 2 thi nghiém 3A va 3B c6 thé dy dodn thdi gian 8n dinh hay thdi han sl
dung (Hsd ) chia cdc mAu nguyén lidu nhu sau:
Béng 3.1.46. Dy doén thoi gian &n dinh hay han su dyng (Hsd ):

Tén Hsd dang ky | Hsd theo thir nghiém Hsd theo thl nghiém
mau (thang) T=25 + 2°C,H= 605 % | T= 30-35°C,H~ 70 -75 %.
81 24 15-16 13,5

S2 36 ~ 31 24,7

S3 24 ~ 31 27,3

-Trong c& 3 thi nghiém cho thdy mau S3 bén viing hon ¢ xét vé ca sd liéu nghién
clu va viéc nha san xudt dang ky han dung 1a 24 thang 12 hgp ly,con S3 dat 24-31
thang,nhung chua dat 36 thang nhu ding ky, miu S1 khéng dat 24 thang .
-Nhu vay chat lugng nguyén liéu khac nhau kha rd rang va téc doé gidm ham lugng
ty nhién trong bao quan 1a dic tinh ¢dn cha ¥ trong chon nguén cung cap va trong

bao ché.

56




Thi nghiém 4 - Thii chéng &m cta iép bao

Diéu kién tuong ty xi néng 4m: dd &m ~ 70 + 5%,nhiét dd ~ 30 - 35°C. Lay miu,
can xac dinh lugng &m vién da hdp thu sau thdi gian quy dinh.

Mau thi nghiém: Cac mau vién A1, A4, va A,béc bd vi, chon mdi mau 20 vién. bat
trong mdi truding thir, theo déi kha ndng hat 4m cud vién trong 10 — 30 ngay .Két qua

Bidng 3.1.47.Ty I1é tdng khéi lugng (boc bé vi, cho tiép xuc &m, nhiét)

Khéi lugng vién Vién A1 Vién A4 Vién A9 Tang tb
— Thdi gian

K.lugng ban dau 20 vién | 3,158 5,706 2,256 00
=(20 X M ygn ) (m=0,1579) | (m=0,2853) | (m=0,1128)

K. lugng sau 10 ngay 3,160 5,7085 2.258

(T 1& % ting k.lugng) (0,071%) (0,043%) (0,069%) | 0,061%
K.lugng sau 20 ngay 3,167 57223 2.263

(Ty & % tang k.lugng (0,294%) (0,287%) (0,302%) 0,294%
/cdng dén )

K.lugng sau 30 ngay 3,184 5,7397 2.274

(TY & % tang k.lugng {0,821%) (0,590%) {0,790%) 0,734%
/ cdng dén )

Nhén xét: Khd niang chdng 4m cQa cdc mau thé hién qua lugng 4m hép thu < 1
%.Thi nghiém nay cho biét khad nang chéng &m clia 3 ché phdm ngoai nhap dang
luu hanh,dugc dung d€ so sanh trong nghién ctu mau thudc mdi.

Vay dé chéng &m cho vién, giip cho hoat chat bén viing nhat 12 nhiing chit nhay
cdm nhu enzyme SER thi phai cdn phdi hop c& 3 diéu kién: 16p bao, bao bi va diéu
kién bao quéan.

*NHAN XET VA BAN LUAN:

C6 thé ap dyng 4 thli nghiém dé& nghién cdu dd &n dinh clia nguyan liéu ban thanh
ph&m va thuéc thanh phdm chiia SER:

¢ Thii nghiém danh gia nhanh hoat chét va ban thanh pham:

*Thi nghiém c6 diéu kién: Nhiét a6 50°C va moi truding khan thich hgp dé khao sat
d¢ 8n dinh cla SER.dudi dang nguyén liéu hay ban thanh ph&m: cém,vién chua
bao.Nhiét tdc dong truc ti€p lam tang t6c d6 phan hdy hoat chdt nhy md hinh dé
nghi gitp theo ddi danh gia nhanh cdng thlc thudc trong nghign cdu bao ché thude
mdi.
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o Thi nghiém danh gia nhanh chat lugng thanh phdm

Thi nghiém c6 diéu kién: Nhiét dd 50°C, dé 4m 60 + 50% va thdi gian 10 — 30
ngay. Vién bao thanh phdm cdn c6 kha ning chéng &m va bao bi phai kin tuyét doi
gitip hoat chdt SER chéng dugc tac dong clla d dm, nhung van chju tac déng cla
nhiét.

¢ Thii nghiém xac dinh 4% 8n dinh ciia thudc thanh pham theo 2 diéu kién:

-Thi nghiém diéu kién khdng ché: nhiét @6 & 25 + 2°C, d6 4m = 60 = 5 %, theo doi
ham lugng hoat chét, xac dinh han sif dung thudc .

-Thit nghiém & diéu kién néng 4m: Dat mau trong 46 &m ~ 70 -75%,nhiét d§ ~ 30 -
35°C, tuong ty diéu kién néng 4m x{ nhiét ddi.

-Ap dyng d4anh gia kha ning chéng chéng &m cla IGp bao: vién bao khong déng géi
kin, theo ddi kh&i lugng vién trong 10 — 30 ngay .Yéu cdu: miu khéng hap thu hoi
dm, lam ting khéi lugng vién > 1% .

-Ap dung dé theo dbi ham lugng hoat chat, xdc dinh han si dung thudc: thanh
pham trong bao bi kin,chéng &m. Dinh ky 6 thang 1 I4n 1dy mau kiém nghiém.

3.1.6. Nghién cuu bao ché vién bao phim Ser tan trong rudt

3.1.6.1. Xay Dyng Cong Thic Vién Nhéan

Vién dugc thi nghiém theo 2 budc: tham do cdng thic va thyc nghiém t3i uu hod
cdng thuc.Hoat chdt:mau SER S2,ham lugng 2447Ul ~122,35%

¢ Budc 1: Cac cdng thiic thu nghiém cd ban

Cdong thic F1
(Céng thuc cho 2000 vién )

Cdng thic F2
(Cong thdc cho 2000 vién )

1-Serrapepdase 10g 1-Serrapepdase 109
2-Avicel PH 102 65¢g 2-Avicel PH 102 659
3-Tinh bt 235¢g 3-Lactose 47 g
4-Magie stearat 10g 4-Tinh b6t 188 g
*Quy trinh: Ky thuat dap tryc tiép. 5-Magie stearat 10g
*Tién hanh: Say ta dugc & 50°C. 6-Chatphy 1 ........viiadd 320¢g

Trdn ddng lugng Ser. va Avicel trong
phong diéu nhigét 20-25°C,dd am 50 =
5%.Tron Avicel con lai véi tinh bdt. Phai
hgp 2 bdt kép va magie stearat.

*Quy trinh: K¢ thuat dap tryc tiép.

*Tién hanh: -Say ta dugc & 50°C.

-Tron déng lugng Ser. vSi chat phy rdi
vGi Avicel trong phong diéu nhiét 20—
25°C,dd 4m 50 + 5%.Trdn Avicel con lai
véi tinh bdt, lactose. Phéi hgp 2 bét kép
va magie stearat.
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Cong thuc F3
(Céng thic cho 2000 vién )

1-Serrapepdase 10g
2-Povidone K 30 16 g
3-Lactose 47 g
4-Tinh bot 2274
5 Nudc cit ..wwww..  via dl
6-Magie stearat 10g
7-Chétphy 2.......vladli 320 g

*Quy trinh -Xat hat tiing phén:

*Tién hanh:

-Chudn bj hat: Can, trdn déu lactose, tinh
bot, Povidone, Thém nudc vita dd &m.
Xat hat qua Iugi 1 mm. Sdy khdé cém &
50°C, t6i d6 4m < 0,5%.S0a hat qua ray
0,45 mm.

-Tron bodt kép: Can,tron déu Ser. va vdi
chat phy,trong phong diéu nhiét 20-
25°C,dd 4m 50 + 5%. Thdi gian tron 5 - 7
phut.

-Ph8i hgp bdt kép véi ¢dm va magie
stearat, trong 2 phut

.-Dép vién: Chay @ = 7mm, xéc dinh khoi
lugng vién,dd cdng,doé ra vién .

Céng thic F4
(Céng thuc cho 2000 vién )

1-Serrapepdase 10g
2-Avicel PH 102 659
3-Lactose 47 g

4-Tinh bt 188 g
5- H6 tinh bt 10%  --- ---- via dd
6-Magie stearat 10g
7-Chatphy 3 ... viadd 320g

* Quy trinh -Xat hat tiing phén:

*Tién hanh:

-Chuén bj hat: Can, tron déu lactose, tinh
bot. Thém hé tinh bot vira A0 4m. XAt hat
qua lugi 1 mm. S&y khd cdm & 50°C, t6i
do 4m < 0,5%.SU0a hat qua ray 0,45 mm.

-Tron bdt kép: Can,tron déu Ser. va chat
phu rdi véi Avicel trong phong diéu nhiét
20-25°C,d6 4m 50 + 5%.

-Phéi hgp bdt kép vdi com va magie
stearat,

-Dép vién: Chay @ = 7mm, xac dinh khéi
lugng vién,dd cung,dd ra vién .

Cong thic F (Cong thiic cho 2000 vién )

1-Serrapepdase 10g 2 - Povidone K 30 16 g
3 -Lactose 230 g 4 - Tinh bét 44 g
5 - Magie stearat 10g 6-Chidtphy4 ......vi:add320g

*Quy trinh -Xat hat tiing phan:

*Ti&n hanh: Chuén bi hat: Can, trén déu lactose, tinh bét, povidone. Thém nudc via
d( dm. X4t hat qua iudi 1 mm. S&y khd c6m & 50°C, t6i do6 4m <0,5%.Sla hat qua
ray 0,45 mm.

-Trén bot kép: Can,trdn déu SER.vSi vdi chat phy trong phong diéu nhiét 20-
25°C,d6 8m 50 + 5%.

-Phdi hgp bét kép véi c8m va magie stearat.
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-Dap vién: Chay @ = 7mm, xac dinh khéi lugng vién,dd cing,dd ra vién.
Két qua:Théng s6 cd ban cla vién nhan F1 - F5 xem bang:

Bang 3.1.48. Théng s& cd ban cla céc vién nhdn.

E -l Yéucau F1 F2 F3 F4 F5
-
Khéi lugng vién
1 160mg + 7,5% 148 -160 157 - 165 [ 165 -170 152 -171 1 164 -170
(148 — 172mg)
Ham lugng ser.
2 dy kién %/ vién 117,76 123,11 128,08 123,88 127,70
Ham lugng
3 thyc 1§ %/ vién 109,83 119,21 123,80 118,89 121,86
Mdc gidm ham
4 lugng giai doan 6,08 5,17 3,34 4,03 4,57
dap vién (% )
B clng
5 2 25-3 356-4 3,5-4 5-55 45-5
> 5kg/em
6 Do rd < 5 phut 5-7 3—4 2-4 4-5 5-7
7 Eg rsn';" mon 31-45 |125-15 |[1,1-125 |0,45-0,75 | 0,35-0,61

-Panh gia dod n dinh hoat chat

Ap dung md hinh danh gi4 nhanh kha ning bao vé hoat chidt qua 2 théng s&
chinh:chdng 4m,khéng nhiét - 8n dinh hoat chat.
Kha n&ng chdng 4m cla c8m: d&t cém trong mdi trudng cé d6 4m 60 + 5% trong 8
gi&. Dinh lugng ham &m sau thyc nghiém. C8m c¢é thé hut 1,03- 5,45% nude — xem
biéu dd 3.1.8 .

2

mFEl
HE2
M E3
W F4
W F5

gig

Hinh 3.1.8: Ty & nudc (ham &m ) do cdc mau c6m hap thu .
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-Mau F1 ¢6 nhiéu théng s& khdng dat, coi nhu bj loai, khéng tiép tuc st dyng trong
c4c danh gia tiép theo.

-Cong thic F4 & F5 c6 cAc théng s6 c¢d Iy t6t hon cdc mau khdc,nhdt 14 d6 ra
vién,chéng dm..

-TU nghién ctu tham do cho thdy cé thé sl dyng cip ta dugc ddn lactose — tinh bot
theo cac ty 1& bién ddi khac nhau ti 1- 4 (F2 ) dén 5-1 (F5 ) dé thiét ké cdng thuc
vién nhan SER .

* D6 bén clia hoat chat:

Pinh lugng hoat chat trong vién nhan dit & 50°C theo gid, xem biéu dd 3.1.9.

Ham Iugng
(%) 160
140

100 i

80 O F4

60 M F3

40 E1F2
20
0

Hinh 3.1.9: Bién d&i ham lugng hoat chét ciia c6m F2- F5.

*Nhén xét:

- Kha ndng chdng 4m cia cm xép theo thd ty F3 > F5 > F2 > F4> F1 va khang
nhiét bdo vé hoat chat tot nhat véi F3 > F4 . Déc tinh nay tao ra bdi cdc yéu t6 ¢o Iy
va chat phy khac nhau trong mdi cdng thiec, trong dé chit phy 3 bdo vé& hoat chat t&t
nhat.

- TV 18 hoat chat bj gidm trong khau dap vién trung binh 4 % .

- D9 mai modn chua dat yéu ciu cho vién nhan dé bao < 0,5%,cdn cai thién béng
thyc nghiém t8i yu hda cong thic .

- Céc thong s8 chl yéu clia cdng thic F3 F4, F5 dugc s dung dé khdo sat t5i uu
hoa vién nhan.

Budc 2: Nghlén ciu tél uu héa cong thic vién nhan:

Ap dung ly thuyét quy hoach thic nghiém & cdc muc co ban cla ta dugc:
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- Goi Y la dd cung cla vién SER

- Goi X1 1a ty 1é tinh bdt — lactose 14 y&u t3 bién thién 1: 4> 5:1 .

- Goi X2 1a ty 1& ta dugc dinh trong cong thuc.

- Céc yéu t6 ¢6 dinh: Lugng chét phy, ta dugc tron magie stearat,Khdi iugng com
320g / mé nghién clu 2000 vién, khdi lugng vién 160 mg + 7,5 %

Két qua & Nhéan xét:

- Y&u t6 X1 anh hudng dén dd ciing vién theo hudng téng lugng lactose so vdi tinh
bot trong hdn hgp.

- Lugng povidone ting ¢6 thé lam gidm do cling, tham chi 1am cém dé bj 4m. Lugng
Povidone 5% la lugng t8i da trong céng thic.

- Céc nghién ciu hoan thién theo hudng tim ti lé tinh bt — lactose thich hgp va tim
viing cyc trj cla hdn hgp dé tang dé cling,tang kha nang ra, phong thich hoat chat
dugc hoan thién vdi cong thic vién nhan sau day:

*Cong thiic vién nhan SER 5mg - cho 2000 vién:Ky hiéu M1,

1-Serrapepdase 10g 2 - Povidone K 30 14,8 g
3 -Lactose 235g 4-Tinh bt 39,09
5 - Magie stearat 8g 6 -Chatphy 3 via dl 320,0 g (=13,2 g).

Quy trinh -Xat hat tiing phan > ¢dm tro dén dd 4m # 0,5%.Trdn hoat chat,ch&t phy
trong may trén kidu hanh tinh,thdi gian tron 7 — 8 phat.LAy mau dé dinh lugng hoat
chét, x4c nhan sy dong déu cha cém.

-Dap vién: chay khum 7 mm, khdi lugng vién 160 mg.

-Tiéu chuén ¢d hoc: dd cling ~6,5 Kf, do ra vién < 5 phut,dd mai mon # 0,5 %,dd am
2 %.

-Ham lugng hoat chat = 12,1250 / vién ~121,25%.

-Vién nhan dugc bao thd nghiém.

3.1.6.2.Bao Vién

Céc thi nghiém cd ban: Ba s dyng mdt s6 cong thldc bao vién tan trong rudt chia
Eudragit L100 va céc ta dugc hé trg: CAP, Shellac,PEG 4000, PEG 6000,trong dung
mdi.ethanol, aceton, isopropanol,propylen glycol,...

Thuc nghiém & cac muc cd ban clia Eudragit L100 = 8,2 % va cac chat phuy ¢6 néng
dé bi&n ddi. M6t cong thic véi 3 y&u t8 bi€n d8i DEP =x,,CAP =x, va Shellac = x;
ciing dugc khéo sat so sanh thdng qua mé hinh “D-Optimal” thiét k& bdi phan mém
Design-Expert 6.0 dé t8i uu hoa cong thic.

Céc s6 liéu nghién cuu dugc thu thap thdng ké x( ly theo MS Excel .

*Két qua:
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-Céng thudc bao phim:

1-Eudragit L100 8,85%
2-CAP 1,46%
3-Chdt lam tron PEG 4000 & 6000 .. Via dua .
4-Mau Sunset yellow, chit phy ....... Viia di .

5-Hén hgp dung mdi: Aceton, Isopropanol, Ethanol ...vira di 100%

-Ti&n hanh:

- Pha dich bao:Can dong céac tad dugc,dung méi. Hoa tan CAP trong aceton. Ngdm
Eudragit L100 trong c6n Isopropanol-ethanol cho truong nd, khudy tan. Hoa tan PEG
trong cén ethanol trén cach thuy 70°C.Ph&i hgp céc dich va thém phdm mau,khudy
déu. Ham lugng chat khé clia dich bao = 11,38 %.

- Bao vién: Vién nhan (2000 vién) loai sach byi,cho vao ndi bao.Téc¢ d6 quay 20 — 25
vdng phtit sao cho vién chuydn déng déu trong ndi. Phun dich bao qua ddu phun, 4p
sudt 2 kg / cm® ludn khudy déu dich bao.Thdi gié & nhiét dé thudng hodc mat,kho.
Bao ligén tyc khi I6p bao dat d¢ day tudng duong v&i khdi lugng vién 176 — 182 mg,
tdng 10,47 — 11,52 %.Thdi gian bao khoang 150 ph(t. K&t thic bao vién,chon bd
vién khong dat yéu ciu.

- Béng chai nhdn 50 vién hoac vi 10 vién,xem Tém higc Quy Trinh Bao Ché .

- K&t qua: Vién thanh phdm dat tiéu chuin ky thuat sau:

- Hinh thirc: Vién cé mau vang sang déu, mat vién tuong d&i nhin.

- Po cing vién: 8 — 8,4 kf.

- BAng déu khdi lugng vién: dat 177mg £ 7,5 %.

-Ham lugng hoat chat: 10.097,03 Ul ~ 109,70 %.

- Bé ra vién: khdng tan trong dich pH =1 va tan trong dich pH= 6,8: 25 phut.

-B6 hoa tan: dat 75,61% & 45 phit va 81,30 % & 45 phut .
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Tém Luge Qui Trinh Bao Ché

Déap vién — Bao vién
2-X4t hat:Tinh b§t,Lactose,Povidone,
Nudc vd > ray © = tmm. Séy.

ra- Sifa hat: @ = 0,45mm, 49 im <0,5%

|

4-Trdn hoat chat va chét phu.
Trdn hat vi Magle stearat — Ki€m néng

[ 1- Chudn bj nguyén phy ligu: J

46 hoat chit.

[ 5- Dap vién: chay @ =7mm,m= 148-172mg

I

[ 6- Bao vién: mvien= 165 — 192 mg

'

[ 7- Béng gol — Bao quan-Kiém nghidém TP

Nhan xét:- TU Quy trinh,cac thl thuat, thdng sd quan trong da dugc thiét lap sd bd:
-Cém trg: Kich thudc c6m 0,45 mm, d6 &m 0,5%.

-Thdi gian tron bot kép = 7 phat: hoat chit dat dé dong déu, cdm cé dd tron chay
t8t,phéan liéu déu.

-Bién ddi ham lugng hoat chét theo tiing ching cla quy trinh duge ghi nhan qua
kiém nghiém.

Theo muc gidm ham lugng trong qua trinh bao ché va mdc gidm ty nhién trong bao
quén cla hoat chat S2 (dy doan) ta 40% trong 24 thang,nén khi sn xudt phai bl
ham lugng khodng 55 % dé dam bao ham lugng 90 % trong thdi han s dyng.
Bang 3.1.49. Bién d6i hoat chat Ser. theo tiing giai doan ciia quy trinh

Néng dd / Ham lugng Bién ddi
Stt Giai doan DU KEn Thuc % giam
1 Tron botkép, cém  3,125% ~74,47 Ul/ mg ~ 74,47 ~ 00
2  Dapvién 12.278 U/ vién 11.9251U/vién 2,87
3 Baovién 11.9251U / vién 10.786 U vien 12,15
4 TENG GIAM BAM WUGNG . ccrc e s i 15,02%
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*Ty |& khdi lugng vién nhan - dich bao (W/V):1—~ 2,05 Ian, hiéu sudt bam dinh ta dugc
bao vién dat khodng 97 %.

*Thanh phdm dat cac tiéu chudn cd ban cda Dugc dién Viét nam.

*Céc théng s8 cd ban cla gquy trinh 12 diéu kién dé trién khai nghién ciu pilot véi
khdi lugng vién va s3 16 / mé nhiéu hon dé khao sat chinh xac hon céc thong s6 da
tham do. Céc thdng s6 quan trong can tiép tuc khao sat dé diéu chinh, 8n dinh quy
trinh:bién d8i ham lugng hoat chdt trong qua trinh bao ché,dd déng déu ham
lugng,tinh déng déu gitta cac 16 bao ché hiéu qui sdf dung ta dugc bao vién,..

3.8.3 .Thii Nghiém Pilot:

Thé nghiém 3 mau thanh phdm, c¢d 10.000 vién /mé dé danh gia céc théng sb lién
quan, hudng tdi ap dung vao thi nghiém pilot céng nghiép.

*Cong thuc vién nhan: cho 10.000 vién ~ 1600 g.

Bang 3.1.50. Cong thdc vién nhan SER cho bao ché pilot

Thanh phdn Cho 1 vién Cho 1 mé =10.000 vién
Serrapeptase* 5,935 mg 59,35 g (3,70940 %)
PVP 7,4 mg 7400 g (4,6250%)
Lactose 117,5 mg 1175,00 g (73,4375 %)
Tinh bt 19,5 mg 195,009 (12,1875 %)
Magnesi stearat 4,0 mg 40,00g (2,5000 %)
Chat phy 5,6 mg 56,659 (3,5410%)
Dépvien160mg+75% |148-172mg 148 - 172 mg

Ghi chi: Hoat chdt S2 sit dung tai thdi diém thang 9 ndm 2002 c¢é ham lyong
122,157 %. D& bl ham lugng theo dy doan cén ting 55% don vi hoat lyc so véi ham
lugng ti thiu giup vién dat ham lugng 145 % =14.500 Ul / vién trudc khi dap vién.
Dich bao phim: cho 1 mé 10.000 vién ~ 1,6 kg nhan

Béng 3.1.51.Cong thic dich bao phim cho mé pilot

Thanh phan Kh&i lugng Ty Ié

1- Eudragit L.100 290,28 g 8,85 %

2- CAP 47,8889 1,46%

3- Chét lam tron PEG 4000 & 6000 .. V d

4- Mau Sunset yellow, chat phy ....... Vd . e are v memnnes 11,36 Y.

5- Dung mdi:Aceton, Isopropanol,Ethanol Vd. | 3280 ml 100%
(KL/TT)

-Ti€n hanh:
Pa thyc hién 3 mé nghién cdu, ky hiéu: M2, M3 va M4 ti ngay 10/9/2002.
Tién trinh bao ché 4p dung nhu md ta 3 trén.
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Vién thanh phdm dugc d6ng vl 10 vién hodc trong chai 50 vién nat kin, chéng &m.
Céc két qua dugc ghi nhan.
- Théng s6 clia ban thanh ph&m: xem bang 3.1.52.

Bang 3.1.52. Phan bd ¢8 hat (mm ) va tdc dd chdy Tdc (g /s ) va dd &m % cu cdm

Cd hat (mm) Tdc | Do 4m
l6/mé | >0,125 | >0,180 | >0,355 | > 0,710 | >0,710 | g/s %
M2 9,86 25,83 5519 912 0 12,80 1,57
M3 10,59 26,865 55,08 7,68 0 14,10 1,68
M4 10,27 25,37 54 94 9,42 0 13,70 1,53
T. binh 10,24 25,95 55,07 8,74 0 13,5 1,69

-Chét lugng thanh pham:
Céac mau dugc kiém nghiém dé so sanh danh gia tinh n dinh clia quy trinh.

Béng 3.1.53. Mot s6 két qua kiém nghiém cdc mau vién Ser.

M&u M2 M3 M4

Hinh thdc: Vién try det, vién nhin,ddng Dat Dat Pat

nhat,mau vang cam nhat.

Khéi lugng vién Mtb + 7,5 % (mg) 169-178 | 165-174 | 171-185

Ham lugng hoat chat dy tinh ban ddu % 145 145 145
= trudc khi dap vién

Ham lugng hoat chat thyc t€ % 126,52 127,23 125,91

Mdc gidm % 12,75 12,25 13,16

Db dong déu ham lugng Pat Dat Dat

Do ra vién: thét v6i HCI 0,1 N trong 120

phut khong cé vién bi nut, ra; ti€p trong 25 23 27

dém phosphat pH 6,8, vién ra <60 phut.

B¢ hoa tan: & pH 6,8. Ham lugng hoat 83,14 79,51 77,25
chét phai hoa tan > 70 %/ 60 phut

*Nhéan xét:

-Quy trinh k¥ thuat cé tinh thyc thi, chat lugng thanh phdm dat cac yéu cdu co ban
clia Dugc dién. Hao hut, gidm ham lugng hoat chat dudc kiém soat  muc = 12,72%
s0 vdi dy dodn 15,02 % & cac thi nghiém tham dod.

- Hiéu suét thu thanh phdm chua cao, do dich bao ¢cé dd nhét cao hon dich bao
thudng gép, nén khé bao hon, &nh hudng cla thiét bi bao vién,..Mét phin nhugc
diém nay c6 thé giai thich do anh hudng cla chit chdng &m CAP,dung moi bay hdi
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cham vi phai bao & nhiét do thap,..
*MAu ché phdm: xem Hinh 3.1.10.
Ché phdm dugc déng trong vi ép nhém nhua 10 vién va chai 50 vién, cé chat chéng
am,ndp nit kin.

A B

Hinh 3.1.10. M4u vién nghién ctu Serrapeptase 5 mg
A: Vién — B: Vién déng trong vi nhém.

Ngodi vién SER 5 mg, di thi nghiém vién SER 10 mg cho thdy cong thic va quy
trinh cé thé &p dung cho vién cé ham lugng gdp ddi.Tuy nhién d6 cing,dd mai mén
clia vién giam, do vay khau bao vién c6é khé hon ddi chut.Cé thé khdc phyc béng
diéu chinh mét ty 1é vai chat phy trong cong thiic nhu ting t4 duge dinh PVP lén
4,75% so vdi 4,625% trong vién 5 mg.
Trén co s§ cac thong sé cha quy trinh, céc 16 thd nghiém sé lugng 5 kg / mé cling
dugc tién hanh dé hudng trién khai pilot cdng nghiép.
Ngoai cac théng s6 co Iy va hoa sinh dinh lugng d& dugc trinh bay, nghién clu con
chu y t6i vé sinh cdng nghiép dé thuéc dat tiéu chudn vi sinh vat nhu yéu cdu cla
Dugc dién. MAu bao ché& gadn day nhat (M5 - thang 6 — 2004) da dugc Vién Pasteur
TP HCM kiém nghiém, cho thdy dat tiéu chuén gidi han vi sinh vat . Cdc miu thudc
mdi dang theo ddi dé 8n dinh ciing dang dugc gilt kiém nghiém theo quy dinh .Céc
két qua kiém nghiém sé dugc xU Iy bé sung dé hoan thién quy trinh k¥ thuat.
3.1.7.Xac djnh tuong ducng sinh hoc in vitro bing thi nghiém dd hoa tan
Chung téi d& khdo sat dd hoa tan clla 3 mau vién bao tan trong rudt chita SER 5mg.
Céc mau dugc dinh lugng trdde khi ti€n hanh thi nghiém. Biét ham lugng mau M2=
126,52 %, M3= 127,23% va M4 =12591% .
Tién hanh theo phuong phap da dé nghj. K&t qua: xem bang 3.1, 54,
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Bang 3.1.54. D6 hoa tan mdt 8 ché phdm nghién cu vién bao SER 5 mg

Ham lugng hoat chat phéng thich Trung
so véi ham lugng nguyén cla ché phim% binh

Thai diém Mau M2 Mau M3 Mau M4
45 phat 74,41 71,54 73,23 73,06
60 phut 83,14 79,51 77,25 79,97

D& hoa tan hoat chat clia cdc ch& phdm & 45 phit va & 60 phut la tuong d8i déng
déu. Theo Dugc dién Viét Nam Iil quy dinh: sau 60 phat Iugng hoat chét gidi phéng &
moi vién khdng < 70%: dat yéu cédu

K&t qua mau: dd hoa tan dat 73,06% & 45 phit va 79,97 % 8 60 phut, dat yéu cdu
cua Dugc dién Viét Nam Il quy dinh.

So véi két qua khao s4t cdc mau thudc chia Ser. dang Iuu hanh B,C,F,N cho thay
mau thudc nghién ciu dat khé t6t .

3.1.8. Khdo sat 4o 6n dinh va tudi thg cla thanh phdm

Cac mé hinh da nghién cléu da dé xudt dudc ap dyng dé danh gia chat lugng va do
&n dinh clia cadc mau ché pham md&i M2, M3, M4.

3.1.8.1.Thi nghlém kha ning chéng 4m cta vién

Diéu kién thi nghiém: P&t mau trong diéu kién tuong ty méi trudng khi hau néng
&m: dé &m ~ 70 -75 % nhiét dd ~ 30 - 35°C.

MAu thit nghiém: D&t vién bao trong chai, khéng déng nip, dit trong mdi trudng thd,
theo dbi khdi lugng vién trong 10 — 30 ngay.

Két qua: xem bang 3.1.55.

Nhan xét:

L6p bao clia 3 mau thudc mdi c6 khd ning chdng &m cao, trong méi trusing 4m khoi
lugng vién tang trung binh 0,79% trong 30 ngay,dat mic <1 % nhu thd nghiém vdi
mau thudc ngoai va dé nghi.
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Bang 3.1.55. Kha ning chdng &m clla cac mau nghién ciu

Khgi lugng vién Trung binh
- Thai gian Mau M2 Mau M3 Mau M4 %

K.lugng ban dau 20 vién = 3,560 3,480 3,620 00

(20 x M yian } (mv=0,178) | (mv=0,174) | (mv=0,181)

K. lugng sau 10 ngay 3,5615 3,4816 3,6212

(Ty 1é % tang k.lugng) (0,042%) (0,048%) (0,033%) 0,041

K.lugng sau 20 ngay 3,5803 3,4823 3,6395

(Ty 1é % téng k.lugng (0,571%) (0,67%) {0,54%) 0,5937

/ cong dbn )

K.lugng sau 30 ngay 3,5876 3,56130 3,6441

(T 1& % ting k.lugng (0,775%) (0,950%) (0,665%) 0,7967

/ cong don )

3.1.8.2.Thli nghiém ddnh gia nhanh ham lugng hoat chéit cha thanh phdm

Muc dich:Thd nghiém d6 bén viing cla hoat chat SER trong vién thanh phdm, thé
hién kha nang chéng néng d4m tao bdi cdu trdc bén chac cla vién nén, cha I6p bao
phim va bao bi.

Diéu kién thi nghiém: thudc dat trong mdi trudng nhiét dd 50°C, dé 4m 60 + 5% va
thgi gian 10 — 30 ngay .

Mau thd nghiém:3 mau thudc mdi,dong 50 vién/chai ndp xi kin va vi 10 vién

K&t qui:xem bang 3.1.56.

Nhén xét: Kha ning bao vé hoat chit cia cac mau nghién ctiu chdng néng

4m tudng d&i kha quan, ty 1& hoat chat gidm 87,29 % so v6i 86,34 % tuong

duong cac mau thudc ngoai A1,A4,A9, trong thi nghiém tudng tu.

Bang 3.1.56. Ham lugng thudc vién M2, M3, M4 & 50°C dd 4m 60 + 5%

Mau M2 M3 M4

Ham lugng ban dau % 126,52 127,23 125,91

TY |1& %hoat chét con lai sau 10 ngay 57,565 59,01 54,00
- gidm trung binh 43,15 %

Ty 1& %hoat chat con iai sau 20 ngay 27,80 25,20 29,11
- gidm trung binh 72,263 %

Ty 1é %hoat chat con lai sau 30 ngay. 12,47 11,20 14,45
= gidm trung binh 87.29 %

- V& bao bi:Trong diéu kién dong goi kin, chéng 4m, kha ning bdo vé hoat chat cla
bao bi chai hay vi khdng khac nhau .
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3.1.8.3.Thii nghiém xéc dinh d6 8n dinh cla thudc thanh pham
Muc dich thl nghiém: Xac dinh dd bén viing clia hoat chdt,nhadm dy doan han ding
hay tudi tho cila thudc mdi trong diéu kién danh gia danh riéng cho hoat chdt SER.
Piéu kién th( nghiém - & 2 diéu kién:

- Diéu kién khdng ché: nhiét do & 25 + 2°C, d6 &m = 60 + 5%.

- Diéu kién néng &m: B4t mau trong diéu kién tuong ty & moi thudng khi hau néng
dm: dd 4m tuong d8i ~ 70 -75 % nhiét dd ~ 30 - 35°C.
Mau thil nghiém: 3 mau thudc mdi,déng 50 vién/chai ndp xi kin va vi 10 vién
Theo dBi ham lugng hoat ch&t: thanh phdm trong bao bi kin,chdng dm. Bjnh ky 6
thang 1 1an 1ay maAu ki8m nghidm. Song song kiém tra khdi lugng vién sau khi thi
nghiém két thic .Két qua: xem bang 3.1.57 ; 3.1.58 ;3.1.59.

Bang 3.1.57. Khdi lugng vién sau 23 thang thi nghiém

Khéi lugng vién Mau M2 Mau M3 MauM4 | Téng
— Thdi gian %
K.lugng ban dau 20 vién 3,560 3,480 3,620
={20 X M yen ) (mv=0,178) | (mv=0,174) | (mv=0,181) 00
- K. lugng sau 23 thang trong 3,5690 3,4902 3,6287
diéu kién khdng ché: nhiét do
25 +2°C,d9 4m 60 x 5 %.
-Ty 1& tang k.lugng % 0,255 0,295 0,243 0,26
-K.lugng sau 23 thang trong 3,5782 3,5033 3,6374
diéu kién néng &m: T ~ 30 -
35°C, dd 4m ~ 70 -75 %,
-Ty & ting k.lugng % 0,5100 0,6701 0,4820 0,55
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Bang 3.1.58. Thay ddi ham lugng Ser.clia cac mau nghién clfu bdo quén trong diéu

kién nong am: T ~ 30 - 35°C, dé 4m ~ 70 -75 %,

Ham lugng Vién M2 Vién M3 Vién M4 Trung
Binh

sau 12 thang 99,91 110,82% 113,168%
Ngay dinh lugng 20.8.2003 20.8.2003 | 20.8.2003 107,97
Sau 18 thang 97,34 % 99,72 % 103,34%
Ngay dinh lugng: 09.02.2003 11.02.2003 | 11.02.2003 | 100,13
Sau 23 thang 92,50 % 94,17% 96,03%
Ngay dinh lugng: 13.7.2004 13.7.2004 | 13.7.2004 94,23
Ty’1é gidm trung binh / 1,479 1,437 1,299 1,405
thang (%)
Han dung dy doan 25, 7 thang 26,9 thang | 27,6 thang 26,73

Nhén xét: Cac mau thudc méi qua 4 thil nghiém cho thay:

Kha n&ng chdng &m:

-Trong méi trudng 4m khdi lugng vién ting & mic =0,7967% trong 30 ngay.

-Trong bao bi kin,kh@i lugng vién tdng d mic = 0,2643% trong mdi trudng mat,dé
4m < 55% va = 0,5540% trong méi trudng néng am.

Céc két qua nay dat mUc tuong duong vdi khd ndng chdng 4m cla mau thudc ngoai
A1,A4 va A9 dugc nghién cltu, 1A nhitng mau cé chat lugng I8p bao t6t nhat qua

khdo nghiém .
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Bang 3.1.59. Thay d8i ham lugng Ser.clia cac mau nghién cdu bao quan trong diéu
kieén khdng ché: nhiét 46 25 +2°C, do 4m 60 + 5 %.

H.lugng Vién M2 Vién M3 Vién M4 Trung

hoat chat % 5 mg 5mg 5 mg binh

H.lugng ban dau = 12.6521U =12.723 U 12.591 U
~126,52% ~127,23% ~125,81% 126,55

Ngay bao ché 7-9-2002 7-9-2002 7- 9. 2002

Ngay dinh lugng 11.9.02 11.9.02 11.9.02

Sau 12 thang. 111,630 % 111,230 % 113,81% 112,23

Naav dinh lugng 20.8.2003 20,8.2003 20.8.2003

Sau 18 thang 101,72% 104,36% 104,37% 103,48

Ngayv dinh lygng: | 09.02.2003 | 11.02.2003 11.02,2003 _

Sau 23 thang 96,47% 99,61% 100,24%

Ngay dinh lugng: 13.7.2004 13.7.2004 13.7.2004 98,77

Ty’ 1& giam trung | 1,307 1,201 1,116

binh /thang (%) 1,208

Han ding du|27,9thang 31 thang 31,8 thang 30,23

doan

D6 6n dinh cla thudc:

- Déanh gid nhanh & 50°C, d6 4m = 60 = 5 %, thudc trong bao bi kin:kh& nang bao vé
hoat chit clia cAc mau nghién clu qua ty 18 hoat chat gidm 87,29 % so vGi 86,34 %
ngoai déi ching.

-Trong tht nghiém khéng ché nhiét dé 25 + 2°C, 40 &m = 60 + 5 %, t6c do giam
ham lugng hoat chat trung binh 1,208 % / thang va 1,405 % trong thi nghiém véi
méi truéng néng Am,nhiét do ~30 - 35°C,dd6 4m ~70 -75%.

-Trong diéu kién bao bi ch&ng &m gén tuyét ddi, thudc dong trong vi hodic chai c6 do
&n dinh gan nhu nhau .

K&t luan

-Han sl dung cha thuSc méi: V8i k&t qua nay suy doan han dung clia mau thudc
mdi khodng 30 thang néu bdo quan khdng ché nhiét do 25 + 2°C, 0 &m =60+ 5%
hodc 26 thang trong diéu kién binh thudng.

- B4o quan: Nén bdo quén noi mat 20 —25 °C,do 4m = 60 + 5 %, tranh 4m, trdnh
anh sang dé giup thudc 8n dinh hon.Vi chi riéng diéu kién bdo quan khéng ché
nhiét, 4m cling cé thé kéo dai thdi han s dung thudc trén 13 % thdi gian, ching 16
diéu kién kho ton trit thudc rat quan trong véi nhiing thudc nhay cAdm véi nhiét dm .
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- Vai trd cla dang bao ché: So sanh dd 8n dinh cha hoat chat S2 1a nguyén liéu cla

nghi&n clu nay cho thdy dang bao ché& cé kha ning nang cao dd 8n dinh cla hoat
chét t 14- 16 %.T&c dé phan huy hoat chét trong vién = 86 % néu bao quén khdng
ché& nhiét 4m va 84% trong diéu kién néng 4m so véi nguyén li¢u.Nhu vay tac dung

bao vé hoat chat chia vién thanh phdm t&t hon so v8i nguyén liéu trong diéu kién bat

Igi néng &m.

3.1.9. Xay dyng tiéu chuan chéat lugng vién bao ser 5mg

Vgi cac k€t qua thu duge tir cdc mau thubc mdi,tiéu chudn vién bao Serrapeptase

5mg dugc dé nghi.

Bang 3.1.60. Tiéu chudn Vién bao Serrapeptase 5 mg

Stt| Ténchitiéu Noi dung Phucong phap

1 | Tinh chit Vién bao c6 mau vang chanh, déng | Dugc dién VN tr.PL 19:
nhat. Bé mat vién phai nhdn béng, | quan sat bang mat thudng
khéng bam dinh byi. Bé vién phal | hodc thau kinh.
thay rd I6p bao phim méng.

2 | Do dbng déu | Cac vién trong mau phai dat gidi | Dugc dién VN:

khdt lugng han so v&i khdi lugng trung binh: | Phuong phap can

Mz 7,5%.

3 | Do ravién Vién phai nguyén ven d méi trudng | Dugc dién VN tr.PL137:
acid HC! 0,1 N trong 2 gi§. Tiép thir | Thiét bi Erweka, thdt trén
v@i dung dich dém photphat pH 6,8, | 6 vién.
vién phai ra trong vong 60 phut.

4 | Bjnhtinh Phai ¢é phan (ng dic trung cla | Phd UV-VIS & budc sdng
enzym serrapeptase hdp thu cyc dai 280-282

nm. Phan ng mau vdi
thudc thi ninhydrin,...

5 | Binh lugng Phai dat 90 — 130% ham lugng ghi | Po hoat dd thuy phan
trén nhan: 5 mg= 10.000 1U. casein theo mo ta.

6 | Gidi han vi|Khéng chda vi khudn déc:E. coli, | Dugc dién VN 3 - PL 182;

sinh vat Staph. aureus,..Dat gi6i han vi| Cdymau trong diéu kién -

khuZn higu khi < 10%*/gam, ndm méc | vd khuén, dém sé ugng vi
< 10°/gam . sinh vat theo mo ta.

7 | Do hoatan* | Phai hoa tan > 70 % hoat chét trong | Dugc dién VN tr.PL133:

vong 60 phiit vgi dém photphat pH
6,8

Thiét bj gié quay
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Nhan xét:

-Mau thudc mdi déu dap Ung cdc tidu chudn, dic biét vé dé 8n dinh.

-Riéng tidu chudn d6é hoa tan hién van dugc coi nhu tiéu chudn khuyén khich ap
dung,néu ap dung tiéu chudn nay thi khéng cdn ap dung tidu chudn d6 ra vién.

-Han dung: thudc ding trong 24 thang ké tU ngay san xuét .

3.1.10. Nghién ctdu mdé réng cho vién SER 10 mg

Mot s6 cong thde nghién ctiu tham dd dé bao ché vién SER 10 mg ciing dugc tién
hanh. M3u vién bao SER 10 mg da dugc bao ché thi,xem bang 3.1.61.

Bang 3.1.61. Cong thic vién nhan Ser. 10 mg, 16 10.000 vién

Thanh phan Cho 1 vién Cho 1 mé =10.000 vién
Serrapeptase 11,87 mg 118,70 g (6,59% )
PVP 8,55 mg 85,509 (4,75%)
Lactose 121,72 mg 1217,20 g (67,63%)
Tinh bdt 22,17 mg 221,70g (12,32 %)
Magnesi stearat 4,5 mg 4500g (2,500 %)
Chét phy 11,12 mg 111,20g (6,18 %)
Dpvien 170 mg+7,5% | 167 -180mg 167 — 180 mg
Quy trinh:

-X&t hat tiing phdn = cém trd dén dd &m 0,5%.Trén hoat chat,chat phu trong may
trdn ki€u hanh tinh,thdi gian trén 7 — 8 phit. LAy mau dé dinh lugng hoat chat, xac
nhén sy déng déu clia com.

-Dép vién: chay khum 7 mm, khdi lugng vién 167 — 180 mg.

- Quy trinh bao vién: ap dung quy trinh bao vién nhu véi vién 5 mg. Khdi iugng vién
dat khodng 185 ~ 187 mg.

-Vién thanh ph&m duge déng vi 10 vién theo dai ham Iugng hoat chat.

-Tiéu chudn thanh phdm: Ap dyng ndi dung ti&u chudn vién Ser 5mg nhung v&i ham
lugng 10 mg/ vién.

- D6 8n dinh: MAu theo ddi song vdi vién Ser.5mg cho thdy ham Iugng thudc &n dinh
tot.

Nhan xét:

Cong thuc nay chld yé&u dya trén thanh phéan cong thiic clia vién 5mg., nhung ty 16 ta
dugc dinh PVP = 4,75 %, tang khoadng 0,13 % so vdi vién 5mg va theo dé cac ty 1&
khdc ciing c6 bién d8i phu hgp..
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3.2.NGHIEN cUU BAO CHE BOT PONG KHO VI KHUAN LACTIC LAM MEN TIEU
HOA

3.2.1. Nghién ciu méi trudng va qui trinh nuéi cdy vi khuén

3.2.1.1. Nghién clftu moi trugdng va qui trinh nudi cdy vi khuén B. bifidum

Qui trinh nudi cay B. bifidum duge thuc hién theo sd db sau:

Gé&c vi khudn thuén ching

l

Xéc dinh céc diéu kién |y hoa thich hap
cho sy t&ng truéng

i

Xac dinh moi trudng thich hgp

|

Nuéi cay thu sinh khdi

l

On dinh vi khudn biing phudng phap dong khé

Sad d6 3.2.1. Qui trinh nudi cay B. bifidum
*Xac dinh cac yéu t6 Iy héa thich hgp cho sy ting truéng
Xac dinh pH thich hgp
Dung méi trudng, diéu chinh & cac pH 5, 5,5; 6 ; 6,5; 7 ; 7,5; 8 18i cdy mét lugng
vi khudn B.bifidum giéng nhau vao cdc mdi trudng da diéu chinh pH dé cé s vi
khuén 1a 1x10° / ml méi trudng. U 37°C / 48h. Sau d6 dém s8 vi khudn séng c6 trong
dich nudi cdy béng phuong phap pha loang trong méi trudng ban Iéng. Thl nghiém
dugc thuc hién 3 1an va 1y s6 trung binh.
Bang 3.2.1: Két qua xac dinh pH t8i uu cho sy tang truéng cla B.bifidum
PH médi trudng 5 5.5 6 6,5 7 7.5 8
Sé vi khudn/ml 3.10° 4,2.10° 2,210 2,8.10% 3.10° 1,1.107 1,5.10°
Két luam. B.bifidum tang trudng t8t nhédt & pH 6,5- 7.S8 lugng vi khuén ting dugc
khodng 3000 14n trong khi cling véi cling loai méi trudng nhung & pH acid va pH hoi
kiém chi tang dugc khodng 30 lan
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X&c dinh nhiét d6 nudi cdy t6i uu
Cay 1 lugng vi khudn gidng nhau dé c6 s& vi khudn ban ddu 1a 1x10%/ml méi trudng
vao 6 binh moi trudng nudi cay cé pH = 7, dem G & céac nhiét dd 32°C, 37°C, 39°C,
42°C, 47°C, 50°C trong 48 gid va dém sb vi khudn/ ml méi trudng trong mdi binh
b&ng phuong phéap dém séng(phuong phap pha lodng trong méi trudng ban 1dng)
Két qua:

Béng 3.2.2: S& vi khudn s6ng/ml mai trudng nudi cdy & cac t° khac nhau

Nhiét do 32°C 37°C 39°C 42° 47°C 50°C

S6 vi khuan / mi 1x107 2.8x10° 1x10° 1x10° 0 0

Két lugn: Vi khudn tang trudng t6t nhat & nhiét dd 37°C s8 vi khu&n tang 3000 lan, &
c&c nhiét dd trén 40°C vi khudn khéng ting trudng.

Xac dinh tac déng cta Oxy trén qua trinh tang truéng

B.bifidum 1a vi khudn ky khi tuyét ddi. Sy c¢é mat clia oxy s& anh hudng bt Igi trén
qua trinh tang trudng. Ching t6i st dung hé théng nudi cay ky khi va vi hiéu khi
Gaspak clta hdng Bio Miereux dé tao méi trudng ky khi tuyét déi va moi trudng vi
hi€u khi . C4y vi khudn vao moi truang s& 1. U 37°C/24h trong diéu kién ky khi i
hiéu khi va & diéu kién binh thuéng (Khdng cé hé thdng tao mdi trudng Ky khi ).

Quan sat sy tang trudng cla vi khuan.Két qua:
Béng 3.2.3: T4c déng clia oxy trén qua trinh ting truéng cta B.bifidum

Moi trudng MT s6 1 MT s& 1 MT s3 1
U ky khi tuyét ddi U vi hi€u khi 0 binh thudng
+ thioglycholat
Sy ting trudng
cla vi khuén +++ ++ -
+++: tAng trudng manh  ++ : tdng trudng kha - : khéng tang trudng

K&t luan: Diéu kién t8t nhat d8 cdy B.bifidum la tranh tac dong clia oxy tuyét
doi , vi vAy can c6 hé thdng ( ky khi mdi cho két qua tot nhat.
® Xac dinh méi trudng tl uu cho sy ting trudng ctia B. bifidum
Xdéc dinh val trd cGa yéu t6 tang trudng
C4y mét lugng vi khuén vao 2 binh chia méi trudng c¢é bd sung va khong b8 sung
chat tang trudng, s8 vi khudn ban ddu la 1 x 10° /ml méi trudng, G 24 gid va sau dé
dém s8 vi khudn séng bang phuong phap pha loang trong moi trudng ban 1dng .Két
qua:
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Bang 3.2.4.56 vi khudn/mi méi trudng nudi cay cé va khdng ¢é chét tang truéng

Mdi trudng khdng cé chat ting trudng  Mai trudng cé chat tang trudng
8,5 x 10° 6 x 10°
K&t ludn: Vi khudn B. bifidum cin cé y8u t8 ting trudng maéi phat trién dugc. Khi ¢é
yéu 18 ting trudng s lugng vi khu&n nudi cdy tang 1000 I4n trong khi khong ¢6 yéu

t8 tang trudng vi khudn gan nhu khéng tang trudng vi vay cdn phai thém yéu t§
t&ng trudng vao méi trudng nudi cay.

Xac dinh ham lugng duéng thich hgp

Pé xac dinh ham lugng dudng thich hgp st dung méi trudng cé cac lugng dudng
khac nhau 1a 10g/, 20g/, 30g/l. Cdy clng 1 lugng vi khudn vao cac binh chia méi
trudng trén dé cé s6 vi khudn 1a 2,2x10° /ml méi truding. U 37°C/48h, dém vi khudn
séng/ml dich nudi cdy bang phuong phap pha lodng trong méi trudng ban ldng.Két
qua:

Bang 3.2.5: Anh hudng cla ham lugng dudng glucose trén sy ting trudng cla
B.bifidum

Ham lugng dudng  S6 vikhudn ban ddu  Sé& vi khudn sau 24 gid

(Vi khudn / mi) (Vi khudn /ml)
10 g/ | 2,2.10° 56.107
20g /| 2,2.10° 4,2 .10°
30 g/l 22 .10° 6,6.107

Két iudn: . Ham lugng dudng cao sy tang trudng cla vi khuZn bi dc chd. V6i ham
lugng dudng glucose la 20g/l vi khudn B.bifidum tang trudng t8t nhdt: s8 vi khuin
tdng khoang 2000 Ian trong khi v6i ndng d6 dudng thdp hon hodc cao hon déu cho
hiéu qua kém hon (chi tdng khoang 300 tan )

Xéac dinh nguén pepton thich hgp

Thit nghiém trén 3 ngudn pepton: pepton tir thit, pepton tir sita bdt va pepton tU siia
dau nanh.

Thyfc hién: Dung moi trudng chifa pepton tli cac ngudn: sifa, thit, dau nanh vdéi cling
mét ham lugng, cdy vao cdc méi trudng nay cling mét lugng vi khudn thr nghiém dé
c6 s6 vi khudn ban d4u 1a 3,5.10%ml mai trudng , 0 & 37°C/24 gid dém sG vi khudn
trong 1ml méi trudng b&ng phuong phap dém séng.Két qua:
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Bang 3.2.6: S& vi khuan /ml méi trudng véi cac ngudn pepton khac nhau

Mai truding S& vi khudn ban ddu S8 vi khuén sau 24 gid
Pepton tif sira 3,5.10° 6,1.108
Pepton tu thit 3,5.10° 4,2.10°
Pepton tif sita dau nanh 3,5.10° 5,2.10°

Két ludn: Ngudn pepton khdng anh hudng nhiéu dén sy tdng trudng cla B.bifidum

Nhu vay c6 thé st dung cac ngudn pepton trén dé nudi cdy vi khuin

Xac dinh ham lugng pepton thich hgp

.Dling méi trudng ¢6 ham lugng pepton khac nhau la 10g/,20g/, 30g/l. K&t qua
Bang 3.2.7: Anh hudng cla ham lugng pepton trén sy tang trudng cha B.bifidum

Ham lugng pepton  S& lugng vi khudn ban dau S6 lugng vi khudn sau 24

(g/) (vi khudn / ml) gid (vi khudn / ml)
10 22.10° 0,5 .10°

20 22.10° 2,5 .10

30 22.10° 52 .10°

K&t lugn: Ham lugng pepton ¢é anh hudng nhiéu dén sy ting trudng cha vi khuén,
dé dat hiéu xuat cao cln dung néng dé pepton la 30g/l méi trudng.

Xdc dinh dnh hudng cha mdt s8 chat khac trén sy tang trudng clha B.bifidum

Mot sd chédt nhu mudi khoang, L.Cystein ¢6 thé anh hudng trén sy tdng trudng nay.
Vi vAy dé sy tang trudng dat hidéu qua cao nhat cdn thém vao modi trudng nudi cdy
cac chat trén.

Thuc hiém: Ching t6i nudi cdy cung 1 lugng vi khudn vao cac mdi trudng ¢ thanh
phan kh&c nhau, s8 vi khudn ban ddu [a 1x10%m| moi trudng. Cac mobi trudng nay
c6 thanh phan co ban 14 pepton, chat ting trudng va dudng & cdc ndng do thich hop
nhu da khao sat & trén (mdi trudng s6 1), sau d6 thém vao cac thanh phin khac
(mdi trudng s 2). U 37°C/48h, d8m s6 vi khudn/ml dich nudi cay bing phudng phap
dém sdng (phudng phap pha lodng trong méi truéng ban 16ng).K&t qua:

Bang 3.2.8: Anh hudng clia mot s8 chat trén sy tdng trudng cla vi khudn B.bifidum

Mdi trudng S8 vi khuén ban déu S8 lugng vi khuin
(vi khu&n / ml) sau 24 gi& (vi khudn / ml)
Mai trudng sé 1 1,5.10° 45. 108
Méi trudng s 2 1,5.10° 8,6. 108

Két ludn: mudikhoang cé dnh hudng trén qua trinh ting trudng cha vi khuén ,
VGi cac kh3o sat trén ching téi di tim dugc céc diéu kién tot nhdt dé nudi cay
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B.bifidum: t° thuan nhiét 1a 37°C, pH méi trudng nudi cay tdt nhatla pH 7 va mai
trudng t8i uu 14 moi trudng s6 13

e Khao sat duding cong ting trudng

Pé thu dugc luong sinh khi I8n nhat,khodng thdi gian logarit ciia vi khuén,thdi gian
vi khuan bit diu suy tan cin két thic viéc nudi cdy , phdi x&c dinh dudng cong ting
trudng. _

Thyc hién: C4y lugng vi khudn ban ddu 1a 1,7x10°8 vi khudn /ml méi trugng. U ky kh(
tuyét ddi & 37°C. Sau céc khoang thdi gian dém s6 vi khu&n/ml dich nubi cdy bang
phuong phap dém séng va lap dudng biéu dién s& vi khudn/ml dich nudi cdy va thdi
gian.

Bang 3.2.9: Thdi gian ting trudng cla B.bifidum

Thai gian 0 gid 12 gid 24 gio 36 gio 48 gidy 60 g%
S&vikhudn 1,7.10° 2,1.107 42.10° 38.10° 35.10° 26.10°
/ml (N )
Log N 7,3 9,62 9,58 9,54 8,41
Logarit N
10

0 10 20 30 40 a0 6'0 70
Thdi gian (gid)
Bidu d6 3.2.1: Budng cong tang trudng clia B. bifidum
Két luam:. Giai doan logarit cla B.bifidum 1a 24 gid. Thdi gian cho sinh khéi t8i da 1a 24
gid, thdi gian suy tan sau 48 gid .
® Qui trinh nudi cay B.bifidum
Tu cdc két qua khao sat trén ching tdi thanh lap qui trinh nudi cdy nhu sau:

79



Géc vi khudn B.bifidum thudn ching

l

Hoat hoa

Cay vao MT, 0 37°C/18h
U ky, khi tuyst d&i .

Nhén giéng cap 1

LAy 10ml dung djch nudi cay da dugc
hoat hoa (1x10° ) vi khudn/ml cho vao
100ml MT nudi cdy s6 13437 °C / ky
khf tuyét ddi trong 18h

v
Nhén giéng cdp 2

Cho vao binh nudi cady chiia MT V=2 Iit,
nhan giéng cap 2, G 37°C/24h/ ky khi
tuyét dai.

Ly tam & téc do 5000 vong /phat

v
Sinh khoi B.bifidum

3.2.1.2.Nghién clfu méi trudng va quli trinh nubi cay L.acidophilus

® X4c dinh céc yéu t6 ly héa thich hgp cho sy tang trudng:

X4c dinh pH thich hop
CAy L. acidophilus vao moi trudng da didu chinh pH dé& tao chudi pH tir 2 4n 10,0 &

37°C/24h. Quan sat sy tidng trudng bang cach so dd duc va dém vi khudn bing
phudng phap dém séng (phuong phap pha lodng va trai ban thach).Két qua:
Bang 3.2.10: Khoang pH ting trudng cla L. acidophilus quan sat bing so do duc
pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10
= - T =

Miic do tang trudng -+ 4
3 pH 5,6,7 d8m vi khusn sdng bling phudng ph4p dém séng
Bang 3.2.11: Khoang pH ting trudng clia L. acidophilus quan s4t bang phuong
phap dém séng.
pH 5 6 7
5.10° 7.10°8

S8 vikhudn trong 1ml dich cdy  1,3.10°
Két ludn: khoang pH tdng trudng cha L.acidophilus 1a tit 3 — 9, pH thich hop
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nh&t cho su ting trudng la pH 6.
Xdc dinh méi trudng nubi cdy téi uu
Xac dinh ngudn pepton thich hgp:
SU dung mét s& nguén pepton khac nhau nhu tif sita, sifa dau nanh Cay vi khudn
vao c&c moi trudng trén véi s8 vi khudn ban ddu 13 1,5.10° (mdi trudng s8 18,
19,20), (1 37°C/24h. D&m s6 vi khudn séng/ml dich nuéi cdy bing phudng phép dém
sdng.Két qua:

Bang 3.2.12: Sy tang trudng cla L. acidophilus v&i cac ngudn pepton khac nhau

Méi trudng S6 vi khudn Casein Peptontli  Pepton tuf thit
ban dau sia dau nanh
S8 vi khudn/ ml dich cdy 5.10° 1,7 .10" 5.10° 8. 107

Két ludn: véi cac ngudn pepton trén vi khudn c6 thé tang trudng tdt trong moi trudng
pepton ti sita, v6i ngudn pepton tif thit cho hiéu sudt kém hon.

Xéc dinh vai trd chia yéu 16 tang truéng

Dé xac dinh vai trd clia y8u t6 téng trudng chang toi nudi vi khudn trong 2 moi
truding c6 va khdng c6 yéu td tdng trudng. Cay mét iugng vi khuin dé ¢ sé lugng vi
khudn ban ddu 1a 1,5.10% / ml méi trudng, G 37°C/ 24 gid, d&m s6 vi khuén trong 1m|
béng phuong phap dém sdng.Két qua:

Bang 3.2,13: S6 vi khudn/1ml dich cdy méi trudng cé va khéng cé yéu t8 tang
trudng

M&i trudng C6 chattang trudng  Khéng ¢ chat ting trudng
S8 vikhudn / 1m! 8.10° 3,7.10°

Két fludn: C6 sy chénh léch rat I6n vé s6 lugng vi khudn / ml dich cdy & 2 mdi trudng
c6 va khdng co chat tang trudng .Nhu vay chat tang trudng rat can thiét cho sy phat
trién cha L . acidophilus

Xéac dinh ngudn dudng thich hgp

Thit nghiém trén hai loai dudng l1a glucose va saccharose.Diing méi trudng cg ban
thém vao glucose va saccharose véi cac ham lugng khac nhau (céc thanh phan con
lai gidng nhau). Cay lugng vi khudn dé c6 s6 vi khuén ban ddu 1a 1,5. 10° /mi moi
trudng, G 37°C/24h. BEm s8 vi khudn séng/1m! dich nudi cay.K&t qua
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Bang 3.2.14: S6 vi khudn /ml dich nubi cdy & cdc néng dd dudng khac nhau sau 24
gid

Sacchrose Glucose
2% 4% 6% 2% 4% 6%
8,5.10% 5.10% 1,6.10° 1,2.10° 6,4.10°8 5.10°

Két luén: L.acidophilus c6 kha nang phat trién t8t trong méi trudng chia glucose hon
saccharose. Nong dd dudng thich hgp 1a 2% glucose

® X4ac dinh dudng cong ting trudng

Béng 3.2.15: Thdi gian ting trudng clha L.acidophilus

Thai gian 0 gid 12 giyy 24 gié 36 gio 48 gio 60 gid
S8 vikhudn/mi 3,7.10° 21.107 45.10° 35.10°Y 3,0.10° 2,6.10°
(N)
%,
Q
[

Biéu 46 3.2.2: Pudng cong ting trudng cha L. acidophilus
Két ludm. Sau 24 gid vi khuén L. acidophilus cho lugng sinh kh&i I6n nhat, Vi khudn
suy tan sau 36 gid.
Nhu vay chdng toi da x&c dinh dugc moi trudng tét nhat cho sy tang trudng diéu kién
nudi cdy 1a nhiét dd 37°C , mdi trudng vi hiéu khi , thu sinh kh8i sau 24 gid
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® Qui trinh nudi cay L. acidophilus

TU cac két qua trén, chling téi thanh lap qui trinh nubi cay L. acidophilus theo so dé
sau:

Gd&c vi khudn L. acidophilus thudn ching

l

Hoat héa

Cdy vao MT, & 37°C/18h
U vi hi&u khi.

Nhén giéng cép 1

Lay 10ml dung dich nudi ciy da dugc hoat
hoa {1x10° ) vi khu&n/ml cho vao 100mi
MT nuéi cdy, (0 37 °C /vi hiéu & 18 gio

v
Nhan gidng cép 2

Cho vao binh nudi cdy chia MT
V=2 Iit, nhan giéng cdp 2, 0
37°C/24h/ (1 vi hiéu khi. Ly tam &
t8c dd 5000 vong /phit

v
SINH KHOI

S0 d6 3.2.2: Qui trinh nudi cay L. acidophilus

3.2.2. Khdo sédt cdac yéu t6 én dinh va qui trinh déng khé B.bifidum va L.
acidophilus

3.2.2.1. Xac dinh thi gian nu6i cdy t6i uu

Muc dich: Xac dinh thdi gian nudi cdy t6i uu, sy dnh hudng cla thdi gian nudi cdy t6i
sy 8n dinh cha vi khudn Lactobacillus acidophilus trong qua trinh déng khd va bio
quan. G nhitng khodng thdi gian khac nhau clia pha tang trudng sé cé sy bén viing
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khac nhau sau qua trinh déng khé.

Thic hién: Nudi cdy 5 mau Tig(18h nudi cdy), To4(24h nudi cdy), To6(26h nudi cay),
T25(28h nuéi cdy), Tso(30h nudi cdy). Sau céc khodng théi gian tuong Ung: 18h, 24h,
26h, 28h va 30h dung phuodng phap dém sdng trong mbi trudng ban l1dng dém 1ml|
dung dich nudi cdy xac dinh thai gian nudi cdy t8i uu, sau dé ly tam I4y sinh khéi, va
d8m s6 lugng vi khudn sdng s6t va theo ddi s8 lugng vi khudn sdng theo thdi gian
bao quan. Két qua.

Bang 3.2.16: Anh hudng cla thdi gian nudi cdy vi khudn dén sy sdng soét cla vi
khu&n sau cac khoédng thdi gian khac nhau sau khi n dinh bdng phudng phap déng
kho.

Thai gian nudi cdy Téng s8 vi khuan Téng vi khudn séng Hiéu suét
(gid) séng trudc dong kho Sau khi déng khd (%)
18 1,5.10" 4,095.10" 23,4
24 2,25 10" 6,2055.10" 27,8
26 3 .10% 8,04.10" 26,8
28 2,5.10% 6,549.10" 26,1
30 2,75 .10" 6,65.10" 24,18

Két ludn: Vay sau 26h nudi cdy thu dugc lugng sinh khdi Idn nhat, sau khi dong khd
thi thai gian 24h cho hiéu suét déng khd cao nhat.

3.2.2.2. Xac dinh méi trudng ddng khd t5i uu

Anh hudng ciia Yeast Extract tgi hiéu suat déng khé.

Muc dich; Thém vao mét yéu t8 ting truéng dé xem anh hudng cla né t6i qué trinh
dong khd va bdo quan vi khudn Lactobracillus acidophilus.

Nguyén tdc: Yeast Extract la mét yéu t8 tang trudng ¢6 anh hudng t8i kha ning séng
s6t cla vi khudn theo thdi gian bdo quédn. Théng thudng Yeast Extract dugc pha vdi
néng dd 13 0,5%. Khi thém vao mau moét lugng Yeast Extract va ti€n hanh dong khé
song song v8i mdt mau khdng thém Yeast Extract thi s& x&c dinh dugc anh hudng
clia né.

Tién hanh: Nubi cdy vi khudn Lactobacillus acidophilus trong hai binh mdi trudng nudi
cdy (mdi trudng sita), sau dd trén vi khudn véi moi trudng cé yeast extract (My) va
khong c6 yeast extract (Mgr) $8. Tién hanh déng khd va dém lugng vi khudn séng
dé xac dinh hiéu suit ddng kho.Két qua:
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Bang 3.2.17: Anh hudng clia néng do Yeast Extract t6i sy séng s6t cla vi khudn sau

khi 8n dinh bang phuong phap déng kho.

Mau Vi khuén trong | K&t qua (1ml) | Téng vi khudn Hiéu suét
250 ml

My 221 5,3.10" 1,171.10% 36

Mer 23,1 4,9.10" 1,132.10* 34,8

Két ludn: Nhu vay khi thém Yeast Extract thi hiéu sudt dong khd khong tdt hon bao
nhiéu, dang theo ddi 8n dinh theo thdi gian.

Anh huéng clla ndng dd dudng cé trong méi trudng déng khd.

Muc dich: Khao sat sy dnh hudng cha dudng lactose trong qua trinh dong khd va xac
dinh ndng dé dudng t8i uu cho qua trinh ddng khd vi khudn.

Tién hanh: Thay d8i cac ndng dd dudng khac nhau trong khi ¢é dinh cac yéu td con
lai s& thdy dugc anh hudng cla dudng tdi qua trinh déng khé. Nudi cdy vi khuén
Lactobacillus acidophilus trong 5 binh moi trudng nudi cay s6 1(méi trusng sira), ly
tam I8y cdn vi khudn, sau dé trén vi khudn véi mai truéng ¢6 ndng dé dudng khac
nhau. Tién hanh déng khé va d&m lugng vi khudn séng dé xac dinh hiéu suét ddng
kho.K&t qua.

Béang 3.2.18: Anh hudng clia néng dd dudng t6i sy sdng sét chia vi khudn sau khi
~ 8n dinh bing phuong phap déng kho.

Méau T8ng s8 vikhudn ban | T8ng sd vi khuan sau khi Hiéu suat
dau dong khé (%)
L4% 2,31.10" 0,851.10% 36,8
L10% 2,85.10" 1,1374.10" 39,9
L15% 3,25.10" 1,67.10" 51
L20% 5,25.10" 3,31.10" 63
L25% 5,5.10" 3,82.10" 69,5
L30% 4,25 10" 3,126.10" 59,25

Nh&n xét: Nhu vay véi néng do 25% dudng lactose thi cho hiéu suat déng khd la cao
nhat.

Anh hudng ctia néng dé siia trong méi truéng déng khé.

Muc dich: Xac dinh ndng d6 ti uu cla sita trong méi trudng déng khd.

Tién hanh: Thay d8i cac ndng do khac nhau cla sita dé xac dinh néng d6 t8i uu cla
sita khi dong khd. Nudi cdy vi khudn Lactobacillus acidophilus, ly tam |dy cin vi
khudn, sau dé tron véi méi truéng cé néng dod sita khac nhau.. Ti€n hanh ddng khd
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va dém lugng vi khudn sdng dé xac dinh hiéu su&t dong kho. Két qua:
Bang 3.2.19: Anh hudng cla ndng dé Sita tdi sy séng sét cla vi khudn sau khi 8n
dinh béng phuong phap déng khd.

Mau Téng vi khudn ban dau T&ng vi khudn sau Hiéu suat
déng khé (%)
S30% 5.10% 3,37.10" 67
S40% 4,75.10" 3,402.10" 71
S50% 3,5.10" 26,19.10" 74

Thay d8i ti 1¢ vi khuan va méi trudng.

Muc dich. Xac dinh ti 1& vi khu&n va mdi truéng déng khd t8t nhat cho qué trinh dong
khd vi khudn Lactobacillus acidophilus.

Tién hanh.Thay déi tf 1& vi khudn so véi méi trudng dong khd dé x&c dinh 1 1é nao tot
nhét. Chung tdi chon céc ti 1é sau: Can ly tam/méi trudng 14 35/15, 35/35, 35/100,
35/150, tuong Ung v6i cdc mau Mys, Mas Migo, Myso . Nudi cdy vi khudn Lactobacillus
acidophilus, ly tam 1ay can vi khudn, sau dé tron vi khudn véi méi trudng. Ti€n hanh
déng khod va d&€m lugng vi khudn s8ng dé xac dinh hiéu sust déng khé.

Két qua:

Bang 3.2.20: Anh hudng clia ti 1& vi khudn va mdi trudng dong khé t6i sy séng sot
clia vi khudn sau khi 8n dinh béng phudng phap déng khé.

Mau T8ng s6 vi khudn trong T&ng vi khudn Hiéu sudt
35g can ly tam
| Mys 5,74.10" 1,34.10"% 23,4
| Mas 5,74.10" 3,951.10% 68,71
Moo 5,74.10" 4,59.10% 79,88
M1s0 5,74.10" 4,38.10" 76,17

K&t ludn: Nhu vay vdi ty 1& 35 g cdn vi khudn tron v6i 100 ml méi trudng déng khd thi
sé ¢6 hiéu sudt cao nhat. Khi dé s& vi khudn trong 1 g bdt déng khé 1a 6x10 ' vi
khuén
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3.2.2.3. Qui trinh déng khé vl khudn
Sinh khél vi khuan B.bifidum, L. acidophilus
Trén véi méi trudng dong khd,
lam lanh
Péng khé & may déng khé trong diéu kién -50°C
&p suat 0,04 mbar

|

Bt vi khudn déng kho

3.2.3. Xay dyng tiéu chudn va qui trinh ki€ém dinh vi khudn
3.2.3.1. Pinh danh vi khuan Bifidobacterium bifidum
°  Trudc khi dinh danh can phan [ap dé c¢6 vi khu&n tinh khiét cho cac budc thi
nghiém sau
SO DO PHAN LAP B. bifidum

1g b6t vi khuan ddng khé
hoat hoa trong 10ml méi trudng sd 1
l (i 37°C / 18 gi®

Phan 1ap trén méi trudng sé6 2
O ky khi tuyét d8i 37°C /48 gi& ,chon khom
l 181, tron trdng duc, nhdt d# 1-2mm

Nhuém Gram
Vi khudn Gram (+), khdéng cé bao
t¢, t& bao hdi cong, dadu trdon, hai
dau bit mau dam, x&p riéng ré hodc chil
XY ..

A 4
Binh danh vi khuin
Sd dd 3.2.3. So dé dinh danh vi khuan B. bifidum
Dinh danh & muc do chi (genus): dya vao céc dic diém sau
o Hinh dang kich thudc khém vi khuén
- Phan lap vi khuén trén méi trudng s8 2: khém vi khudn tinh khiét trén méi
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trudng s8 2 c6 cdc dic diém: khém I8i, tron, tring dyc nhy sila, hoi nhét, d #
1-2mm

Hinh 3.2.1: Khudn lac B.bifidum trén mdi trudng s8 2
o Quan sét hinh dang, kich thudc vi khuén
Nubi vi khudin trén méi trudng s§ 1, sau 24 gid nhudm Gram va quan sat dudi kinh
hi&n vi X1000, nhan thdy:
- Vi khudm bit mau Gram (+), khdng sinh bao ti
- Kich thudc vi khuén: dai 3 — 3,5um, rdng 0,3 - 0,4um
- Hinh dang vi khuén:
e Sau 24-48 gid: vi khudn dang que hdi cong, hai ddu tron phinh ra hosic ddu to
ddu nhd , bét mau d&m & hai ddu, c6 thé x&p riéng ré hodic hinh chi Y, V, Gram + ,
khéng sinh bao td
» Sau 60 gid: mdt s8 vi khu&n chuyén sang dang ngon Ita dén cdy, hoiic hinh
gdy, hinh khic xuong, hai ddu tron va bét mau dAm; c6 thé cdé dang ndy chéi.
T4t ci cdc hinh dang dic bidt ndy diing nhu hinh dang cia B.bifidum d& dugc
mé t4 trong tu dién phan loai cha Bergey.



Hinh 3.2.2: B.bifidum qua kinh hién vi x1000
o Khda niing chiu dyng acid
C4y vi khufin vio mdi trudng da dudc didu chinh & cac pH khéc nhau: 1,2,3,4548p &
37°C/24h, quan sét sy ting trudng cla vi khuén blng mét thudng: va nhuém mau
Gram huyén troc vi khu&n & &ng c6 vi khufin moc d8 xéc dinh la vi khufn B.bifidum,
cho két qua:
Béng 3.2.21: Khé néng chiu dyng pH acid chia B.bifidum
pH méi trudng 1 2 3 4 5
Vi khuén - - - + +

+: ¢6 moc
- khéng moc
Nhu vy vi khuén c6 khéd n#éing chiu dugc pH acid (pH 4) , diy 1& mdt dic tinh clia vi
khuéin B.bifidum.

o Kha nfing d6ng ty siia
Cdy vi khudn vao mdi trudng cé b8 sung 2% sita G 37°C/24h thily sau 3 gid c6 sy
dong ty siia, 1 gid tiép theo mdi trudng trd nén x5p va King.

o Két qudl cic phan (ing sinh hod:
Vi khuén cén dinh danh cé cdc dic diém vé hinh dang, cach xdp xé&p t6 bao, hinh
dang khém va céc dic diém sinh Iy gidng nhu tai lidu da md td . Chang tbi ti€n hanh
budc cudi cling la xac dinh cac ph&n (ng sinh ho4 .
Xéc dinh céc phén dng sinh hod .
Nguyén tdc: S dyng bd kit Api 20A cd cac phan dng sinh hoa cén thiét dé dinh



danh B.bifidum.

BY kit Api 20A cia hang Bio Miereux chia cdc méi trudng dudng va méi trudng cho

mdt s6 phan (ng sinh hod. Vi khuén tinh khiét dugc hoat hoa trong mdi trudng &

37°C/24h sau dé 14y vi khudn cho vao NaCl 0,9% vb triing, dung micropipet hit

chinh xac 50pi cho véo tiing gi€ng trén bd Api 20A. U ky khi 48h va doc két qua.
Béng 3.2.22: K&t qua phén iing sinh héa clia B. bifidum

STT Phaniing K&t qua
01  Arabinose (ARA) -
02 Xylose (DXYL) -
03 Ribose (RIB) -
04  Gluconat (GNT) -
05 Cellobiose (CEL) +
06 Lastose (LAC) +
07  Manitol (MAN) -
08 Melezitose (MLZ) -
09  Salicin (SAL) -
10  Starch (AMD) -
11 Trehalose (TRE) -

Hinh 3.2.3: C4c phan (dng sinh héa clia B.bifidum qua bd kit API20A
K&t ludm. Dya vao cac két qua vé hinh thai, dic diém sinh ly va phdn Ung sinh
hod , k&t luin la B.bifidum.



3.2.3.2. Dinh danh vi khuén Lactobacilius acidophilus
S dé phan i4p:
1g bot c6 chida vi khuéin L. acidophilus
Hoat héa trong méi trudng nudi cdy, G ky
khi & 37°C/18 gid
Huyén troc c6 chia vi khugn
Phan lap trén modi trudng
+ U vi hidu khi 37° C/ 24 gié
Nhudm Gram céc lgai khém trén bén thach,

Quan sat hinh dang
Dinh danh vi khufin

Binh danh vi khuén

Nguyén tdc: Dya véo cdc dic diém cla gidng Lactobacillus 1a 1 nhém vi khuén hinh
que, Gram (+), khdng di ddng, khdng sinh bao tilt, d& lau (72h) sé sinh dj dang, vi
khuZn x&p thanh chudi dai trong mai trudng Ibng. Vi khudn ¢6 kha nding sinh trudng
3 méi trudng acid, vi khudn sin xuat acid lactic va ¢6 khi niing lim ngung ty siia.
Chiing t6i dya vao cac dic diém nay dé nhan dinh gidng.

Két qué khdo sét hinh dang vi khufm:

e Nudi vi khudn trong méi trudng Kbng, & 37°C/24h. Quan sat dudi kinh hién vi
X400 théy vi khuén khdng di déng. Nhudém mau Gram va quan sét dudi kinh hién vi
X1000, th&y vi khuén hinh que, x&p thanh chudi dai, b4t mau Gram (+), kich thudc vi
khuéin: ngang 0,5um, dai 2,5-3pm, khdng sinh bao tl. Tiép tuc O 37°C/24h: vi khuén
c6 dang rét dai (di dang ).
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Hinh 3.2.4: L.acidophilus qua kinh hién vi x1000
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e Hinh théi khém vi khuén trén mdi trudng diic: Cho céc khuén tac tron, 15,
mau tréng dyc nhu sita, d# 0,25-0,5mm. T 4-7 ngay khém vi khuéin c6 mau vang
ndu, d# 1-1,5mm.

Hinh 3.2.5 : Khuén lac L.acidophilus
Khdo sdt kh& ndng chiu dyng mdi tnidng acid

Mbi trudng I6ng dugce didu chinh pH bing acid lactic tao chudi pH 2, 3, 4, 5 cdy vi
khufn cAn nh4n dinh, O 37°C/24h. quan sat sy phéat trién cha vi khudn dya vao dd
dyc va nhudém mau Gram. So sdnh khd niing chiu dugc acid clia vi khuén v6i khd
niing chju dyng acid clia E.coli va S. aureus.

Két qui:
Béng 3.2.23: Kha n&ng chiu dyng acid cGia vi khuén nhén dinh
pH 2 3 4 5
Vi khuén nhé&n dinh - + + +
E.coli - - - +
S. aureus - - - +
+: ¢ ting trudng
-: khdng téing trudng

K&t lugn. vi khuén c6 kha niing chiu dyng pH=3
Khio sdt khé ndng ngung k&t sila C8y vi khudn vao mdi trudng dugc b8 sung 2%
siia, 0 37°C. Sia bi ngung tu sau 3 gid
Két ludn: vi khudn nhdn dinh c6 dic diém vé hinh thdi va sinh ly cha gifng



Lactobacillus

o Nhé&n dinh loai:

Nguyén tdc: giéng Lactobacillus dugc phan loai tdng quat nhu sau:

+ Nhém déng lactic: sdn xudt acid lactic vSi lugng cao(trén 80% acid lactic so vdi
acid tdng céng), dugc chia lam 3 nhdm nho:

Nhém thuan nhiét 37°C-45°C: gbm c6 L./actis, L. acidophilus, L.bifidus, L.
helveticus, ...

Nhém thuan nhiét 28°C-32°C: gém ¢é L.casei, L. leichmannu, L. plantarum.

Nhém thudn nhiét 45°C-62°C: gbém c¢6 L.bulgaricus, L.thermophilus, L.
delbruneckii.

+ Nhém di lactic: san xudt 50% acid lactic, 50% ethanol:L.acidophilus thugc nhém
déng lactic, thuan nhiét 37°C-45°C, day la nhilng dic diém dé nhan dinh loai.

Nhu vay dé nhan dinh loai cdn xac dinh ki€u 1&n men lactic, thuan nhiét va cudi
cung la phan Ung sinh héa.

Xac dinh kiéu 1én men lactic

Pé xac dinh vi khudn 1&n men theo ki€u déng lactic hay dj lactic cdn dinh lugng

acid t6ng cdng va acid lactic tao thanh

o Dinh lugng acid 16ng cdng.

Cdy vi khudn vao mai trudng nudi cdy, &p 37°C/48h, ldy 10mi dich cdy dun dé

loai CO,, sau dé dinh lugng bdng NaOH 0,1N chi thi dd phenolphtalein. LAm song

song v6i 1 mau trdng khéng cdy vi khudn. Thyc hién 3 14n va ldy két qué trung

binh, .

Bang 3.2.24: k&t qua dinh lugng acid t8ng cong

Lan thd nghiém S8 ml NaOH 0,1 N dé trung hoa 10ml dich cay

Lan 1 10,8
Lan 2 10,6
Lan 3 10,7
Trung binh 10,7

e Dinh lugng acid lactic
Cdy vi khudn vao méi trudng léng, dp 37°C/48h, ldy 100ml dich cdy, thém vao
Ca(OH), dén pH=7. Bun néng dé tha protein va loai CO,, cd, b&c hoi d8 ldy calci
lactat. Binh lugng calci lactat theo dugc dién quéc t&
Két qua: Lugng Calci lactat ¢6 trong 10ml dich cdy la 0,905g tuong ung vdi 0,74g
acid lactic. Dé trung hoa 0,74g acid lactic nay cdn 7,75ml NaOH 0,1N
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So sanh lugng acid lactic san xuat véi lugng acid t8ng cong thong qua s& ml NaOH
0,1N dung dé trung hoa.
Bang 3.2.25: So sanh lugng acid lactic va acid tdng cdng

S6 m| NaOH S8 ml NaOH % acid lactic so véi acid
Pé trung hoa acid tdng cong  dé trung hoa acid lactic tdng cong
10,7 7,75 80%

Két ludn: vi khudn nhan dinh I&n men déng lactic
Xac dinh thuan nhiét: Vi khudn cé khd ning phat trién trong mét khoéng nhiét dg,
nhung théng thudng s& c6 mét nhiét dd thich hgp nhat cho sy tdng trudng goi la
thuan nhiét.

Thyc hiém. cdy vi khudn vao mai trudng 16ng, 0 & cac nhiét ddé 32°C, 37°C,
45°C, 50°C, 55°C / 24h. Quan séat sy tang trudng cla vi khu&n bing cach do do
duc.Két qua:

Bang 3.2.26: Sy tang trudng cla vi khudn & cac nhiét dé khéc nhau

Nhiét do 32°C 37°C 45°C 50°C 55°C
Téng trudng + ++ + - -
+: ting trudng it ++: tang truéng manh
+: tAng trudng rat it -: khéng ting trudng

K&t ludn: vi khudn nhan dinh cé thuan nhiét 1a 37°C.
Khao sat phén (ing sinh hoa:
P& nhan dinh mdt cach chic chan loai can thuc hién cac phan Ung sinh hoa dé
phén biét loai acidophilus va céc loai khac.
SU dung bd kit API 20A dé thuc hién cac phan Ung sinh hoa
Thic hiém. cdy vi khudn trén méi trudng déc, O ky khi & 37°C/24h, sau d6 cdy va
chuyén vi khuén vao moi trudng ldng s6 18, G 37°C dén khi ¢6 dugc huyén troc
tuong duong McFarlanc s& 2. Ding micropipette cho huyén troc vi khudn vao céc
giéng cla bd Api 20A. Nhd parafin 1dng vao miéng giéng, U ky khi 24 — 48h. Sau dé
doc két qua.
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Béng 3.2.27: Phén (ing sinh héa cla L. acidophilus

STT Phén dng Ké&t qua
1 Indol (IND) -
02 Uré (URE) -
03 Glucose (GLU) +
04 Manitol (MAN) +
05 Lastose (LAC) +
06 Saccharose (SAC) +
07 Maitose (MAL) *
08 Salicin +
09 Xylose -
10 Arabinose (ARA) -
T Gelatin (GEL) -
12 Esculin (ESC) +
13 Glycerol (GLY) i
14 Cellobiose (CEL) +
15 Mannose +
16 Melezitose (MLZ) -
17 Raffinose (RAF) -
18 Sorbitol (SOR) +
19 Rhamnose (RHA) +
20 Trehalose (TRE) +
21 Catalase -

K&t lugn: Tl céc két qua thu dugc vé dic diém sinh ly clia vi khufn va phén dng
sinh hod , c6 thé k&t ludn 14 L. acidophilus.

Hinh 3.2.6: Cac phén iing sinh héa clia L acidophilus qua bd kit API20A
Ap dyng trong dinh danh mdt $8 miu kiém nghiém

Chiing t6i 4p dyng qui trinh kiém nghiém dé dinh danh lai mdt s6 chd phdm hién
dang luu hanh trén thj trudng. Két qué:



Bang 3.2.28: K&t qua dinh danh & muc dé chi

. Mau
TT | Do diém 001 002 003 004 0061 0062 021 0071
1 MRS + + + + + + + +
2 | Hinh Loi, Trén, | Tron, | Tron, | Trén, 16i | L6, Léi, Léi,
dang trén |6i cao | l8icao |16icao | cao trén tron trén
khém
3 | Kich #mm | #2mm | #2mm | #2mm | #1.5mm | #1mm | #2mm | #1mm
thudc
4 | Mausic | Hoi Hai Trdng | Trdng | Trdng Hoi Tring | Hoi
duc duc kem kem kem duc kem duc
6 Gram + + + + + + + +
7 | Tryc + + + + + + + +
khudn
8 |Céachxdp |Cép, |Cadp, |Cdp, |Cap, |Cap, Cap, |Cap,
x&p chudi | chudi | chudi | chudi | chudi chudi | chubi
ngén ngdn ! ngin | nogidn | ngén ngdn | ngdn
9 | Bao tu - — - - - - -~ -
10 [ Di dong - - - - - = + -
11 [ Catalase - - - - - - - -
Kétludn |Pldng |Pung [ Bdng | Bing | Bing Bing | Puing | Bung
o DBijnh danh & muc dé loai
Bang 3.2.29: K&t qua dinh danh bang kit AP 20A
Mau [ Vikhudn dé nghi 1d% T Thit lai
001 1. L.acidophilus / jensenii 70,1 1,00 0
2. Eubact. Aerofaciens 27,8 0,97 0
002 1. L.acidophilus / jensenii 58,6 0,13 3
2. Bifidobacterium spp 17,2 0,13 4
3. Clostridium ranorum 14,8 0,11 2
4. Actino. Israelii 7.9 0,11 3
003 1. Bifidobacterium spp 91,1 0,25 3
2. Aclino. israelii 4.8 0,07 3
3. L.acidophilus / jensenii 3,1 0,00 4
004 Khéng phéan biét duge
0061 | 1. Bifidobacterium spp 91,9 0,42 3
2. Actino. israelii 4.8 0,24 3
3. L.acidophilus / jensenii 3,1 0,08 4
0062 | 1. L.acidophilus / jensenii 70,1 1 0
2. Eubacl. aerofaciens 27,8 0,97 0
0071 | 1. L.acidophilus / jensenii 68,1 0,83 0
2. Eubact. aerofaciens 29,7 0,81 0
021 1. Bifidobacterium spp 65,8 0,51 2
2. Actino. israelii 26,5 0,48 2
3. Bifidobacterium spp 1 7,3 0,47 3

= Kit Api 20 A chl c6 thé phan biét dugc mét vai loai trong chi Lactobacilius.
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Béng 3.2.30: K&t qua dinh danh béng kit API 50 CHL

Miu |Vikhudnddnghi |[1d% [T Thi | Testbd sung | K&t lugn
lai
001 | 1. Lacidophilus1 (496 (092 |0 Khdng tam L. acidophillus
quay AS phén
cuc
2. L. delbrueckii 431 {084 |1 Lam quay AS
spp lactic phén cyc
002 | 1. L. rhamnosus 91,5 (054 |2 Moc dugc & L. rhamnosus
45°C
2. L paracasei ssp | 8,2 0,05 |2 Khéng moc
paracasei 1 duge & 45°C
003 | 1. L. rhamnosus 93,6 |042 |3 L. rhamnosus
004 | 1.L. rhamnosus 90,4 |051 |3 Moc duge & L.rhamnasus
45°C
2. L. paracasei ssp 8,6 0,42 4 Khéng moc
. paracasei 1 dugc & 45°C
0061 | 1. L. rhamnosus 999 |099 |0 L.rhamnosus
0062 | 1. [ _acidophilus1 (849 (1089 10 L_acidophilus 1
0071 | 1. L.acidophilus3 |47,9 1049 [0 Tryc khudn L .acidophilus 3
2. Lactococcus 339 (041 |1 C4u khuén
lactic
021 | 1. L. plantarum 999 ;082 |0 L. plantarum

*L. rhamnosus con goi la L. casei ssp rhamnosus.

a — Khuéin lac trén méi trudng thach MRS.
b — Hinh dang vi khudn quan s&t trén kinh hién vi (x320).
¢ — Ké&t qua I&n men dudng trén Kit AP1 50 CHL.

Hinh 3.2.7: Mt 8 hinh &nh vé L. acidophilus 1 td miu 001.
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i

a ~ Khu#n lac trén mdi trudng thach MRS.

b — Hinh dang vi khudn quan s4t trén kinh hién vi (x250).

¢ ~ K&t qua 1&n men dudng trén Kit AP 50 CHL.

Hinh 3.2.8: M6t 36 hinh Anh vé L. acidophilus 1 td mau 006.

a — Khudin lac trén méi trudng thach MRS.
b — Hinh dang vi khudn quan sét trén kinh hién vi (x250).
¢ — K&t qui 14n men dudng trén Kit AP1 50 CHL.
Hinh 3.2.9: M)t s8 hinh &nh vé L. acidophilus 3 t méu 007.
3233. Binh lugng 8 vi khulin
Thim dinh qui trinh
o Phuong phép tron trong mdi trudng rén
s B chinh xac
M&u sit dyng: 004
MJdi trudng st dyng: M6&i trudng MRS agar.



Q = 0,237 < Q, = 0,389: Day khéng c6 gia tri bat thudng.
Bang 3.2.31: K&t qua kh&o sat dd chinh xac

Néng d6 pha loang: 107, 107, 108, 107, 107°.
Loai gia tri bat thudng bang trdc nghiém Dixon

Néng do 10 ° Két qua
Pia 1 Pia2 | Dia3 TB N Nmin Nmax

Lan 1 45 36 42 | 41,00 | 4,10x10"™ | 3,4x10" | 4,9x10"
l.4n 2 47 46 40 | 44,33 | 4,43x10" | 3,7 x10" | 5,3x10"™
Ldn 3 45 46 40 | 4367 | 4,37x10" | 3,7x10" | 52x10™
Lan 4 38 36 42 | 38,67 | 3,87x10" | 3,2x10" | 4,6x10"
Lan 5 42 48 46 | 4533 | 4,53x10" | 3,8x10" | 4,5x10"
L&n 6 43 42 39 | 41,33 | 4,13x10" | 3,4x10™ | 4,9x10"

Sé liéu théng | Trung binh 4,24x10%°

ké S 0,25 x10"°

Hé s& phan tan CV% 5,87 <15%

e D ding:

Bang 3.2.32: K&t qua khao sat dd dlng

M3u st dung: Mau 004 dugc pha lodang 10 Ian.
Méi truong su dung: MRS agar.
Loai gia tri bat thudng bdng trac nghiém Dixon
o Qs =0,636 < Q, =0,667: DAy khong c6 gia tri bat thudng.
o Qi = 0,381 < Q, = 0,667: Day khong cé gia trj bat thudng.
o Qiso% = 0,364 < Q, = 0,667: Day khong cé gi4 tri bat thudng.

N|Tyle | Giatrity | Néng do: 10~® | Trung | Téng dém |Thuyc t& thu| Ty I& phyc
thém | thuyét | Bia | Bia | Bia | binh dugc hdi héi Pi (%)
% 1 2 | 3

1 65| 62| 63| 63,33 6,33x10° | 2,00x10° 108,58
2 50 |2x9,64x10%| 58| 65| 62| 6167 6,17x10°| 1,93 x10° 99,93
W 60 61; 60| 60,33| 6,03x10°| 1,80x10° 63,01
4 82| 80| 76| 79,33| 7,93x10°| 3,70 x10° 95,78
E 100 |4x9,64x10%| 80| 88) 85| 84,33 8,43x10°| 4,20 x10° 108,75
6 74| 81| 75| 7667 | 7,70x10°| 3,43 x10° 88,87
7 98| 90| 98| 9533 9,53x10°| 5,30 x10° 91,52
‘8| 150 {6x9,64x10°| 96| 99| 91| 9533 | 9,53x10°| 5,30 x10° 91,52
B 95| 98| 92) 9500| 9,50x10° | 5,26 x10° 90,94
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N

> Ppi

Ty 18 phyc héi F = E'7V—=96,54% = Léch 3,46 % so vdi gia tri ly thuyét.

(D6 léch cho phép £ 15%).
o Phuong phap tron trong moi trudng ban ldng
¢ D& chinh xac:
MAu s dung: 004
M&i trudng st dung: M@&i truding MRS broth + 2% agar.
Néng dd pha lodng: 1078, 107°,107"°.
Loai gi4 tri bat thudng béng trdc nghiém Dixon
Q = 0,200 < Q, = 0,389: DAy khong cé gia tri bat thuang.
Bing 3.2.33: K&t qua khao sat d6 chinh xac

Néng do: 107° Két qua
6ng 1 dng 2| Ong3 Trung binh N Nmin Nmax

Lan 1 35 40 42 39,00 | 3,90 x10™| 3,2x10"™| 4,7 x10™
La4n2 42 46 40 42,67 | 4,27 x10"°| 3,6 x10"| 5,1 x10™
Lan 3 47 40 41 42,67 | 4,27 x10'°| 3,6 x10"°| 4,3 x10"
Ldn 4 42 49 44 45,00 { 4.50 x10"°| 3,8 x10"| 5,3x10"
Lan 5 42 40 45 42,33 | 423 x10"| 3,5x10"| 5,0x10"
Lan 6 43 40 40 41,00 | 4,10x10™| 3,4 x10"| 4,9 x10"

Trung binh 4,21 x10%°
Sé liéu théng ké S 0,19 x10"

Hé s& phan tan CV% 4,74% <15%

¢ D& dang

Mau sl dung: 004
Mabi trudng s dung: Moi trudng MRS broth + 2% agar
Loai gid tri bat thudng bang tréc nghiém Dixon
o Qso% =0,500 < Q,=0,667: Ddy khdng cé gia tri bat thudng.
o Qioex = 0,375 < Q= 0,667: DAy khdng c6 gi4 tri bat thuéng.
o Q150% = 0,455 < Qo = 0,667: Day khdng cé gia tri bat thudng
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Béng 3.2.34: K&t qua khao sat dd dung

N|Tyle | Gia tri Néng d6:0,5x10® | Trung| Téng Thycté | Tylé

théem | Iy | Ong1|Bng2|Bng3| binh |d&m dugc| thuhdi |phyc héi

vao |thuyét Pi (%)
1 x 32 30 31 (31,00 |6,20 x 10°|1,96 x 10°| 101,66
2| 50% | 2 “:9 30 32 34 (32,00 |6,40 x 10°|2,16 x 10°] 112,03
3 & 30 31| 32 [31,00 6,20 x 10°[1,96 x 10°| 101,66
4 3 41 41 36 (39,33 {7,87 x 10°|3,63x10°| 94,05
5(100% | & @ 40 37 | 43 |40,00 |8,00x10°|3,76 x 10°| 97,51
6 s 42 37 | 40 (39,67 [7,97x10°|3,69x10°| 95,78
7 x 50 46 48 (48,00 {9,60x 10°|5,36 x 10°| 92,67
8[150% | & o 42 50 | 46 |47,00 |9,40x 10°|5,16 x 10°| 8575
9 o 48 47 | 46 |47,00 |9,40 x 10°[5,16 x 10°| 89,21
Ty 1& phuc héi F = ‘T= 96,7% = Léch 3,3% so vdi gia tri ly thuyét.

(P léch cho phép + 15%).

So sanh phuong phap mai trudng rdn va mai trudng ban ldng
M&u sl dung: 002

Mdi truéng rdn: Méi trudng MRS agar
Mbi trudng ban 16ng: Moi trudng MRS broth + 0,2% agar.

Néng dd pha lodang: 107°,107,10°®, 2x 1078, 10°°.
Loai gi4 tri bat thudng bang trdc nghiém Dixon
= 0,261 < Qu = 0,389: DAy khdéng c6 gia trj bat thudng.
0 Q mai trong ban 13ng = 0,242 < Qa = 0,389: Day khdng c6 gia tri bat thudng.

0 Q wmei trudng rdn
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Bang 3.2.35: K&t qué so sanh méi trudng rin va mai trudng ban 16ng

Phuong |Néng Lan 1 Ld4n2 {l4n3 |Lan4 |L4n5 |Lans
phéap dd
Mai 107 | Pra 1 228 230 220 238 224 228
trudng Pia 2 236 232 226 230 234 230
rén Pia 3 230 228 228 226 236 228
B 231,33 | 230,00 | 224,67 | 231,33 | 231,33 | 228,67
Két
qué 2,31x10% 2,30x10°% 2,25x10° 2,31x10% 2,31x10°| 2,29x10°
Mbi 2.107% Ong 1 55 40 49 49 47 45
trudng Ong 2 62 43 48 46 45 53
ban Ong 3 54 42 52 48 52 51
I6ng TB 57,00] 41,67| 49,67 47,67 48,00| 4967
Két 9 9 [} 9 9 2]
qud 2,85x10°| 2,08x10°| 2,48x10°| 2,38x10° 2,40x10°| 2,48x10

t=1,50 < < 1,=2,57 = Hai phuong phap khdng khac nhau.
So séanh mdi trudng thach MRS va mai truéng thach Tomato

Méi trudng sl dung: MRS agar va méi trudng Tomato agar.
Mau s dung: 002
Loai gid trj bdt thudng bang trdc nghiém Dixon

o Q wmoivvongMRs agr = 0,261 < Qo = 0,389: Day khdng c6 gia tri bat thudng.

s} Q Mdbi [ruﬂng Tomato agar = 0,333 < Q(I = 0,389 Déy khéng 06 gié tl'i bé’t thUdng.
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Bang 3.2.36: K&t qua so sanh méi trudng thach MRS va thach Tomato

Phuong |Néng Lan 1 L&n 2 LAn 3 Lan 4 LAnS5 | Lané
phap do
Mbi 1077 |Pia 1 228 230 220 238 224 228
trudng Bia 2 236 232 226 230 234 230
MRS Pia3 230 228 228 226 236 228
agar Trung
binh 231,33 | 230,00 | 224,67 | 231,33 | 231,33 | 228,67
Ké’t 9 9 9 9 9 9
qu;";\ 2,31x10% 2,30x10%| 2,24x10° 2,31x10%( 2,31x10%] 2,28x10
Mbi 1077 |Dia 1 229 231 228 236 224 230
truéng bia2 238 230 226 230 232 230
Tomato Pia 3 236 228 229 228 238 225
agar Trung
binh 234,33 | 229,67 | 227,67 | 231,33 | 231,33 | 228,33
Két 9 9 9 2] 9 9
qua 2,34x107) 2,30x107] 2,28x10% 2,31x10°} 2,31x10% 2,28x10
t=0,61 < t,=2,23 = Hai mdi trudng khéng khac nhau.
Kha néng chiu pH acid da day va dich mat
Kha ning chiu acid da day
Mau dugc th(r song song vdi:
o Ching dudng la Bacillus subtilis
o Chung am Pseudomonas aeruginosa
Méi thit nghiém dugc lap lai 3 tan.
Béng 3.2.37: Kha ning chiu pH acid da day
STT | PH Mau Nhan xét
001 | 002 | 003 | 004 | 021
1 1 + + + + + T4t c4 cdc miu déu c6 kha nidng chiu
2 2 + + + + + pH acid ti 1-4 trong 3 h.
3 3 + + + + +
4 4 + + + + +

Kha nang chiu dich mat

MAu dugc th song song véi:

o Hai ching duong la: Streptococcus faecalis va E. coli.
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o Hai ching am la: Staphylococcus aureus va Pseudomonas aeruginosa.
Mi thir nghiém dugc lap lai 3 1an,
Bang 3.2.38: Kha niang chiu dich mat

Néng Mau o
STT Nhan xét
dd% ;001 | 002 | 003 | 004 | 021
1 20 |+ + + + + T4t cd cac mau déu chju dugc 3h vai
2 15 |+ + + * + ndng dé mudi mét cao nhit 1a 2%.
3 1,0 + + |+ + +
4 0,5 + + + + +

Kha nang chiu pH acid va dich mat
« pH thay déi t& 1—4, néng d6 acid mat 1 0,5%.
Bang 3.2.39: Khd ning chiu acid va dich mat 0,5%

STT {pH | Mau Nhan xét
001 1002 | 003 | 004 |O021
1 1 + + + + + T4t ca cac mau con séng qua 2 giai
2 2 + + + + + doan.
3 3 + + + + +
4 4 + + + + +

e pH thay déi ti 1-4, ndng dé acid mat I1a 1,0%.
Bang 3.2.40: Kha niang chiu acid va mudi mat 1,0%

STT | pH Mau Nhan xét
001 ;002 | 003 | 004 |02t
1 1 + | + + + + | Tatcd cdc mau con séng qua 2 giai
2 2 + + + + + doan.
3 3 + + + + +
4 4 + + + + +

e pH thay d8i tty 1-4, néng d6 acid matl1a 1,5.
Bang 3.2 41: Kha ning chiju acid va dich mat 1,56%

STT | pH MAiu Nhan xét
0011002 003 | 004 | 021
1 1 + | + + + + | Tt ca cac mau con sdng qua 2 giai
2 2 + + + + + | doan.
3 3 + + + + +
4 4 + + + + +
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pH thay ddi tif 1~4, néng d6 acid mat la 2,0%.
Bang 3.2.42; Kha niing chiu acid va dich mat 2,0%

STT Mau o
pH Nhéan xét
001 | 002 | 003 | 004 | 021
1. |1 + + + | + | + | Tatca cédc miu con sdng qua 2 giai
2. 2 + + + + + | doan.
3. 3 + + + + +
4. 14 + + + + +

3.2.3.4. Xéac dinh a6 nhiém khuén va ndim méc.(DBVN Ill PL 10.7)
3.4.1. Tim E.coli va Staphyloccocus aureus
Nguyén tdc: Dung maéi trudng chon loc cho E.cofi va Staphyloccocus aureus dé
cdy dich (Pha ti ché phdm b&ng nudc mudi sinh ly), Quan sat sy moc trén cac mébi
trudng dé két luan cé nhiém cac vi khudn nay khéng
Béng 3.2.43: K&t qua khdo sat dé nhiém khuén

Mau Muc tidu chuén 001 | 002 | 003 | 004 | Ké&tluén
Téng s8 ndm < 100 CFU/g 0 0 16 4 | Pat
Staphylococcus | Khdng dugce ¢6/ 1g Dat
aureus - - - -
Salmonella sp. Khdéng dugc cé/ 10g - - - - Pat
E. coli Khong duge co/ 1g - - - - Pat
Enterobacteria & | < 100CFU/ 1g <1 <1 <10 <1 bat
vi khuan Gram
am khac
K&t luan Pat | bat | Pbat | bat

Anh hudng cia mau I&n kha nang phat hién

Vi céc Lactobacillus dugc cho 1a ¢6 kha nang canh tranh vdi céc vi khu@n gay bénh,
ching tdi tin hanh khao st kha nang phat hién lai cac vi khu&n nay khi trén trong
mau Lactobacillus. Nhiing vi khudn dugc chon thém vao mau la nhiing vi khudn ma
cac Dugc dién quy dinh khéng dugce phép cé trong cadc ché phdm ding dudng uéng
khéng thé tiét tring dugc.
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Bang 3.2.44: Anh hudng clia mau 16n kha néng phat hién

Ndng dd vi sinh vat thém vao | 100 t& bao/g 10 té€ bao/g 1 t& bao/g
M100 C1(.‘!() M10 C10 M1 C1

Vi sinh vat thém vao Staphylococcus aureus

S8 méau phat hién 4/4 4/4 4/4 4/4 2/4 3/4

Vi sinh vat thém vao E. coli

S8 mau phat hién 4/4 4/4 4/4 4/4 3/4 4/4

Vi sinh vat thém vao Salmonella paratyphi

S8 méu phat hién 4/4 4/4 4/4 4/4 1/4 2/4

Vi sinh vat thém vao Candida albicans

S8 mau phat hién 4/4 4/4 4/4 4/4 3/4 3/4

Bang 3.2.45: K&t qua kiém tra nhiém vi khudn E.coliva Staphyloccocus aureus sau
qua trinh déng khd.

Mau Khom trén mai Khém trén mdi trudng K&t luan
trugng MC thach mudi Manitol

S30% | Khudn tron mau | Khudn lac nhd khéng c6 | Khong nhiém E.coli
tring luc anh den kim loai va S. aureus

540% |Khudn tron mau | Khudn lac nhd khong cé | Khéng nhiém E.coli
tréng luc anh den kim loai va S. aureus

S$50% | Khuin trdon mau | Khudn lac nhd khéng cé | Khéng nhiém E.coli
trang luc anh den kim loai va S aureus

Lisx Khudn trdn  mau | Khudn lac nhd khéng cé | Khdong nhi@m E.coli
trang luc anh den kim loai va S. aureus

Logx Khudn tron mau | Khudn lac nhd khéng ¢é | Khéng nhiém E.coli
trdng luc &nh den kim loai va S. aureus

L2s% Khudn tron mau | Khudn lac nhd khéng ¢6 | Khéng nhiém E.coli
trdng luc &nh den kim loai va S. aureus

Lso% Khudn tron mau | Khudn lac nhd khéng c6 | Khéng nhidm E.coli
trdng luc anh den kim loai va S. aureus

Két luédn; Vay tat cd mau thd nghiém déu khdng cé nhiém E.coliva S. aureus

Xéc dinh d6 nhiém na&m mdc nam men

Nguyén téc: Dung méi truéng chon loc cho ndm méc va nam men dé cdy ché phdm
ddng khd sau khi pha bing nudc mudi sinh ly.Quan sat sy moc dé€ két luan sy nhiém
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nam méc va nAm men.

Két qua:
Bang 3.2.46: K&t qiia kiém nghiém ndm méc ndm men cla bét sau khi dong khd
Mau Ké&t qua (1g)
S30% 2
S40% 8
S50% 17
Lisx 19
Lo 5
L25°fo 1
Lao% 20

Nhan xét. Sau mdt thdi gian bao quan thl hdu nhu tat cd cac miu déu bi nhidm nim
mdc, nhung ti 1& thi chdp nhan dugce(Gidi han trong dugc dién cho phép la <100
khém/1g)
3.2.3.5.Xac dinh d% am cha bot déng khé bing phuong phap say(D BVN IIl PL
5.16)
Nguyén tdc: Sdy khé mot lugng ché phdm nhat dinh & 110 °C trong nhiing diéu kién
quy dinh dya vao doé mat khai iugng tinh ra dugc dé am.
Tién hanh: DUng 10 chén si da dugc rlia sach cho vao td sdy 110 °C trong vong 30
phut, LAy chén su ra bd vao th sdy cho ngudi, sau dé can bi, dugc khdi lugng m1,
Tiép tuc bd chén s vao ti sdy 30 phat 18y ra can 1an thd hai , néu hai l1dn can khéng
cach nhau 0,5 mg thi dugc khai lugng bi
Dung can phan tich chinh xac (B&n s8 1& ) Can 2 g bot ché phdm (chénh léch khong
Ién hon 10% khodng 0,2 g ), dugc khdi lugng m, , cho vao chén s¢ da dugc can bl
dan mdng ché& phdm khodng 0,5 mm . Bd vao ti sdy 105 °C (chénh l&ch cho phép
khodng 2 °C ) S&y trong vong 4 h , |4y ra bé vao binh hut &m cho ngudi va can, sau
dé bd vao ti sdy ti€p tuc sdy trong vong 30 phit , LAy ra can lan thd hai. Tiép lam
cho t8i khdi lugng khéng d8i dugc khéi lugng m3 . Khi d8 s& tinh dugc dd 4m béng
c¢dng thuc sau:
mz — Mj
D6 4m clla ché phdm = X 100%

Mz — My

Két qua:
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Béang 3.2.47: D& 4m bot dong khd

M3u | Bi(gam) | Bi+bot trudc sdy (Gam) | Bi+bot sau sdy (Gam) | Do 4m %
Sita 30% | 47,6081 49,7148 49,506 9,91
Siia 40% | 49,2608 51,3183 51,037 13,67
Sita 50% | 44,2095 46,2707 46,0251 11,92

3.2.4. Khao sat kha ning dé khdang khéng sinh
3.2.4.1. MIC cida chlng Bifidobacterium bifidum va Lactobacillus acidophilus
B. bifidum va 1 nhiing vi khudn ky khi v& ky khi tiy y, khé moc, nén theo Tracy D.
Wilking va Teresa Thiel, ngoai phudng phap xac dinh sy nhay cdm véi khang sinh
b&ng phuang phap khué&ch tan trén thach cdn nén xac dinh MIC b&ng phudng phép
pha lodng khang sinh trong méi trudng idng

Két qua:

Bang 3.2.48. K&t qua MIC cuda B. bifidum

Tén khang sinh MIC (ug/mi)

1. Amoxiciliin 4
2, Amoxicillin + acid clavulanic 1
3. Ampicillin + sulbactam 4
4. imipenem > 32
5. Cefamandol 32
6. Cefotaxim 32
7. Ceftriaxon 32
8. Cefoperazon 32
9. Chloramphenicol 16
10. Cefalexin 32
11. Tetracyclin 8
12. Clindamycin <1
13. Metronidazol 32
14. Erythromycin 16
15. Rifampicin 64
16. Vancomycin 4
17. Ciprofloxacin 4

Dya vao bién giai chudn d&i véi vi khuén ky khi cia NCCLS (phy luc) dé bién gidi sy

nhay cdm hay dé khang cla B. bifidum véi céc khang sinh, k&t qua nhu sau:

- B.bifidum dé khang vdi Imidazol, Cefamandol, Cefotaxim, Cefoperazon, Cefalexin,
Erythromycin, Rifampicin; nhay cdm véi Amoxycillin, Amoxicillin + acid clavulanic,
Ampicilin  + sulbactam, Chloramphenicol, Clindamycin, Metronidazol,
Vancomycin, Tetracyclin. Nhay cam trung gian vdi Ciprofloxacin
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Bang 3.2.49: K&t qua nhay caAm vdi cac khang sinh cla B. bifidum

Pé khéang Nhay cam trung gian | Nhay cam
Imidazol Ciprofloxacin Amoxicillin
Cefamandol Amoxicillin + acid clavulanic
Cefotaxim Ampicillin + sulbactam
Cefoperazon Chloramphenicol
Cefalexin Clindamycin
Erythromycin Metronidazol
Rifampicin Vancomycin
Tetracyclin
Bang 3.2.50: Két.qua MIC cua L. acidophilus ., ;... .
Témkhang sinh - B MG Rigiml)
-1 1. Amoxicillin ] ' P ECTRENE T

2. Amoxicillin + acid clavulanic <2+1

3. Ampicillin + sulbactam <2+1

4. Imipenem > 32

5. Cefamandol > 32

6. Cefotaxim 16

7. Ceftriaxon > 32

8. Cefoperazon > 32

9. Chloramphenicol 16

10. Cefalexin > B4

11. Tetracyclin 4

12. Clindamycin > 16

13. Metronidazol > 128

14. Erythromycin 4

15. Rifampicin 2

16. Vancomycin > 32

- L. acidophilus nhay cam vSi Amoxicillin, Amoxicillin + acid clavulanic, Ampicillin +
sulbactam, Tetracyclin, Erythromycin, Rifampicin, Chloramphenicol; dé khang véi

Imidazol,

Cefamandol,

Ceftriaxon,

Cefoperazon,

Cefalexin,

Metronidazol, Vancomycin; nhay cdm trung gian véi Cefotaxim.
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Bang 3.2.51: Két qua nhay cAm véi cdc khdng sinh ciia L. acidophilus

Nhay cém Nhay cédm trung gian | D& khéng
Amoxicillin Cefotaxim Imidazol
Amoxicillin + acid clavulanic Cefamandol
Ampicillin + sulbactam Ceftriaxon
Tetracyclin Cefoperazon
Erythromycin Cefalexin
Rifampicin Clindamycin
Chloramphenicol Metronidazol
Vancomycin

Hinh 3.2.10. Hinh dnh MIC clia B. bifidum ﬁi khéng sinh Cefalexin va Cefoperazon
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Bang 3.2.52: K&t qua khao sat sy dé khang khang sinh bang phuong phép tim MIC
trén cac mau luu hanh trén thij trudng

STT Khang sinh Ky MIC (ug hodc Ul/mli)cha céc mau Két qua
hiéu thtf nghiém
001 002 003 co4 021

1 Penicillin Pn 0,425 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 | C&5miu déu
nhay cam

2 Ampicillin Am 1,0 40 | 20 4 1,0 | CA 5méu déu
nhay cam

3 Streptomycin Sm 128 512 | 512 | 512 | 512 | C45mAu déu
dé khang

4 Chloramphenicol | CI 4 16 16 16 8 | M3u 001 nhay
cam

5 Tetracyclin Te 4 4 2 2 64 | Mau 021 gé
khéng

6 Erythromycin Er <05 | <051 <05|<05]<05|Ca5mau déu
nhay cdm

7 Vancomycin Va >512 |>512[>512>512| > [ Ca5miu déu

512 | nhay cAm

8 Cephalexin Cp 8| 256 256| 256 2 { Mau 002, 003,
004 dé khang

9 Ciprofloxacin Ci 128 | 128 128 256 | 128 | C4 5 mau déu
dé khang

3.2.4.2. Phuong phap dit dia gidy

C4c dia gidy khéng sinh dugc st dung: Penicillin 10 Ul, Ampicillin 10 ug, Cephalexin
30 pg, Tetracyclin 30pg, Chloramphenicol 30 ng, Erythromyein 15 pg, Ciprofloxacin 5
ug, Streptomycin 10 Ul, Bactrim 1,25/ 3,75ug, Rifampicin 5ug, Vancomycin 30 pg ia
dai dién cho cac nhém khang sinh thong dung hay dugc st dyung hién nay.

111




Bang 3.2.53: K&t qua khao sat su dé khang khang sinh b&ng phucng phap dat dia
gidy

S Khang sinh Ky Pudng kinh vong vé khuén Két qua
TT hiéu, (mm)
001 | 002 | 003 | 004 }{ 021

1 | Penicillin Pn 34,0 | 25,7 | 25,0 | 26,5 | 27,5 | Ca’5 mAu déu
nhay cdm

2 | Ampicillin Am 26,51 21,0| 21,6 20,0 32,5 C4 5 mau déu
nhay cam

3 | Cephalexin Cp 2241 - - — | 31,0 | Mau 002, 003, 004
dé khang

4 | Tetracyclin Te 27,0 | 26,4 | 26,5 | 26,6 | 13,0 | MAu 021 dé khang

5 | Chloramphenicol | Cl | 27,4 | 17,6 | 16,6 | 16,0 | 22,0

6 | Erythromycin Er 232 (21,0186 | 19,0| 19,0 | C& 5 miu déu
nhay cam

7 | Ciprofioxacin Ci ~ - - - — | C4 5 mau déu dé
khang

8 | Streptomycin Sm - - - - — | CAa5maiudéudéd
khang

9 | Bactrim Bt 14,0 - - ~ | 12,0 | C& 5 mau déu dé
khang

10 | Rifampicin Rf 14,4 1 20,4 | 19,2 | 21,4 | 14,0 | M3u 002, 003, 004
dé khang

11 | Vacomycin Va - - - - - | C& 5mau déu dé
khang

So sanh sy tudng duong gilta 2 phuong phap

Hai phudng phap trén dudc coi la tuong duong nhau. Tuy nhién, nhu da dé cap &
trén, Lactobacillus khéng phai la chGing gay bénh nén cho dé&n thdi diém nay, chua
cé mét nghién clru nao duge cdng bé qui dinh vé nhiing diém gidi han (break—point)
dé xac dinh & muc d6 nao thi dugc coi la nhay cdm hay dé khang. Chung t6i tam
tham khdo mét s& gidi han qui dinh cho nhitng vi khu&n khéc, do dé, chi dam danh
gid nhitng k&t qua nao chic chin 1a dé khang hay nhay cAm. D&i véi nhiing théng
s8 ndm trong khodng trung gian, chiing tdi tam thdi chua danh gia.

3.2.5.Xdc dinh cé mat plasmid va kha nang chuyén plasmid

3.2.5.1 .Xac dinh cé mat plasmid
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Thyc hién qui trinh chiét plasmid DNA , I8y méu chay dién di trén gel agarose 1% vdi
dién th& cf dinh 100 volt, thdi gian 90 phiit. Phat higén vét plasmid trén dén UV, cho
mau da cam.

Két qui: B. bifidum, L. acidophilus, ¢6 plasmid. Vach plasmid cia B. bifidum
khodng 17kb, L. acidophilus khoang 15kb.

1] 12 31 (4 5 61 {7

Hinh 3.2.11. K&t qua chay didn di trén gel agarose
(1. B. bifidum; 2. S. lactis; 3. L. acidophilus; 4. B. longum; 5. L bulgaricus; 6. S.
lactis; 7. Marker)
3.2.5.2 K&t qué ti€p hop véi S. feecalis va E. coli K12F
Két qua khdng xay ra sy ti§p hop gita B. bifidumn, L. acidophilus, v6i S. faecalis cling
nhu E. coli K12F. Sd di chiing t6i chon 2 vi khudn S. faecalis va E. colf K12F 1A vi
céc vi khuén lactic thir nghiém thudc hé vi khudn dudng rudt, khi sl dung ching lam
probiotic, chiing c6 thé chuyén gen dé khang khéng sinh cho cA vi khudn gram
duong ciing nhu l& vi khudn gram 4m & rudt.
B3i chitng duong ctia md hinh tiép hgp véi E. coli K12F la chiing Shigella da dé
khang do bénh vién Nhi Ddng 1 cung cdp cho két qué ti§p hgp duong tinh.
3.2.6. Khéo sit ddc tinh cip va bén cip
3.2.6.1.Khdo sét ddc tinh cp
Lactobacillus acidophilus va Bifidobacterium bifidum & hai vi khuéin lactic dugc phan
ip, dinh danh, khéo sit didu kidén nudi cdy, cdch déng khd va sif dyng didu tri tiéu
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chay c6 hiéu qua.
Pé cho dé tai nghién citu ch& phdm nay di co sd khoa hoc hau dua ra san xuét, can
nghién clu tinh an tdan cha ch& ph&m theo qui dinh cla BS Y Té& . Ching t6i tién
hanh khao sat doc tinh cdp clia ché pham dong kho chida hai vi khudn Lactobacillus
acidophilus va Bifidobacterium bifidum.
NG&i dung nghién cdu:
Thu vat: chudt lat chling Swiss.
Ché& phdm thi: bot ddng khé vi khudn Lactobacillus acidophilus va Bifidobacterium
bifidum.
+ Thuc hién
S& chudt n = 30 con
Trong lugng: 18 — 20 gam
Thdi diém dung thude: lde chudt déi 11 gid trua
Cho chuét udng 2.107 vi khudn Lactobacillus acidophilus + 2.107 vi khuén
Bifidobacterium bifidum /0,2m| /10gam chudt.
{(gap 100 lan liéu cé tac dyng trj tiéu chay.)
Thdi gian theo dbi: 48 gid sau khi ding thudc.
* Cdch ddnh gig két qua:
Quan sat c4c biu hién clia chudt sau khi dling thudc trong thdi gian 48 gid.
M8 quan s4t dai thé va vi thé mot s6 phi tang sau khi két thic thi nghiém.
Két qua: Két qua quan sat 16 chudt thir nghiém: sau 48 gié udng thudc, chudt van
linh hoat, &n udng binh thudng, khéng cé biéu hién la, khong cé td vong.
Quan sat dai thé néi tang 16 chudt sau 48 gid ding thudc: tim, gan, phdi, ruét binh
thugng.
K&t qué xét nghiém vi thé 5 chudt sau 48 gid ding thubc: miu md gan, mo than ¢b
hinh thai binh thudng khdng cé hién tugng hly hoai t& bao gan va than.
Két ludn: Ch& phdm khéng gay doc tinh cap
3.2.6.2 Khao sat doc tinh ban cap
Néi dung nghién cdu:
- L6 thi: 80 con chudt nh3t chliing Swiss, udng ché phdm 2.10° Laclobacillus
acidophilus va 2.10° Bifidobacterium bifidum / 0,1ml / 10 gram chudt.
- Lo chiing: 80 con chudt nhdt chiing Swiss, udng nudc cdt 0,1ml/ 10 gram chuét.
Cach danh gia két qua:
- Két qua xét nghiém huyét hoc ngay 21 va ngay 45.
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- K&t qua xét nghiém chic niang gan (ASAT, ALAT, BILIRUBIN tryc tiép, gian
ti€p) va chiic nang than (BUN, creatinin huyé&t) vao ngay 21 va 45.
- Quan sat dai thé ndi tang va xét nghiém vi thé sau khi két thiic dgt thi nghiém
va khi chudt chét cé nghi van trong qua trinh thi nghiém.
K&t qua:
Sy bién ddi cac chi s6 huyét hec:
Bang 3.2.54: S4 lugng bach cdu, héng cdu, ti€u cau sau 21 va 45 ngay

Thdi diém nghién ciiu Lo ching L6 thd P

Ngay 21 N 6 6 >0,05
SLBC 10,12+0,93 11,04+2,77
SLHC 8,63+0,32 7,96+0,2
SLTC 301,43+76,70 | 449,318,71

Ngay 45 N 20 20 >0,05
SLBC 7,05+0,54 8,80+0,96
SLHC 8,32+0,24 8,23+0,18
SLTC 651.90+38,04 | 651,90+55,80

SLBC: s8 lugng bach cdu;SLHC: s8 lugng héng cdu;SLTC: s8 lugng ti€u ciu
N: cd mau
* SLBC, SLHC, SLTC giita 16 chiing v& [0 th(t khac nhau khéng c¢6 ¥ nghia théng ké
vdi dé tin cay 95% (P>0,05)
Sy bién d8i cac chi s6 sinh hoa sau 21 va 45 ngay thii nghiém:

- Chdc ndng gan:
Bang 3.2.55: CAc tri s0 SGOT, SPGT, BILIRUBIN sau 21 va 45 ngay
Thgi diém nghién ctiu Lé ching (a) L4 thir (b) P (a-b)
Ngay 21 N 13 13 >0,05
SGOT 213,3£13,1 218,2+11,9
SGPT 93,5+15,1 77,2164
Bilirubin tp 0,39+0,05 0.,46+0,05
Ngay 45 N 11 15 >0,05
Bilirubin tp 0,56+0,06 0,67+0,04
Bilirubin gt 0,34+0,04 0,29+0,03
Bilirubin tt 0,22+0,03 0,27+0,03

NGng dd ASAT va ALAT, BILIRIBIN gia 16 ching va 16 thit thay d8i khéng cé y
nghia théng ké véi do tin cay 95%.
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- Chife ndng than:

Bang 3.2.56: Nong dd BUN, creatinin huyét thé hién chic ndng than sau 21

ngay va 45 ngay thii nghiém

Thdi gtan thilf nghiém Ngay 21 Ngay 45
Chung N 13 25
BUN 22,9+1,18 21,56+1,3
Thit BUN 21,2+1,15 29,03+1,41
Chung N 13 19
Creatinin 0,58+0,03 0,56+0,05
Thi N 13 16
Creatinin 0,58+0,03 0,65+0,04

NSng d6 creatinin huyét giGia hai 16 ching va 16 thl vao ngay thd 21 va 45 clia dgt
thit nghiém khac nhau khéng c6 y nghia thdng k&, véi dd tin cay 95%.

NOng dd ure huyét vao ngay 21 khac nhau khéng cé ¥ nghia nhung vao ngay 45 ure
huyét 16 thit tAng so vdi 16 chitng (P<0,01).
Sy bién a8l vé thé trong:
Bang 3.2.57: Thé trong chudt trung binh cla hai 16 thif va ching (gram) IGc bat
dau va luc két thic dgt thir nghiém

Thdi diém nghién clu Bat ddu thd nghiém | Két thie thi nghiém
L& ching (a) N 80 64
Thé trong (g) 20,07+0,13 27,23+0,31
L& thit (b) N 80 52
Thé trong (g) 20,23+0,13 26,42+0,39

Trong lugng cla cdc chudt 16 thir va chiing & lic bit ddu thit nghiém va két thic

thi nghiém khéac nhau khdng c6 y nghia thdng ké, vdi dd tin cay 95% (p>0,05).
Ti 1& chudt chét, ti 1& chudt sung viém, ti [é chudt tiéu chay:
Bdang 3.2.58: T & chudt chét, t7 1& chudt sung viém, ti 1& chuét tiéu chay:

Chi sé nghién ciu Ti 1é chuét Ti 1é chuét Ti 1& chudt
chét sung viém tidu chay
Lé chiung N 80 80 80
f 6/80 1/80 2/80
Lo thir N 80 80 80
f 12/80 1/80 3/80
P (a-b) >0,05 >0,05 >0,05
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Qua 45 ngay thit nghiém, ti 1& chudt chét, t11é chudt sung viém, ti 1é chuét tiéu chay
gilia hai 16 ching va th(r khac nhau khdng cé y nghia thdng ké véi db tin cdy 95%.

Vé gial phau bénh chiic ndng gan, than:
Khao sat vi thé t& bao gan, than trén 8 16 chudt chiing va 8 16 chudt thii, két qua

thu dugc nhu sau:

» 8 chubt chiing va 7 chudt thir cé mé gan, than binh thudng.
M gan, m6 than ¢6 hinh thai binh thudng khdng ¢é hién tugng hiy hoai t&€ bao

gan, than.

» 1 chudt thd bj viem gan man tinh.

B: M&u th(r c6 viém gan
B’: M3u thi khéng viém gan
T: Thi

C: Ching
Bang 3.2.59: Khao sat tinh trang clia gan
B B’ T8ng cong
T 1 8
C 0
1 15 16

Ding Fisher Exact Test cé két qua nhu sau: P>0,5.
Két luan: Sy khac biét gilia hai 16 khéng ¢é ¥ nghia théng ké.

K&t luan:
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Bang 3.2.60: Bang téng két chung cdc két qua

Chi tiéu Thoi di€ém | Két qua P

Huyét hoc Ngay 21 S8 lugng hdng ciu khdng khac >0,05
S8 lugng bach cdu khdng khac >0,05
S6 Iugng tiéu cdu khéng khac >0,05

Ngay 45 S6 lugng hdng cdu khdng khac >0,05
S6 lugng bach c&u khéng khéc >0,06

S6 lugng tiéu cdu khdng khac >0,05
Chdc néng Ngay 21 Gia trif SGOT, SGPT khdng khac
gan Bilirubin (toan phaf, tryc tiép, >0,05

gidn ti€p) khong khac
Ngay 45 | Gia trj SGOT, SGPT khong khac

Bilirubin (toan phan, tryc ti€p, >0,05
gian ti€p) khong khac
Chic n&ng Ngay 21 Uré huyé&t khéng khac >0,05
th&n Creatinin khéng khac >0,05
Ngay 45 Uré 16 thir tang <0,05
Creatinin khong khac >0,05
Thé trong B4t ddu thlr | Thé trong chudt khéng khac >0,05
nghiém
Két thic Thé trong chudt khdng khéc >0,05
thir nghiém

Ti1é chudt sung viém sau Ti 1& chudt sung viém khéng khac | >0,05
45 ngay

Ti1é chudt bj tieu chay sau | Ti & chudt bj tiéu chdy khdng >0,05

45 ngay khac

Vi thé t€ bao gan, than sau | L& thlf va 16 ching khédc nhau khdéng cé y nghia
30 ngay thdng ké

3.2.7. Két qua thii tdc dyng tri tiéu chdy do loan khudn va so sanh véi thudc
cung nhém
3.2.7.1. K&t qua thii nghiém invivo kha ning diéu tri loan khuén cha B.bifidum
va L. acidophilus
Xay dyng mé hinh loan khuén & ruot

Nguyén tdc: gay loan khudn & rudt cho chudt biing cdch cho udng khang sinh

118



liéu cao. Khang sinh s dyng |a khang sinh cé tac déng manh trén E.coli
(Streptomycin), phdi hgp v6i mot khang sinh tdc dong trén vi khudn Gram (+),
khéng tac ddng trén Proteus.
Chudt dugc dung lam tha thlr nghiém, cd trong lugng tir 18 — 20g, khde manh,
khéng phan biét dyc cai.
Tim liu khdng sinh st dyng thich hop: liéu khang sinh s dyng phai theo
nguyén tic: gay tiéu chdy 100% thl th nghiém, thi cé thdi gian ty phyc hdi
cham va t1ié thu chét thip, c4c liéu khang sinh:

Liéu 1: 30mg Streptomycin + 40mg Lincomycin / 10 g chuét

Liéu 2 : 20mg Streptomycin + 30mg Lincomycin / 10 g chudt

Liéu 3 : 15mg Streptomycin + 20 mg Lincomycin / 10 g chuét
Chudt dugc chia 1am 03 16, méi 16 10 con va udng khang sinh ngay 2 14n theo
céc lidu sau:ld 1:udng liéu 1; 16 2: udng liéu 2; 16 3: udng liéu 3
Sau khi chudt udng khang sinh & céc liu trén bj tidu chdy, chuyén qua dung liéu
khang sinh duy trl bAng 1/100 liéu khéng sinh trén dé han ch& kha nang ty hdi
phuc.
Két qua

Bang 3.2.61: Ty |& chudt tidu chay khi udng céc liéu khang sinh

Lieu Tinh trang Tinh trang Tinh trang Tinh trang Tinh trang chudt
KS chudt ngay chudtngay chudtngay chudtngay ngay 5
1 2 3 4

TC Chét TC «chét TC chét TC <chét TC chét Hébi
phuc

Liéui 0% 0% 100% 0% 90% 10% 70% 30% 60% 40% 0%
Liu2 0% 0% 100% 0% 100% 0% 90% 10% 80% 20% 0%
Liéu3 0% 0% 30% 0% 70% 0% 80% 0% 30% 10% 60%

K&t luan: Qua két qua trén, ching t6i nhan thdy:

s Liéu 1: Chudt udng khang sinh liéu nay tiéu chay ngay 100 % & ngay thd
2, nhung & cac ngay sau ty & chuét chét cao.

e VGiliu 2 k&t qué chudt tiéu chay cao, lau ty hdi phyc , ty 18 chudt chét va
khdng phuc hdi cho dén ngay thd 5.

o Liéu 3: Chudt lau tidu chdy , két qua t} 1& chudt tidu chay khéng déu, sé
chudt ty phuc hdi cao.

» Vivay ching tdi dung liéu khang sinh 2 |a: 20mg Streptomycin + 30mg
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Lincomycin / 10 g chudt dé gay tiéu chay cho chudt , tir dé thir tac dung
tri loan khuZn clia cac vi khudn nudi cdy duge.

Hinh 3.2.12: Cho chudt udng vat liéu Hinh 3.2.13: Chudt bj tiéu chay |
thi nghiém sau khi udng khang sinh

This tac dung tri lpan khuédn clha B.bifidum va L.acidophilus:
Sau khi xac dinh dugc md hinh gay loan khudn & rudt trén chudt 1at trng, ching
tdi gay tiéu chay trén chudt dé cé 18 tiéu chdy 100%.
Chung t6i tién hanh 3 thi nghiém:
e Thi nghiém 1: Xac dinh liéu vi khudn Lactobacillus acidophilus va
Bifidobactrium bifidum ¢é tac dung tri tidu chay do loan khuén: Dung 3 16 chudt da
tiéu chay do loan khudn, cho uéng vi khudn ngay 2 Ian nhu sau:
Ld 1: Cho uéng vi khudn thi nghiém liéu 10° vi khudn /10g chudt
L& 2: Cho udng vi khudn thif nghiém liéu 10 vi khudn/ 10g chudt
L6 3: Lb ching , chudt khéng udng vi khun thlr nghiém
Mi 16 15 chuét,

Két qua:
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Béang 3.2.62:T¥ & chudt hét tiéu chay khi diéu trj v8i cac lidu vi khudn thd nghiém

khac nhau
Lo Ty i@ chudt hét tiéu chdy sau cac khoang théi gian
1 ngay 2 ngay 3 ngay 4 ngay 5 ngay 6 ngay
1 0% 0% 45% 70% 100% 100%
2 0% 0% 20% 40% 100% 100%
3 0% 0% 0% 20% 60% 80%

e Thir nghiém 2: Hiéu qua cla viéc sl dung phéi hop 2 vi khudn Lactobacillus
acidophilus va Bifidobactrium bifidum trong diéu tri tiéu chdy do loan khuén
Dung 04 16 chudt, mbi 16 15 con da tiéu ch3y hoan toéan va cho udng vi khudn
ngay 2 lan nhu sau:
L6 1: Cho chudt udng vi khudn B.bifidum 10° vi khudn/10 g chuét
L& 2: Cho chudt uéng vi khuén L.acidophilus 10° vi khudn/10 g chudt
Lé 3: cho chudt ubng phdi hgp hai vi khudn B.bifidum va L.acidophilus: méi loai
0,5. 10° vi khudn/10 g chudt
1.6 4: L6 chdng , khéng udng vi khudn thd nghiém
Sau d6 mdi ngay quan sat tién trinh lanh tiéu chay bdng cach quan st phan
chudt. K&t qua dugc trinh bay trong bang 3.2.63..
Bang 3.2.63. K&t qua tri tiéu chay cla vi khudn B.bifidum va L.acidophilus dung
riéng ré va phdi hgp

Lo % chudt hét tieu % chudt héttiéu % chudt héttidu % chudt hét tiéu
chudt chdysau2ngay chaysau3ngay chaysau4ngay chaysau5 ngay

LS 1 0% 40% 60% 100%
L6 2 0% 30% 70% 100%
L6 3 0% 40% 100% 100%
L6 4 0% 0% 25% 60%

Két ludn: Viéc si dyng riéng ré tiing vi khudn dé tri loan khudn cho thay vi khudn
th( nghiém c6 tac dung tri loan khu&n.Tuy nhién néu phdi hgp 2 loai vi khudn s& cho
k&t qua tot hon viéc st dung riéng ré ,biéu hién & kha nang 1am bénh mau hét hon

s Thu nghiém 3: so sanh tac dyng tri loan khudn ctia B.bifidum va L.acidophilus
nudi cdy dugc vdi cac biét duge dang Iuu hanh trén thj trudng. Cac biét duge duge
pha thanh cdc huyén troc ¢6 ndng dd 10° vi khudn/0,1ml.Cho chudt udng lidu 10° vi
khudn /10g chuét

Dung 04 16 chudt, mbi I 15 con da tiéu chy hdan toan va cho udng thudc ngay
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2 lan nhu sau:

L61: Udng biét dugc Biosubtil.(16 Biosubty! )

L& 2: Udng biét duge Lactomed (16 Lactomed )

L& 3: Udng B.bifidum va L.acidophilus thli nghiém.(16 vi khun thir )

Lé 4: L6 chiing khéng udng.

- Két qui: Khdo sat két qua dya vao 2 yéu t6 % sd chudt khéi tiéu chdy , muc

dé sut can ctia chudt & cdc 16 thir nghiém sau 5 ngay thi nghiém

Bang 3.2.64: So sanh két qua tri tiéu chay cla vi khudn B.bifidum va L.acidophilus
vdi cac biét duge

Ld % chudt h&ttiéu % chudt héttiéu % chudthéttiéu % chudt hét tiéu

chudt chay sau 2 ngay chay sau 3 ngay chaysau4ngay chay sau5 ngay

Lo 1 0% 60% 70% 88%
Lo 2 0% 60% 80% 90%
L6 3 0% 80% 100% 100%
LS 4 0% 0% 20% 60%

Két luan: Chudt dugc diéu tri phdi hgp 2 vi khudn thi nghiém cho k&t qua tot
nhat: s chudt hét tidu chdy cao nhat, thdi gian phuc hdi nhanh nhat
Bang 3.2.65: Gia tri syt can trung binh & cac 16 (gam ) chudt diéu tri

Lo Biosubtyl Lactomed  Vikhudnthd  Ching
Trong lugng bi sut 2,832713 2,747778 2,45125 3.365882
K&t luéan: Chudt dugc diéu tri bAng vi khudn thi nghiém c¢6 muc dé sut can nhd
nhét, cho thay rd rang hiéu qua cla viéc diéu tri so v4i 16 ching va hiéu qua
khdng kém biét dugc ngoai nhap clng loai (Lactomed ) .
3.2.8. Tom tat tiéu chuén co sé ché pham Bifilac
T nhitng k&t qua nghién cdu trén ching tdi dé nghi tiéu chudn co sé clia ché pham
nhu sau:

» La mét loai ché phdm sinh hoc dang khd, dang bot ,

¢ Binh danh: chia vi khudn Lactobacillus acidophilus va Bifidobacterium bifidum

e Binh lugng: béng phuodng phap dém sdng cé t6i thiéu 10° vi khudn sdng méi loai /
1g san pham.

e Ché& phdm khéng dugc chira vi khuén la, kiém nghiém theo DBVN

o D& 4m khdng qua 9%, kiém nghiém theo DBVN
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3.3.NGHIEN CUU BAO CHE VIEN BAO PHIM CHUA AMOXICILIN VA ACID
CLAVULANIC

3.3.1. Két qua thdm dinh phuong phap HPLC dinh lugng amoxicilin & acid
clavulanic

3.3.3.1 Khdo sét tinh tuong thich clia hé théng

Tinh tuong thich cla hé thdng dugc khao sat véi cac thong s vé dd phan gidi, hiéu

ivc c6t, hé s6 bat ddi xung, dién tich dinh, thoi gian luu.

K&t qué dugc trinh bay trong bang 3.3.1, bdng 3.3.2.

Béng 3.3.1. K&t qua céc théng sé sic ky dng véi dinh ctia amoxicilin

Amoxicilin
Thdi gian Dién tich Hé sé bat Sé dialy P& phan
TT lyu (phut) dinh d8i xing thuyét gidi
1 5,98 3581504 1,03 809 9,0
2 5,99 3578012 1,06 806 8,9
3 6,01 3578809 1,06 809 8,9
4 5,95 3589983 1,07 809 8,9
5 5,98 3577337 1,03 806 8,8
6 5,99 3582134 1,07 806 9,0
B 5,98 3581298 1,05 807.,5 8,92
RSD (%) 0,33 0,13 1,77 0,20 0,84

Bang 3.3.2: K&t qué céc thdng sé sic ky Ung v6i dinh cla acid clavulanic

Acid clavulanic

Thdi gian Dién tich Hé s bat Sé dialy D6 phan
TT luu (phut) Pinh ddixing thuyét gidi
1 3,45 1091535 1,14 630 9,0
2 3,45 1091586 1,14 635 8,9
3 3,43 1093634 1,14 635 8,9
4 3,47 1109131 1,14 630 8,9
5 3,45 1090517 1,14 630 8,8
3] 3,44 1094216 1,10 630 9.0
B 3,45 1095103 1,13 631,7 8,92
RSD (%) 0,39 0,64 1,44 0,41 0,84

Nhén xét: T4t cA cac théng 86 sac ky cla ca 2 hoat chat déu dat yéu cdu. Vay
phudng phap phan tich dat tinh tuong thich hé théng.
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3.3.1.2. Khdo sat df diing cua phuong phap HPLC
D6 dung dugc thyc hién theo phuong phap thém chudn. K&t qua dugc trinh bay &
bang 3.3.3 va bang 3.3.4.

Bang 3.3.3: D6 dlng clta phuong phap HPLC dinh lugng amoxicilin

N Ty 18 % Ei Oi 10i - Ei l Di

1 80,83 79,71 1,120654 1,39
2 80 79,34 79,04 0,301514 0,38
3 80,76 79,07 1,686251 2,09
4 101,04 99,69 1,348938 1,34
5 100 99,18 101,14 1,960103 1,98
6 100,95 99,86 1,091292 1,08
7 121,25 120,97 0,281569 0,23
8 120 119,01 120,59 1,583764 1,33
9 121,14 120,59 0,552159 0,46
B 1,14

BPd iéch thyc nghiém B = 1,14% < 2%. Dat.
Bang 3.3.4: B§ dung clia phuong phap HPLC dinh lugng acid clavulanic

T TV I& % Ei Oi 10i - Ei | Di
1 19,87 19,51 0,3622 1,82
2 80 19,63 19,54 0,0903 0,46
3 19,92 19,48 0,4432 2,22
4 24 84 24,57 0,2732 1,10
5 100 24,43 24,52 0,0892 0,37
8 24,9 24,58 0,3199 1,28
7 29,81 29,71 0,0978 0,33
8 120 29,31 29,73 0,4192 1,43
9 29,88 29,68 0,1999 0,67
B 1,08

Pé léch thyec nghiém B = 1,08% < 2%: Dat.

Nhéan xét: Phuong phap HPLC dinh lugng amoxicilin va acid clavulanic ¢6 dd téch
thuc nghiém l1an lugt 1a 1,14% va 1,08% < 2%. Vay phudng phap dat yéu céu dd
ddng.

3.3.1.3. Khao s4dt d¢ chinh xdc cla phuong phap HPLC

B¢ chinh xac cla phuong phap dugc xac dinh & 2 muc: do 1ap lai va dd chinh xac
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{ trung gian. Két qua dugc néW){béang 3.3.8%band8.3.6.
/ Bang 3.3.5: K&t qua dd Iap lai ctia phudng phap HPLC
(‘ Ham lugng (%)
v TT Amoxicilin Acid clavulanic
/ 1 99,76 99,63
\ 2 99,44 99,25
CoO® o » {d6o04y D (99,767
o0& o 200,08y {0 (99,76
(O & C {99800 C D (99,17
6 99,63 98,96
TB 99,79 99,42
CV (%) 0,22 0,31

Béng 3.3.6: K&t qua dd chinh x4c trung gian clia acid clavulanic va amoxicilin

Ham lugng (%)

Acid clavulanic

Amoxicilin

A\
/

TT Ngay 1 Ngay2 Ngay3 Ngayi1 Ngay2 Ngay3
1 99,63 99,86 99,83 99,76 99,48 99,61
2 99,25 99,81 100,09 99,44 99,40 99,86
3 99,76 100,05 98,56 100,04 9959 96,38
4 99,76 99,86 100,20 100,09 99,78 96,57
5 99,17 98,24 99,89 99,80 99,70 99,89
{ 6__{ 98,96 ¢ 09841 0828 & 99,630 99,76 X 98.74)
{ X 99,42 99,37 99,49 99,79 9962 9851
s? 0,116 0,666 0,719 0,060 0,024 2,666
Si 0,707 0,957
| CV (%) 0,71 0,96

Nhan xét: phuong phdp cé dé I1ap lai, dd chinh xac trung gian t6t véi hé s6 phéan tan

IAn lugt la 0,71 va 0,96 < 2%. Vay dat yéu cau.

p— p— S/ NP D 2 S N SR 4
TR X R~ ———-, A %
A Y, Q.9 Y ; ;

e———n S TATED
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{3.3.1.4. Khodng tuyén tinh GO G G2
’:' Bang 3.3.7: K&t qua tudng quan gilra ndng dd va dién tich dinh acid clavulanic va
( amoxicilin
\L Acid clavulanic Amoxiciillin
/' Néng dd (ug/ ml) Dién tich dinh N&ng dd (ug/ ml) Dién tich dinh
\
v 15 597679 60 2111085
&0 O (814651 (____ > (80> (2878784)
@& O (1000653>_ ) <100 (3559110)
G0 O (l244826> Ty G20 (4390628)
35 1452804 140 5125830
Dién tich dinh
1600000 2 .
¥ = 42809x
1400000 R? =0,9994
, 1200000 -
]
1000000 1
800000 -
600000 -
~ Nong dp
40(m0 1 I T 1 T Lt | (“gjml)
10 15 20 25 30 35 40

{ Hinh 3.3.1: Pd thi tuong quanyiita néng do va dién trcr(,iﬁﬁh cudacid clavulanic X~

(fPhurjng trinh héi quy tuyén tinh gilta ndng dd va dién tich dinh cta acid clavulanic ¢é

k\/z

,'dang ¥ = 42809x (hé s6 b, = -46290 khdng c6 ¥ nghta véi a = 0,05).
I
I
! Dién tich dinh
6000000 Fy
¥ =31707x
5000000 R®=0,9993

1000000 . : . — »  Nbéng dd

Qo e G dwy (200 <G Jdetkg/my

————

————————— e vy S

(HInK'3.3.20D&thi tuongMuar gitta néng dé va dién tich dinh_chaamoxicilin}

e /T
U267/
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Phugng trinh hdi quy tuyén tinh gitia néng d6é va dién tich dinh cla amoxicilin c6
dang ¥ = 37707x (hé s8 b, = -157580 khéng ¢6 ¥ nghia véi a = 0,05).

3.3.1.5. Gidi han phét hién

Bang 3.3.8: Gigi han phat hién va gigi han dinh lugng clavulanic va amoxicilin

Acid clavulanic Amoxicilin
Gidi han phat hién (ug/ mi} 0,7 32
Gidi han dinh lugng (ug/ mi) 2,3 9,6

3.3.2. Két qua thdm dinh phuong phap quang phé tii ngoal dinh lugng
amoxicilin va acld clavulanic
Bé&ng 3.3.9: K&t qua xac dinh khodng tuyén tinh cha phuong phap quang phé

Phuong phap quang phd

Amoxicilin Acid clavulanic
Nong do (ug/ ml) D6 hap thu Néng 4o (ug/ ml) Do hap thu

16 0,328 10 0,307
20 0,413 14 0,434
24 0,493 18 0,568
28 0,579 22 0,698
32 0,657 26 0,825

¥ =0,021x ¥ =0,033x- 0,019

R? = 0,9998 R? = 0,9999

Két qua cho thdy trong khodng ndng dé khdo sat cé su tudng quan tuyén tinh giita
néng dd va do hdp thu.

Phuong trinh hdi quy tuyén tinh cGa amoxicilin ¢c6 dang ¥ = 0,021x (hé s8 b, = -
0,0004 khodng cé y nghia vdi o = 0,05).

Phuong trinh hdi quy tuyén tinh cla clavulanic ¢6 dang ¢ = 0,033x - 0,019.
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Bang 3.3.10: K&t qua xac dinh d6 chinh xéc clia phudng phap quang phé

Phuong phap quang phd

Lugng bot vién Ham lugng (%)

S4 thi nghiém (g) Amoxicilin Acid clavulanic

1 0,2383 98,76 98,65

2 0,2384 98,14 98,16

3 0,2380 98,60 98,51

4 0,2384 98,22 98,78

5 0,2380 98,42 98,47

6 0,2383 ag,12 8,57
Trung binh 98,38 98,52
RSD (%) 0,27 0,21

Ké&t qua cho thdy phuong phap dat doé chinh xéac.
Bang 3.3.11: K&t qua x4c dinh dé ding cla phuang phap quang phd

Phuong phap quang phé

Amoxicilin Acid clavulanic
Muc ndng do Ty 18 (%) so vdi Ty 16 (%) so vdi
(n=23) gia trj ly thuyét gié tri ly thuyét

80% 99,42 102,0

100% 101,11 99,3

120% 99,61 100,0

Trung binh 100,05 100,43

Do léch thyc nghiém 0,05% 0,34%

Két qué cho thdy phuong phap quang phé dat dd dang theo yéu cau kiém nghiém.
Nhén xét: Ca 2 phuong phap HPLC va quang phd déu c¢é thé dugc ap dung dé dinh
lugng amoxicilin va acid clavulanic trong ch& pham. Hai phuong phap nay ciing ¢é
thé dugc ap dyng dé dinh lugng amoxicilin va acid clavulac dang nguyén liéu, déng
thdi thich hgp dé dinh lugng amoxicilin va aicd clavulanic trong phép thd dé hoa tan.
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3.3.3. Két qua nghién cifu bao ché vién nhan, vién bao
Bang 3.3.12: K&t qua bé day, dd cing va dd mai mon clia 12 ¢dng thic vién nhan

Bé day vién (mm) DPé cting (N) D6 mai mon (%)
Céng thic (n = 20) {n=10) (n = 20)
1 7,146 £ 0,112 137,9+ 10,0 0,06
2 7,326 + 0,245 138,7+ 9,6 0,05
3 7,212 £ 0,225 140,2 £ 9,4 0,07
4 7,341 £ 0,301 139,6 + 16,6 0,05
5 7,132 + 0,064 137,8 £ 10,3 0,07
6 7,095 + 0,032 1410+ 5,3 0,03
7 7,135+ 0,123 1408+ 7,5 0,02
8 7,388 £ 0,098 139,6 £ 13,6 0,05
9 7,103 + 0,039 140,971 0,01
10 7,189 + 0,042 141,1 13,7 0,01
11 7,170 = 0,063 136,56 £ 5.1 0,09
12 7,201 £ 0,142 1359+ 114 0,08
Béang 3.3.13: Két qud déng déu khdi lugng, dd ra va dé &m cla 12 cdng thiic vién
nhan
Péng déu khdi lugng (n = 20) D ra (phut) D6 &m (%)
CcT M (mg) RSD (%) (n = 6) (n=3)
1 1138,04 0,82 6,35 8,98
2 987,60 6,09 8,12 8,89
3 1122,57 1,06 9,56 8,67
4 1006,60 5,76 9,30 8,54
5 1000,40 4,41 8,75 8,41
6 1125,97 1,04 8,82 8,69
7 997,60 6,23 8,85 8,19
8 1137,54 1,19 9,36 8,71
9 1126,92 1,15 8,98 8,56
10 1000,60 5,62 8,61 8,65
11 1210,50 3,59 8,45 8,42
12 998,60 5,28 8,76 9,01
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Bang 3.3.14: K&t qua ham lugng va dd hoa tan cua 12 céng thiic vién nhan

Ham lugng (%) (n = 3) Do hoa tan (%) (n = 6)

cCT~ Amoxicilin Acid clavulanic Amoxicilin Acid clavulanic
1 102,24 104,23 100,64 103,32
2 103,28 102,43 96,94 102,12
3 101,29 100,56 99,97 101,82
4 100,78 102,06 97,95 102,03
5 100,24 103,82 98,71 102,31
6 100,13 103,32 99,86 104,58
7 102,74 99,69 98,91 103,06
8 103,67 101,80 98,73 102,05
9 99,86 102,56 100,12 101,80
10 100,38 103,78 98,12 101,04
11 103,47 102,45 104,36 104,47
12 101,43 101,98 98,82 101,55

Béang 3.3.15: Tom tat két qué gia tri cac bién ddc lap va bién phu thudc cha 12 cong
thic vién nhan

CT X4 Xz X3 X4 Y, Y, Ys Y,
1 29,7 6,6 9,2 155,0 0,82 137,9 0,06 9,35
2 32,5 11,2 11,7 1451 6,09 138,7 0,05 8,12
3 35,5 6,9 7.3 150,8 1,06 140,2 0,07 9,56
4 57,3 12,1 15,7 115,4 5,76 139,6 0,05 9,30
5 38,7 121 15,7 134,0 4,41 137.,8 0,07 8,75
6 32,7 9,3 15,0 143,5 1,04 141,0 0,03 9,82
7 32,9 11,0 10,7 145,9 6,23 140,8 0,02 8,85
8 50,0 9,8 11,7 129,0 1,19 139,6 0,05 9,36
9 49,7 7.7 9,4 133,7 1,15 140,9 0,01 8,98
10 451 10,9 12,4 132,1 5,62 1411 0,01 8,61
11 53,6 6,6 14,1 126,2 3,59 136,5 0,09 8,45
12 34,3 11,9 8,7 145,6 5,28 135,9 0,06 8,76

) & T4 dugc A \E P6 phan tan khai lugng (%)

X T4 dugc B Yo Bé cing (N)

Xs Ta dugec C Ys B4 mai mon (%)

X4 T4 duge D Y, Thdi gian tan ra (phut)

X0 Iy badng phan mém INForm, k&t qua t8i uu hda cac thanh phan cong thic (bang
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3.3.16).
Bang 3.3.16: K&t qua t5i uu hda

Bién doc lap Bién phy thudc
Xi Cong thuc t6i uu Yi Cong thic t6i uu
x1 44 Y1 1,087
X2 7,7 Y2 137,67
X3 11 X3 0,07
X4 137.8 Y4 9,6

Bao ché vién nhan, vién bao theo céng thiic t8i uu da chon va kh3o sat céc tinh chat
khac cla cdm, vién nhan va vién bao

Bang 3.3.17: K&t qua d6 4m, ty trong biéu ki€n va goc chay clia 3 16 hat theo cong
thirc t6i uu trudce khi dap vién

Do am (%) TY trong biéu kién Goéce chay (°)
L6 (n=3) (g/em®) (n = 3) (n=3)
1 9,09 + 0,16 0,726 + 0,006 27,39+ 0,49
2 9,06 + 0,05 0,726 + 0,008 27,38 + 0, 99
3 9,07 + 0,31 0,725 + 0,009 27,10 + 0,86

Béng 3.3.18: K&t qua phan bd kich thudc hat cla 3 16 hat theo cong thuc t8i uu trudc
khi dap vién

% hat cén trén ray (n = 3)

L6 710pm 355um 180um 125pm

1 18,12 + 0,45 28,62 + 0,24 46,43 £ 0,15 5,96 + 0,41
2 18,72 £ 0,31 27,97 £ 0,35 47,07 £ 0,13 5,79 +0,32
3 18,81 + 0,32 27,85 + 0,56 47,11 £ 0,70 555%£0,12

K&t qua cho thdy, hat clia ca 3 16 dap dng dugc yéu cau dap vién.

Két qua phan tich thdng ké cho thdy, cac tinh chit cha hat gilta ba 16 khac nhau
- khéng y nghia (F = 1,909 < F o5 = 3,885, a = 0,05). Vay quy trinh x4t hat én dinh.
Cong thiic va quy trinh bao vién

H&n hgp bao dugc chon theo nguyén tic I8p bao c6 kha ning bao vé vién nhan va
tan trong da day.

Céng thitc cho 10 kg hén dich bao:

HPMC 0,66 kg PEG 0,20 kg
Talc 0,20 kg Titandioxyd 0, 44 kg
Ethanol 6,00 kg Nudc cat 2,50 kg
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Piéu ché& hén hgp bao

Hoda tan HPMC vao khoadng 1,5 Ift nude.

Hoa tan riéng PEG véo khodng 0,5 Iit nudc. Phén tan titandioxyd va talc vao cén va
lugng nudc con lai. Cho dung dich PEG vao, vita cho via khudy dén khi hén dich min,
déng nhat.

Phéi hgp dung dich HPMC vao hén dich trén, khudy that déu. Hdn hgp trén dugc
khudy li&n tyc trong sudt qua trinh bao dé tranh ldng dong cac thanh phan khéng
tan,

Quy trinh bao

Ba 16 cia cong thiic t6i uu dugc 1an lugt bao trén may bao phim ty dong FC10, dau
phun iwata LA70B.

Cho vién vao ndi bao, thdi sach byi trén bé mat vién va 1am néng vién trong khoang
10 phut. Diéu chinh cdc théng sd trong qua trinh bao:

Van tdc ndi bao 1-2 vong/ phut. Ap sudt khi phun 2 kg/ cm?,
T6c dé phun 25-35 g/ phut . Nhiét dd khi vao 50 °C,
Nhiét dd khf ra 40 °C. S&y khd sau khi bao 50 °C/ 10 pht.

Céc giai doan diéu ch& hdén hgp bao va quy trinh bao vién dugc thyc hién theo so dd
3.3.1.

) Titandioxyd+talc ]
PEG + Nudc + ¢cBn + nudc HPMC + Nudc
Hoa tan—» Phéan tAn— <+ Hoa tan
Hén hop bao

Vién nhan

Khudy déu —

» [«———Th&i byi, sdy néng

Y

Vién bao

Ki€m nghiém thanh phdm — .

béng géi

Sd 46 3.3.1: So db diéu ché hdn hgp bao va quy trinh bao vién
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Péanh gia cdc tinh chat cda vién nhan, vién bao va xac dinh cac bién phy thuéc
Y1, Y2, Y3, Yava Ys.

Bang 3.3.19: K&t qua bé day cla vién nhan, vién bao va cla I6p bao cla 3 16 céng
thic t6i uu

Bé day (mm) (n = 20)

Ld Vién nhan Vién bao

1 7,245 + 0,38 7,346 + 0,039
2 7,245 + 0,032 7,344 £ 0,039
3 7,242 + 0,036 7,360 = 0,037

Béang 3.3.20: K&t qua dd cung; d6 ra cua vién nhan va vién bao cla 3 16 cdong thic
t6i uu

Pé cing (N) (n =10) Pd ra (phat) (n = 6)
L& Vién nhan Vién bao Vién nhan Vién bao
1 127,424 128,4+ 2,5 9,11 £ 0,35 12,12+ 0,18
2 1277+ 2,4 128,8 + 2,5 9,16 £ 0,29 11,91 £ 0,25
3 127,9 + 2,3 1292+ 2,4 9,3+ 0,43 12,10 £ 0,21
K&t luan Pat

Béng 3.3.21: K&t qua ham lugng cla 3 16 cong thure téi uu

Ham lugng (%) (n = 3)

Vién nhén Vién bao
Lo Amoxicilin Acid clavulanic Amoxicilin Acid clavulanic
1 100,35 + 0,34 100,58 + 1,06 100,48 + 0,85 100,12 £ 0,19
2 101,22 £ 1,45 100,06 + 0,92 100,15 + 0,31 100,36 + 0,48
3 100,13 £ 0,39 100,84 + 0,98 100,15 £ 0,52 100,42 + 0,40

Bang 3.3.22: K&t qua dd hoa tan cla 3 16 céng thic t8i uu

P$ hoa tan (%) (n = 6)

Vién nhan Vién bao
L& Amoxicilin Acid clavulanic Amoxicilin Acid clavulanic
100,34 £ 2,12 100,48 + 1,46 99,92 + 2,07 100,48 + 0,95
99,76 £ 0,70 100,80 + 0,99 99,49 = 1,61 100,87 + 1,46
3 100,40 + 1,61 100,93 + 1,80 99,37 + 1,95 100,58 + 1,36
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Bang 3.3.23: K&t qua dé ddng déu khéi lugng va ty ié tang khdi lugng cla vién nhan

va vién bao clia 3 18 cdng thirc téi uu

Khdi lugng vién (g)

Vién nhan Vién bao

Lan thd Lo 1 Lo 2 Lo 3 Lo 1 L6 2 L3
1 1,1358 1,115 1,1550 1,1732 1,1638 1,1682
2 1,1174 1,1180 1,1291 1,1853 1,1634 1,1862
3 1,1371 1,1215 1,1422 1,1640 1,1754 1,1908
4 1,1411 1,1232 1,1333 1,1918 1,1758 1,1928
5 1,1214 1,1026 1,1492 1,1739 1,1736 1,1613
6 1,1179 1,1344 1,1215 1,1757 1,1558 1,1866

7 1,1374 1,1364 1,1547 1,1848 1,1807 1,1611
8 1,1407 1,1124 1,1232 1,1793 1,1850 1,1903
9 1,1364 1,1266 1,1461 1,1636 1,1627 1,1853
10 1,1352 1,1391 1,1211 1,1647 1,1509 1,1843
11 1,1336 1,1104 1,1138 1,1790 1,1731 1,1798
12 1,1173 1,1482 1,1230 1,1655 1,1740 1,1789
13 1,1353 1,1358 1,1393 1,1497 1,1802 1,1514
14 1,1311 1,1254 1,1133 1,1536 1,1582 1,1685
15 1,1047 1,1246 1,1344 1,1762 1,1740 1,1592
16 1,1445 1,1222 1,1349 1,1606 1,1650 1,1831
17 1,1265 1,1080 1,1334 1,1628 1,1580 1,1607
18 1,1179 1,1291 1,1278 1,1656 1,1533 1,1557
19 1,1430 1,1332 1,1116 1,1885 1,1570 1,1897
20 1,1153 1,1228 1,1499 1,1770 1,1744 1,1569
B 1,1295 1,1243 1,1328 1,1717 1,1677 1,1745
Gidihan | 1,0730 - 1,0681- | 1,0762- | 1,1132- | 1,1093- | 1,1158-
KL 1,1860 1,1805 1,1895 1,2303 1,2261 1,2333

Két luan Pat Pat Pat Pat Pat Pat

% KL
ting 3,74 3,64 3,68
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Bang 3.3.24: Két qua dd déng déu ham lugng acid clavulanic cla 3 16 cdng thic t8i

uu
Ham lugng acid clavulanic (%)
Vién nhan Vién bao
Lan thd Lé 1 Lé 2 L6 3 Lo 1 L& 2 LG 3
1 100,58 100,68 100,22 99,51 101,90 102,02
2 101,87 102,30 100,58 98,79 99,59 101,98
3 103,84 104,39 100,30 100,41 101,62 98,54
4 98,68 100,71 99,81 100,52 99,81 99,46
5 102,74 102,38 101,66 100,35 100,79 102,30
6 102,46 105,28 105,37 99,10 100,74 98,62
7 100,70 100,46 100,34 99,44 98,47 101,20
8 102,80 101,94 103,50 100,61 100,29 99,51
g 101,27 102,02 100,05 99,38 100,59 100,58
10 101,58 104,30 100,29 99,82 102,70 100,08
1B 101,65 102,45 101,21 99,79 100,65 100,43
RSD (%) 1,43 1,65 1,80 0,65 1,21 1,40
K&t luan Pat Pat Pat Dat Pat Pat

Bang 3.3.25: K&t qua dé d4m, d6 mai mon cla 3 16 cdng thuc t6i uu

DPé &m (%) (n = 3) Do mai mon (%) (n =10)
Lo Vién nhéan Vién bao Vién nhan
1 9,04 + 0,16 9,10 + 0,11 0,093 + 0,006
2 8,76 £ 0,05 8,77 £ 0,21 0,093 + 0,006
3 9,07 + 0,31 8,65 £ 0,27 0,091 + 0,007

Nhitng két qua trén cho thdy vién nhan va vién bao ciia ¢ 3 16 cong thic t8i uu déu
dat tiéu chuén theo USP XXIV.

K&t qua phén tich théng ké cho thay, cac tinh chat cla vién nhan gita 3 16 nhu bé
day, dé phan tan khdi lugng, dd phan tdn ham lugng, dd cung, dd ra, dd mai mon,
dd &m khac nhau khoéng ¥ nghia (F = 1,01 < 3,89, « = 0,05). Vay tinh chat ctia vién
nhan gilta 3 16 ¢6 tinh lap lai.

Céc tinh chat cla vién bao nhu bé day vién, bé day I6p bao, dd phan tan khdi lugng,
ty 1& ting khdi lugng, do cing, 46 rd, dd 4m khac nhau khéng ¥ nghia (F = 1,22 <
3,89, a = 0,05). Vay tinh chét cla vién bao gilta 3 16 khac nhau khéng ¥y nghfa, hén
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hgp bao va quy trinh bao thich hgp cho vién nén chiia amoxicilin va acid clavulanic.
Bang 3.3.26: So sanh cac gia tri thyc nghiém vdi gid tri dy doan tii phan mém
INForm

Biénsé Y Gia tri thyc nghiém (n=3) Gia tri dy dodn
Y1 1,087 1,16
Y2 137,67 138,01
Y3 0,07 0,05
Y4 8,60 8,73

K&t qua phan tich théng ké cho thay cac gia tri thyc nghiém va gia trj dy doan khac
nhau khéng ¥ nghia (F = 0,24 < 10,13, o = 0,05). Viéc ap dung phdn mém thong
minh hoan toan kha thi va cé6 két qua tét.

Bang 3.3.27: K&t qua khao sat khd nang bao vé cla I6p bao vé cdm quan va sy
gidm ham lugng acid clavulanic & diéu kién 30 + 2°C, 80 + 5% RH

Théi N Ham lugng acid
. Cam quan .
diém clavulanic (%)
{gid) Vién nhan Vién bao Vién nhan | Vién bao
Vién tring nga, cing LSp bao trdng duyc.
0 chic. Vién cung chic. 101,49 100,24
Bot thudc trdng nga Bot thudc trdng nga

Vién vang tugi, ndt, ) .
. Lép bao trang duyc.
mém. . .
3 N . Vién cling chac. 90,12 98,26
Bo6t thude vang chanh . L, .
. . B&t thudce trang nga

dén vang nau

Vién vang ndu, rat ) .
) L.ép bao trang duc.
mém.

6 .. A Vién hgi mém. 77,33 93,75

B&t thudc vang nau . .
. Boét thudc vang nhat
sam

L&p bao nut. Vién
mém.

8 . 70,41 86,62

Bt thudc mau vang

hdi nau

K&t qua khdo sat vé mat cAm quan va sy gidm ham lugng acid clavulanic khi dat
thudc & diéu kién 30 + 2°C, 80 £ 5% RH cho thdy I&p bao cé kha ndng bao vé vién
nhan.
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3.3.4.T6m tit két qua danh gié tiéu chudn 3 16 vién bao theo USP XXIV

Nhirng tiéu chudn quy dinh cho vién chfa amoxicilin va acid clavulanic dugc ding
cho ngudi theo USP XXIV nhu sau:

Binh tinh: Thdi gian luu clla nhiing dinh chinh trén sic ky dé cla dung dich thi phai
tuong (ng véi thai gian luu clia nhiing dinh chinh trén sdc ky dé cGa dung dich chuén
dat dugc tir phép dinh lugng.

P& hoa tan: M4i trudng: 900 mi nudc cat. Dung cu s3 2: 75 vong/ phat. Thai gian: 30
phat. Q 2 85% lugng ghi trén nhan cha CygH1gN3zOsS (amoxicilin) va Q 2 80% lugng
ghi trén nhan ctia CgHgNO; (acid clavulanic), duge hda tan trong 30 phdt.

Bién thién khdi lugng: Bién thién khdi lugng dugc x&c dinh ddi véi amoxicilin. Can
chinh xac 10 vién riéng 1&. Tu két qua dinh luong tinh ham lugng amoxicilin trong
ting vién.

Péng déu ham lugng acid clavulanic: Xac dinh ham lugng acid clavulanic trong 10
vién riéng 16.

Bién thién khdi lugng va déng déu ham lugng dugc xem la dat yéu cdu khi ham
lugng hoat chat trong tifng vién nam trong khoang 85-115% ham lugng nhan va RSD
nhd hon hodc bing 6%.

Né&u cé 1 vién ¢6 ham iugng hoat chat ndm ngoai khodng 85-115% va khong cé vién
nao nam ngoai khodng 75-125% lugng ghi trén nhan ho#c néu RSD > 6% hodic c& 2
diéu kién trén, phdi thd ti8p véi 20 vién, Khong duge cé qua 1 vién trong 30 vién
ndm ngoai khodng 85-115% va khéng c6 vién nao ndm ngodi khodng 75-125%
lugng ghi trén nhan va RSD khéng qua 7,8%.

Ham lugng nude: khong qua 10,5%.

Pinh lugng: Binh lugng amoxicilin va acid clavulanic bang phudng phap HPLC. Vién
chita khéng nhd hon 90% va khdng I8n hon 120% lugng nhan ghi cho CygH19N3OsS
(amoxicilin) va CgHgNOs (acid clavulanic).

KET QUA

Binh tinh: Dat
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3: Amox
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Hinh 3.3.4: S&c ky d6 dung dich chudn (a), Sac ky dd dung dich thi (b).

Bang 3.3.28: Ham lugng nudc va ham lugng hoat chét clia ché phdm vién bao

Ham lugng nude

Ham lugng (%)

L6 (%) Amoxicilin Clavulanic
1 9,10 £ 0,11 100,48 + 0,85 100,12 £ 0,19
2 8,77 £ 0,21 100,15 + 0,31 100,36 + 0,48
3 9,07 £ 0,27 100,15 = 0,52 100,42 + 0,40
K&t luin Dat Pat Pat
Béng 3.3.29: Do hoa tan clia ché phdm vién bao
Pé hda tan (%) (n = 6)
Lo Amoxicilin Clavulanic
1 99,92 + 2,07 100,48 £ 0,95
2 99,49 + 1,91 100,87 £ 1,46
3 99,37 £ 1,95 100,58 + 1,36
Két ludn Pat
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Béang 3.3.30: Bién thién khdi lugng d6i v&i amoxicilin

Ham lugng amoxicilin (mga)

Lo 1 Lo 2 L6 3
LAn thet KL vién HL vién KL vién HL vién KL vién HL vién
_ (@) (mg) {9  (mg) () (mg)
1 1,1732 501,37 1,1638 498,65 1,1682 495,45
2 1,1853 506,55 1,1634 468,48 1,1862 503,08
3 1,1640 497 .44 1,1754 503,62 1,1908 505,03
4 1,1918 509,32 1,1758 503,79 1,1928 505,88
5 1,1739 501,67 1,1736 502,85 1,1613 492 52
6 1,1757 502,44 1,1558 495,22 1,1866 503,25
7 1,1848 506,33 1,1807 505,89 1,1611 492 44
8 1,1793 503,98 1,1850 507,73 1,1903 504,82
9 1,1636 497,27 1,1627 498,18 1,18583 502,70
10 1,1647 497,74 1,1509 493,12 1,1843 502,28
B 1,1756 502,41 1,1687 500,75 1,1807 500,75
RSD (%) 0,83 0,95 1,04
Gigi han HL (mg) 425-575 425-575 425-575
Két luén Pat Pat Dat

Béang 3.3.31: Ddng déu ham lugng acid clavulanic

Ham lugng acid clavulanic {(mg)

L&n thd LS 1 Ld 2 L6 3

1 124,39 127,38 127,52

2 123,49 124,49 127,48

3 125,51 127,03 123,18

4 125,65 124,76 124,33

5 125,44 125,99 127 87

6 123,88 125,92 123,28

7 124,30 123,09 126,50

8 125,76 125,36 124,39

g 124,23 125,74 125,73

10 124,78 128,37 125,10

B 124,74 125,81 125,54
RSD (%) 0,65 1,21 1,40

Gidi han HL (mg) 106,25-143,75 106,25-143,75 106,25-143,75

K&t luan Pat Pat Pat
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3.3.5. Khdo sat do 6n dinh va xdc dinh tudi tho clia ch& phdm
3.3.5.1. Panh gia mau thi theo USP XXIV (03 16 th nghiém)
Tu nhitng két qua trén cho thiy ca 3 16 déu dat tidu chudn USP XXIV, do dé c6 thé
khao sat do 8n dinh clia thudc trén ca 3 16 nay.
Két qua & bang 3.3.32, bang 3.3.33, bang 3.3.34 va bang 3.3.35.
3.3.5.2. So sdnh té¢c dd phan hdy clia amoxicilin va acid clavulanic
Ti&n hanh dinh lugng mau clia 16 3 duge ldo héa cap téc & nhiét do 55 °C +
2 °C/ 80% RH + 5% RH, cho két qua bang 3.3.2.
Bang 3.3.32: Khao sat ham lugng hoat chit theo diéu kién [do héa cép toc.
Ham lugng (D %)

t (ngay) Acid clavulanic Amoxicilin
0 99,68 99,92
4 85,99 97,2
8 53,2 92,81
12 42,28 87,21
16 28,31 83,39
20 17,58 78,62
D (%)
120 -

100 o

80
e e

60 8 !—'—AddCMVMaMC

a —8— Amoxicilin

40 -

20 -

0 e
0 4 8 12 16 20 24

t(ngay)

Hinh 3.3.5: D4 thj biéu dién sy gidm ham lugng cla acid clavulanic va amoxicilin.
Nhédn xét: Toc d6 phan hily clia hoat chéat acid clavulanic nhanh hon so véi hoat chat
amoxicilin trong ch& ph&m 2 thanh phan nay. Do d6 tudi tho cla thudc dugc tinh dya
trén sy gidm ham lugng acid clavulanic.
3.3.5.3. Theo d6i dd 8n dinh clia thudc & dléu kién binh thudng (dai han)

- Khado sattrén 3 19 thanh phdm 1, 2, 3.
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- Diéu kién bdo quan: é 25 °C = 2°C v@i 65% RH + 5%.

- Chu ky thir nghiém: 0, 3, 6, 9 12, (18, 24, 24, 36) thang.

- Chat lugng ctia mau dugc xac dinh dya trén céac chi tiéu: tinh chat cAm quan, ham
lugng nudc , d$ hoda tan, ham lugng acid clavulanic.

Tinh chat

Sau ting khoang thdi gian theo ddi dinh ky, cdc mau khéng c6 sy thay ddi vé cam
quan bén ngoai so véi mau khio sat ban ddu. Tuy nhién bt thudc bén trong chuyén
dan tU trAng nga dén vang nhat, cé mui nhe theo thdi gian bdo quén.

Ham lugng nudc

Béang 3.3.33: Khdo sat ham lugng nudc cla cac mau dugc bdo quan & 25 °C + 2°C
vdi 65% RH + 5%

Ham lugng nudc (%)

Thang 0 3 6 9 12
Lo 1 9,10 9,22 9,18 9,14 9,26
L6 2 8,70 8,56 8,99 8,62 8,60
L6 3 9,19 9,29 9,36 9,49 9,56

Ké&t qua phan tich phuong sai mdt yéu 18, khdo sat sy anh hudng cla yéu té thdi
gian trong qua trinh bao quan & 25 °C + 2°C v8i 65% RH + 5% cho thdy thdi gian bao
quén khdng anh hudng dén ham lugng nudc clia mau (F = 0,124 < Fggs = 3,478).
D6 hoa tan

Bang 3.3.34: K&t qua khao s4t dd hoa tan amoxicilin clla cdc méu duge bdo quan &
25°C x 2°C v38i 65% RH £ 5%

Q% (Amoxicilin}

T (thang) o 3 6 9 12
Lo 1 100,35 99,63 99,9 98,77 97,98
L6 2 99,63 100,08 99,43 98,97 95,565
L6 3 101,62 100,43 99,17 98,38 96,32

Bang 3.3.35: K&t qua khao sat dd hoa tan acid clavulanic cha cdc mau duge bdo
quan & 25 °C + 2°C v6i 65% RH + 5%

Q% (Acid clavulanic)

T (thang) 0 3 6 9 12
L6 1 100,38 99,56 99,72 98,66 93,94
L6 2 101,08 99,7 99,18 97,7 94,13
L6 3 101,27 100,37 100,78 97,82 94,97
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Q%

105
100
95 —4— M1 ‘
—8— M2 ‘i
85
80 - t (thang)

0 3 6 9 12 15

Hinh 3.3.6: Biéu d6 dé hoa tan acid clavulanic cia mau theo thdi gian
Phan tich phuong sai mét yéu 18, khao sat sy anh hudng cua yéu td thdi gian trong
qua trinh bdo quan & 25 °C + 2°C véi 65% RH x 5% cho thay thdi gian bdo quan ¢cé
&nh hudng dén d6 hoa tan cla mau (F = 61,644 >Fg g5 = 3,478).
Nhén xét: & diéu kién bao quan dai han, dé hda tan cla acid clavulanic cGa mau
kh&o sat gidm dén theo thdi gian nhung van dat yéu cau quy dinh cla chi tiéu nay.
Ham lugng hoat chit
Béng 3.3.36: K&t qua khao sat ham lugng amoxicilin trong 12 thang bao quéan & 25
°C + 2°C v6i 65% RH = 5%

Ham lugng % clta amoxicilin

T (thang) 0 3 6 9 12
Lo 1 101.58 101.26 100.17 99.74 98.22
Ld 2 100.49 100.17 100.19 99.51 97.97
Lo 3 101.1 100.89 100.34 99.94 98.8

Bang 3.3.37: K&t qua khdo sdt ham lugng acid clavulanic trong 12 thang bdo quan
G 25°C x 2°C v6i 65% RH + 5%

Ham lugng % cda acid clavulanic

T (thang) 0 3 6 9 12
Lo 1 102,02 101,52 100,22 99,4 97,09
L6 2 101,12 100,62 99,45 98,89 96,18
L6 3 101,67 101,17 100,12 98,23 96,77

Nhan xét: K&t qua cho thdy trong qua trinh bao quén dai han, ham lugng hoat chat
acid clavulanic va amoxicilin gidm theo thgi gian. Mic dé gidm ham lugng cda acid
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clavulanic cao hon so véi amoxicilin,

Ham lugng (%)
L S —

102 Z;._.
‘ S —-M1
100 TRNENE :
Lo M2 |
98 J | —A— M3
o [
94
92 1
90 - t (thang)

4] 3 ] 2] 12 15
Hinh 3.3.7: Biéu d6 biéu dién sy gidm ham lugng acid clavulanic

Ham lugng
(%}

104
102

100

t (thang)
0 3 6 9 12 15

Hinh 3.3.8: Bidu d4 biéu dién sy gidm ham lugng amoxicilin
3.3.5.4. Theo d6i dd 6n dinh cia thubc & diéu kién 30 + 2 °C/ 65 % RH + 5%
& didu kién 1o hoa cdp tdc 40 °C + 2°C v6i 75% RH + 5%, ham lugng acid
clavulanic gidm nhanh. Sau 4 thang ham lugng gidm con 91-92%. Do d6 dé 4n dinh
cta thudc dugc khdo sat & diéu kién 30 °C + 2 °C/ 65 % RH + 5%.
- Khao séat trén 3 16 thanh phdm 1, 2, 3.
- Biéu kién bdo quan: d 30 °C + 2°C v8i 65% RH £ 5%.
- Chu ky thi nghiém: 1, 2, 3, 4, 5, 6 thang.
- Chét lugng clia mau dugc xac dinh dya trén cac chi tiéu: tinh ch&t cdm quan, ham
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lugng nudc , dé hoa tan, ham lugng hoat chat.

Tinh chat

Trong qué trinh bao quén, cdm quan bén ngoai cla vién khong thay déi so véi mau
ban ddu. Tuy nhién bdt thuc chuyén dén tu tring nga dén vang nhat réi vang nau,
c6 mui ti nhe dé&n hang néng theo thdi gian bao quan,

Ham lugng nudc

Béng 3.3.38: Ham lugng nudc cac mau dugc bdo quan & diéu kién 30 °C + 2°C/
65% RH = 5%

Ham lugng nuéc (%)

t (thang) 0 1 2 3 4 5 6
Lo 1 9,14 9,25 8,69 9,04 8,15 8,63 8,84
L6 2 8,62 8,94 8,69 8,12 7,94 8,16 8,12
L6 3 9,49 9,16 9,35 8,86 8,69 8,43 8,18

Nhan xét: G didu kién 30 °C + 2°C vdi 65% RH + 5%, ham lugng nudc clia cac mau
khdng thay ddi theo thdi gian (F=2,708 < Fg s = 2,847).

D¢ hoa tan ,

Bang 3.3.39: K&t qua khao sat dd hoa tan cla acid clavulanic sau 6 thang bdo quan
& diéu kién 30 °C + 2°C v6i 65% RH + 5%

Do hoda tan Q(%)

Trudc khi lao héa Sau khi ld30 héa

Lan do L6 1 Lo 2 L6 3 Lo 1 Lo 2 L6 3
1 99,56 98,02 99,19 90,07 88,60 88,74

2 97,79 97,69 94,63 81,25 93,69 80,52

3 99,48 97,73 98,29 86,15 86,43 86,97

4 98,92 96,70 98,72 93,98 90,69 93,08

5 97,62 97,75 97,32 87,45 81,90 84,64

6 98,61 98,31 98,77 89,66 85,33 88,34
B 98,66 97,70 97,82 88,00 87,77 87,05

D¢ hoa tan clia acid clavulanic & ca 3 16 giam sau khi 130 hoa.
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Ham lugng
Bang 3.3.40: K&t qua khao sat ham lugng acid clavulanic & diéu kién 30 °C + 2°C
v6i 65% RH = 5%

Ham lugng (%)

t (thang) 0 1 2 3 4 5 6
L5 1 99,40 98,59 97,96 97,04 9520 93,76 92,26
Lo 2 98,89 97,45 96,27 96,63 94,17 93,88 92,13
L6 3 99,02 98,61 97,76 9648 94,46 9349 91,54

Ham lugng cla acid clavulanic gidm theo thdi gian bao quén & diéu kién 30 °C =
2°C v6i 65% RH + 5%.

3.3.5.5. Xdc djnh tudi tho

Tudi tho clia thuc dugce ude tinh dya vao sy gidm ham lugng acid clavulanic sau 12
thang dugc bdo quan & diéu kién binh thudng 25 °C + 2°C v6i 60% RH + 5%.

Béang 3.3.41: K&t qué sy thay ddi ham lugng acid clavulanic & 25 °C/60% RH + 5%
trong thdi gian bao quan

Phan trdm ham lugng
0 thang 3 thang 6 thang 9 thang 12 thang 18 thang

a

1 102,02 101,52 100,22 99,4 97,09 96,49
2 101,12 100,62 99,45 98,89 96,18 95,58
3 101,67 101,17 100,12 98,63 97,17 96,17

Bang 3.3.42: K&t qud phan tich thdng ké sy tuong quan gilla ham lugng acid
clavuianic va thdi gian bao quan & 25 °C + 2 °C/ 60% RH + 5% va tudi tho udc tinh
tai thai diém 12 thang

Thudc thir Hé s6 o A Tudi tho (Teo)
_ Hé s6 B Hé s6 Bo
nghiém tuong quan R (ngay)
LS 1 0,870 -0,013 102,45 849
Lo 2 0,949 -0,013 101,57 869
L6 3 0,984 -0,013 102,14 801

Tudi the thyc nghiém cha 16 2 I§n hon 60 ngay (68 ngay) so véi 16 3. Do dé tudi the
clia 16 2 khdéng dugc dung dé tinh tudi tho clia san phdm. Tudi tho clia san phdm la
(849+801)/2 = 825 ngay hay 27 thang.

3.3.6. Két qua nghién ciiu tuong duong sinh hoc

Thudc thi nghiém va thudc ddi chiéu

Thudc thi nghiém: Vién nghién cdu chia 500 mg amoxicilin vad 125 mg acid
clavulanic, san xuat ngay 22 thang 02 n&m 2003. Ham lugng trung binh 1a 502,58
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mg va 127,21 mg.

Thudc déi chiéu: Vién Augmentin cing ham lugng, 16 75762A, han dung 05/2005.
Ham lugng trung binh la 500,14 mg va 123,82 mg.

Ham lugng amoxicilin va acid clavulanic clia vién nghién ciu va vién d6i chiéu khac
nhau khéng qua 5%. Vay 2 ché& pham nay dat yéu cdu cho thi nghiém tuong duong
sinh hoc.

Xéc dinh tuong ducng sinh hoc in vifro qua thd nghiém dd hoa tan

Bang 3.3.43: K&t qua tudng dudng sinh hoc in vitro

S8 vién Ty 1& (%) amoxicilin hoa tan Ty I& (%) clavulanic hoa tan
thd Vién Aug. Vien NC Vién Aug. Vién NC
1 101,24 100,42 100,32 101,02
2 99,94 100,21 101,12 101,8
3 99,97 101,12 99,82 100,8
4 99,95 100,02 100,75 100,11
5 101,27 100,05 100,31 100,88
6 99,86 99,93 100,58 101,18
7 100,19 99,89 100,16 100,56
8 100,32 101,24 100,05 101,54
9 99,82 99,77 101,8 100,45
10 99,12 99,78 101,04 100,89
11 100,36 100,68 101,12 101,26
12 100,19 100,28 100,64 100,95
B 101,24 100,42 100,32 101,02
Gi4 tri F=1,43<Fpo5=2,82 F=1,46 < Fyo; = 2,82
théng ké = 0,43 <ty = 2.07 t=1,48 < toos = 2.07

K&t qua cho thdy thudc nghién cdu tugng duong sinh hoc in vitro véi thudc déi chiu
trong thi nghiém dé hoa tan.

Két qlia thdm dinh phuong phap HPLC dinh lugng amoxicilin va acid clavulanic
trong huyét thanh
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Bang 3.3.44: K&t qua céc thdng s6 sdc ky Ging vdi dinh clia hoat chat trong huyét
thanh

T Amoxicilin Acid clavulanic

1 tn S T N R S T N

2 5,245 3,708 0,92 2629 3,085 0,779 0,990 1263
3 5,121 3,641 0,92 2887 3,010 0,713 0,94 1310
4 5,094 3,562 0,92 2513 2,99 0,811 0,96 1454
5 5,071 3,241 0,91 2922 3,00 0,744 0,95 1256
6 5,086 3,674 0,90 2562 3,07 0,717 0,94 1239

TB 5,123 3,560 0,914 2703 3,026 0,753 0,956 13044
SD 0,070 0,201 0,009 189,26 0,036 0,042 0,021 87,672
RSD 1,37% 564% 098% 7,00% 1,19% 556% 2,17% 6,72%

Cdc thadng s8 ky thuat sic ky clia ca 2 hoat ch4t déu c6 RSD < 15%. Vay phuong
phap dat tinh tuong thich hé théng.
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Bang 3.3.45: K&t qua xac dinh khoang tuyén tinh clia phudng phap HPLC

Amoxicilin Acid clavulanic
Néng do ) Néng do . ,
. Dién tich dinh Dién tich dinh
S6TT {(ng/ ml) {1/ ml)
1 0,625 0,451 0,3125 0,124
2 1,250 0,725 0,6250 0,213
3 2,500 1,163 1,2500 0,410
4 5,000 3,912 2,5000 0,741
5 10,000 7,126 5,000 1,745
6 20,000 14,424 10,000 3,682
Phuong trinh ¥ =0,731x ¥y = 0,370x
héi quy R = 0,9969 R?=0,9973

K&t qua cho thay dién tich dinh cé tuong quan tuyén tinh v8i khodng néng dé khao
sat cho ca 2 hoat chat.
Bang 3.3.46: Két qua xac dinh dd chinh xdc trong ngay clia phuong phap dinh lugng
amoxicilin trong huyé&t thanh

Néng dd 0,625 pg/ ml

Néng 46 5 ug/ ml

Néng dé 10 ug/ mi

Dién tich Nong dd Diéntich Néngdd Diéntich Néng dd
TT dinh (ng/ mi) dinh (ug/ mi) dinh (ug/ ml)
0,448 0,631 3,708 5,223 7,416 10,445
2 0,475 0,669 3,641 5,128 7,281 10,254
3 0,462 0,650 3,562 5,017 7,124 10,033
4 0,412 0,580 3,214 4,527 6,428 9,054
5 0,358 0,504 3,674 5,175 7,082 9,946
6 0,387 0,545 3,560 5,014 7,321 10,312
Trung binh 0,596 5,014 10,007
RSD (%) 10,83 5,04 5,01
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Bang 3.3.47: K&t qua xac dinh dd chinh xac gilta cac ngay clia phuong phép dinh
lugng amoxicilin trong huyét thanh

Noéng dd 0,625 pg/ ml Néng dd 5 pg/ mi Néng dd 10 ug/ mi
Dién tich Néng dd Diéntich Noéngdd Diéntich Nong dd
TT dinh (ng/ ml) dinh {ug/ ml) dinh {ug/ ml)
0,360 0,560 3,090 4,807 7,069 10,999
2 0,345 0,637 2,850 4,434 6,578 10,236
3 0,400 0,623 2,970 4,620 6,482 10,081
4 0,399 0,621 3,120 4,854 6,330 9,848
5 0,377 0,586 3,290 5,118 6,250 9,723
6 0,407 0,633 2,990 4,625 6,531 10,159
Trung binh 0,693 4743 10,174
RSD (%) 6,56 5,00 4,40

Bang 3.3.48: K&t qua xac dinh dd chinh xac trong ngay cla phuong phap dinh lugng
acid clavulanic trong huyét thanh

Néng dd 0,3125 pg/ml Néng dd 2,5 pg/ ml Néng a 5 pg/ mi

Dién tich N6ng dd Diéntich N&ngdd Diéntich Néng dé

TT dinh (ng/ ml) dinh (ng/ ml) dinh (ug/ ml)
0,141 0,217 1,621 2,533 3,116 4,797
2 0,140 0,216 1,461 2,283 2,850 4,387
3 0,145 0,223 1,653 2,427 3,242 4,991
4 0,127 0,196 1,559 2,436 2,974 4,578
5 0,137 0,211 1,377 2,152 3,048 4,689
6 0,105 0,162 1,621 2,366 3,250 5,003
Trung binh 0,204 2,366 4,741
RSD (%) 11,10 6,31 5,07
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Bang 3.3.49: K&t qua xac dinh dd chinh xéc gilia cdc ngay clia phuong phap dinh
lugng acid clavulanic trong huyé&t thanh

Noéng d0 0,3125 pg/ ml Néng dd 2,5 pg/ mi Néng 46 5 pg/ ml
TT Dién tich Néng dd Diéntich Noéngdd Diéntich Nong dd
dinh (ng/ mib) dinh (ug/ ml) dinh (ng/ ml)
1 0,225 0,361 1,421 2,276 2,930 4.647
2 0,172 0,276 1,299 2,083 3,150 5,096
3 0,165 0,264 1,270 2,035 2,760 4,423
4 0,200 0,321 1,332 2,131 2,980 4776
5 0,190 0,305 1,498 2,404 3,141 5,032
6 0,210 0,337 1,39 2,228 2,889 4,631
Trung binh 0,310 2,193 4,768
RSD (%) 11,76 6,24 5,39

K&t qua cho thdy phucng phap dinh lugng amoxicilin va acid clavulanic trong huyét
thanh dat dd chinh xac trong ngay va gilta cdc ngay theo yéu cau clia phuong phap
dinh lugng thudc trong dich sinh hoc.

Bang 3.3.50: K&t qua xac dinh dd ding trong ngay cla phuong phap dinh lugng
amoxicilin trong huyét thanh

Nong 46 0,625 pg/ mi Néng d$ 5 pg/ ml Néng dé 10 ug/ ml
Dién tich Néng dd Diéntich Nongdd Diéntich Néng dd
T dinh (pg/ ml) dinh (ng/ ml) dinh (ug/ ml)
1 0,486 0,579 4,145 4,913 8,230 9,756
2 0,542 0,646 4,062 4,815 7,980 9,459
3 0,520 0,619 4,280 5,073 8,450 10,017
4 0,529 0,630 4,437 5,260 8,117 9,622
5 0,487 0,580 4,098 4,858 8,556 10,142
6 0,499 0,594 4223 5,006 8,011 9,496
Trung binh 0,608 4,988 9,749
Sai biét nong do 0,017 0,012 0,251
T 18 (%) sai biét 2,72 0,25 2,51
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Bang 3.3.51: K&t qua xdc dinh ddé dung gilta cdc ngay cla phudng phap dinh lugng
amoxicilin trong huyét thanh

Nong dd 0,625 pg/ ml Néng 46 5 pg/ mi Néng d6 10 pg/ mi

Diéntich Néngdd Diéntich Néngdd Diéntich Néng dd

TT dinh (ng/ ml) dinh (rg/ ml) dinh {ng/ ml)
0,543 0,643 4,338 5,142 7,96 9,171

2 0,520 0,616 4,280 5,073 8,87 10,219

3 0,395 0,468 2,970 3,521 9,05 10,426
4 0,495 0,587 4,301 5,098 8,23 9,482
5 0,535 0,634 4112 4,874 7,98 9,194
6 0,555 0,658 3,455 4,096 8,23 9,482
TB 0,601 4,634 9,662
Sai biét ndng do 0,024 0,366 0,338
Ty 18 (%) sai biét 3,84 7.32 3,38

Bang 3.3.52: K&t qua x4c dinh dd dang trong ngay cla phudng phdp dinh lugng acid
clavulanic trong huyét thanh

Néng d$ 0,3125 pg/ml| Néng d6 2,5 ug/ ml Nong dd 5 pg/ mi

Dién tich Néngdd Diéntich Néngdé Diéntich Nong dd

TT dinh (ng/ ml) dinh (ng/ ml) dinh (ng/ ml)
0,181 0,283 1,893 2,692 3,400 5,274
2 0,195 0,340 1,698 2,358 3,405 5,255
3 0,186 0,291 1,768 2,456 3,455 5,332
4 0,205 0,320 1,646 2,286 2,990 4,614
5 0,215 0,336 1,670 2,319 3,010 4,645
6 0,211 0,330 1,700 2,316 3,120 4,815
Trung binh 0,317 2,405 4,985
Sai biét ndng 4o -0,005 0,085 0,015

Ty 18 (%) sai biét -0,60 3,80 0,31
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Bang 3.3.53: K&t qua xac dinh dd dung gita cac ngay cla phudng phap dinh iugng
acid clavulanic trong huyét thanh

Néng d6 0,3125ug/mi Nong 4 2,5 pg/ ml Nong dd 5 pg/ ml
Diéntich Nongdd Diéntich Néngdd Diéntich Néng dd

1T dinh (ng/ ml) dinh (ug/ ml) dinh (ng/ mi)
0,181 0,279 1,67 2,285 3,123 4,808
2 0,195 0,299 1,7 2,326 3,201 4,928
3 0,186 0,286 1,530 2,355 3,120 4,803
4 0,205 0,316 1,480 2,278 3,182 4,898
5 0,2105 0,324 1,83 2,254 3,195 4,918
6 0,193 0,297 1,92 2,365 3,168 4,877
Trung binh 0,300 2,311 4872
Sai biét néng dé 0,0125 0,189 0,128
T 16 (%) sai biét 4,000 7,56 2,561

Két qua cho thdy phuong phap dinh lugng amoxicilin va acid clavulanic trong huyét
thanh dat d6 ding trong ngay va gilta cac ngay theo yéu cau cGa phép phan tich
sinh hoc,

Bang 3.3.54: K&t qua xac dinh ty 1& phuc héi d&i vai amoxicilin trong huyét thanh

Noéng dd 1,25 ng/ mi Néng do 5 ug/ ml Néng d6 10 pg/ mi
T S1 82 % S1 S2 % S1 82 %

1,024 0,956 93,36 3,934 3,708 9426 7,816 7,102 90,86
0,910 0,802 88,13 3641 3,463 9511 8,107 7,686 94,81
0,978 0,952 9734 391 3562 981,10 7,786 7,718 99,13
0,996 0,962 96,59 3,267 3,214 98,38 8,211 7,982 9721
5 0,918 0,834 90,85 3,674 3,527 986,00 7,825 7,326 93,62

2 WON =

Trung binh 93,25 94,97 9513
sSD 3,87 2,65 3,19
RSD (%) 4,15 2,79 3,36

S1: Dién tich dinh cla hoat chat trong mau khdng chiét hoat chat (hoat chit trong
huyét thanh da khif protein).

S2: Dién tich dinh cla hoat chat trong mau chiét hoat chat (mau phai qua giai doan
XU ly khi protein).

%: Ty 1& % phuyc hdi (hiéu sudt chiét).
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Bang 3.3.55: K&t qua xac dinh ty ié phuc hdi dgi véi clavulanic trong huyét thanh

Néng dd 0,625 ug/ml  Néng dd 2,5 ug/ ml Néng 46 5 ug/ ml

1T S1 82 % S1 S2 % 81 S2 %
1 0,402 0,396 98,51 1,563 1,527 97,70 3,215 3,054 94,99
2 0,384 0,364 94,79 1,539 1,492 96,95 3,078 2,994 97,27
3 0,374 0,35 93,58 1487 1325 89,11 2987 2,719 91,03
4 0,362 0,328 90,61 1,445 1,370 94,81 2,800 2,728 94,39
5 0,376 0,364 96,81 1,505 1462 97,14 3,015 2,747 91,11
Trung binh 94,86 95,14 93,75
SD 3,03 3,55 2,68
RSD (%) 3,20 3,73 2,86

K&t qua cho thdy phuong phap dat hiéu suét chiét (hiéu sudt chiét > 90%) cho ci
amoxicilin va acid clavulanic..
Két qua xdc dinh tuong duong sinh hoc theo phuong phap dinh lugng thude
trong huyét thanh

Béng 3.3.56: K&t qua phan tich ndng dd amoxicilin va acid clavulanic trong huyét

thanh 12 ngudi tinh nguyén sau khi udng vién Augmentiin va vién nghién clu

Vién Augmentin

Vién nghién cdu

Amox. (pug/ ml) Clav. (ug/ mi) Amox. (ug/ ml) Clav. (ug/ ml)
Gid (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
0,5 2,026 = 1,459 1,249 £ 0,376 1,848 + 1,175 1,023 + 0,427
1,0 4,002 + 1,624 1,844 + 0,397 3,816 + 2,098 1,654 + 0,741
1,3 4,750 + 1,468 2,174 + 0,395 4,744 + 1,966 2,265 + 0,665
1,7 5,418 + 1,429 2,508 + 0,540 5,849 + 1,807 2,835 + 0,651
2,0 5,588 + 1,461 2,550 + 0,480 5710+1,199 2,792 + 0,451
2,3 5,434 £ 1,462 2,307 + 0,667 5,431 + 0,869 2,607 £ 0,702
2,7 4,339 + 1,274 1,952 + 0,690 4,740 + 1,232 2,154 £ 0,612
3,0 3,470 + 1,186 1,590 + 0,594 3,788 + 1,255 1,710 £ 0,470
4,0 2,220 x 0,755 0,812 £ 0,313 2,150 £ 0,744 0,965 £ 0,205
5,0 1,183 + 0,347 0,523 + 0,168 1,174 + 0,410 0,548 + 0,120
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Hinh 3.3.10: D6 thi ndng dé mau trung binh clla amoxicilin tU 12 NTN

| & Vién Aug.
| Lo " Vién NC

SARSEY

0 0511317 2 23273 4 5
Thai gian (gid)
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Hinh 3.3.11: D3 thj ndng do mau trung binh ciia acid clavulanic tf 12 NTN
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Bang 3.3.57: Céc théng sd dugc dong cla amoxcilin tir 12 ngudi tinh nguyén sau khi
udng vién Augmentin (Aug.) va vién nghién ctu (NC)

Cmax (pg/ ml) AUC o5 (pg.gio/ ml) Tmax (gid)
NTN Vién Aug. Vién NC Vién Aug. Vién NC Vién Aug. Vién NC

6,038 5,455 16,592 14,117 2,0 2,0
2 4,418 5,329 12,044 13,623 1,3 1,7
3 6,909 7,397 15,118 19,182 2,3 2,7
4 5,939 5,902 12,957 14,350 1,7 1,7
5 7,059 7,243 21,260 18,683 2,3 2,0
6 7,102 7,344 17,814 15,969 1,7 2,0
7 8,419 7.564 19,779 18,711 2,0 1,7
8 7,544 7,226 16,827 18,382 1,0 1,7
9 6,972 6,834 20,948 19,309 2,3 2,3
10 5,236 5,232 12,817 11,717 2,3 2,33
11 6,063 6,214 14,944 15,943 1,7 1,7
12 6,021 8,788 14,686 19,517 1,3 1,0
T8 6,477 6,711 16,315 16,625 1,83 1,89
sSD 1,075 1,089 3,137 2,684 0,46 0,43

Bang 3.3.58: Cac théng sd dugc dong clia acid clavulanic ti 12 ngudi tinh nguyén
sau khi udng vién Augmentin (Aug.) va vién nghién ciu (NC)

Cmax (pg/ ml) AUC . (pg.gid/ mi) Tmax (gid)
NTN Vién Aug. ViénNC Vién Aug. Vién NC  Vién Aug. Vién NC
1 2,902 2,887 5,738 7,292 1,7 1,7
2 2,108 2,586 5,363 6,698 1,3 1,7
3 2,500 3,027 5,902 7,262 2,0 2,3
4 3,234 3,253 8,569 8,843 1,7 1,7
5 3,340 3,680 8,625 9,143 2,3 2,3
6 2,871 3,287 6,916 8,265 1,3 1,7
7 3,191 3,418 9,635 8,550 2,3 2,0
8 3,342 3,290 7,805 7,109 1,7 1,7
9 2,885 3,631 9,323 9,218 2,7 2,3
10 2,117 3,397 6,645 7,516 2,0 2,0
11 2,724 2,833 7,193 6,257 1,7 2,0
12 3,085 3,583 7,232 7416 2,0 1,3
B 2,858 3,224 7,404 7,797 1,89 1,89
SD 0,411 0,320 1,392 0,978 0,41 0,33
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K&t qua phéan tich phuong sai
K&t qua phan tich phudng sai cho thdy trinh ty th{, giai doan thir va ché phdm thudc
thit nghiém khéng anh hudng dén k&t qua nhung ddi tugng thi (ngudi tinh nguyén)
anh hudng rd dén két qua.
Xdc dinh tuong duodng sinh hoc theo khodng tin cédy 90%
Bang 3.3.59: K&t qua so sanh tudng ducng theo khodng tin cdy 90% dbi véi
amoxicilin tif ch& phdm d6i chidu (Aug.) va chd phdm nghién ciu (NC)

Cmax (pg/ ml) AUCy5 (Mg.gid/ ml) Tmax (gid)

Céc gia trj Vién Vién Vién » Vién Vién
Vién NC

so sanh Aug. NC Aug. Aug. NC

6,477 6711 16,315 16,625 1,83 1,89

S (SD) 1,075 1,089 3,137 2,684 0,46 0,43

toosx S/ VN 0,565 1,392 0,23

X - toosx S/IVN 6,146 15,234 1,66

X + toosx S/ VN 7,275 18,017 2,11

- P61 véi Cmax: O miic tin cay 90%, gia tr| trung binh Cmax clia amoxicilin tu
thudc nghién cttu trong khoang 6,148-7,275; gidi han 80-120% ctia gia tri trung
binh cha Cmax ti thudc ddi chiéu 1a 5,181-7,772. Vay gia tri Cmax cla amoxicilin
tl thude nghién clu tuong duong voi thudc déi chiéu.

- D3l véi AUCys: & muc tin cay 90%, gia tri trung binh AUC,.s clia amoxicilin tif
thudc nghién cdu trong khodng 15,234-18,017; gidi han 80-120% cla gia tri trung
binh clla AUCq.s tU thuéc ddi chiéu la 13,052-19,679. Vay gia tri AUCy;s cla
amoxicilin ti thudc nghién cuu tuong dudng véi thudc ddi chiu.

- D6l véi Tmax: G mirc tin cay 90%, gia tri trung binh Tmax clla amoxicilin tif thudc
nghién cliu trong khoang 1,66-2,11; gidi han 80-120% cla gia tri trung binh cua
Tmax tU thudc doi chi€u 14 1,47-2.20. Vay gid tri Tmax cla amoxicilin tU thudc
nghién cliu tuong duong vdéi thudc ddi chiéu.
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Bang 3.3.60: K&t qua so sanh tuong dudng theo khoang tin cdy 90% ddi véi acid
clavulanic tif ch& phdm ddi chi€u (Aug.) va ché phadm nghién clu (NC)

Cmax (pg/ ml) AUCq 5 (pg.giG/ ml) Tmax (gid)

Céac gié tri - : - — —

Vién Vién Vién ) Vién Vién
s0 sdnh Vién NC

Aug. NC Aug. Aug. NC
X 2,858 3,224 7,404 7.797 1,89 1,88
S (SD) 0,411 0,320 1,392 0,978 0,41 0,33
toosx S/ VN 0,166 0,507 0,170
X - toosx S/IVN 3,058 7,290 1,719
X +toosx S/ VN 3,389 8,305 2,059

- P6i véi Cmax: & muc tin cay 90%, gia tri trung binh Cmax cla acid clavulanic tir
thudc nghién ctiu trong khodng 3,058-3,389; gidi han 80-120% gi4 tri trung binh
Cmax cla acid clavulanic tif thudc ddi chiu 14 2,287-3,430. Vay gia tri Cmax cla
acid clavulanic ti thuéc nghién clu tuong dudng véi thude ddi chiéu.

- D6l voi AUC: & muc tin cay 90%, gid tri trung binh AUC,.s clia acid clavulanic tif
thudc nghién clu trong khodng 7,299-8,305; gidi han 80-120% gi4 trj trung binh
Cmax clia acid clavulanic tf thudc ddi chiéu la 5,923-8,884. Vay gia trj AUCq.s
cla acid clavulanic tir thudc nghién clfu tuong ducng véi thudc ddi chiéu.

- P8I v6i Tmax: G mdc tin cay 90%, gia tri trung binh Tmax cia acid clavulanic tu
thudc nghién cGu trong khodng 1,72-2,06; gidi han 80-120% gia tri trung binh
Cmax cua acid clavulanic ti thudéc déi chiéu la 1,51-2,2, VAy gid tri Tmax cla
acid clavulanic t thuéc nghién ciu tuong duong voi thudc ddi chidu.

3.4. NGHIEN cUU UNG DUNG KY THUI:\?T Vi NANG DE BAO CHE THUGC VIEN
VITAMIN CO SINH KHA DUNG VA PO ON PINH CAO

34.1. Xdy dung phuong phdp dinh luong cdc vitamin trong vién 3B

Vitamin B,, Bs dugc dinh lugng theo phuong phap clia Dugc dién Anh 1998.
Vitamin B,, dugc dinh luong theo phwong phédp ctia Dugc dién My 23.Vi véy, ching
toi chi khao sat khoang tuyén tinh va nghién citu do Iap lai, d6 tin cdy cia phuong
phdp dinh lugng trong diéu kién thuc nghiém cha nghién citu nay.

3.4.1.1. Khdo sdt khodng tuyén tinh ciia phuong phdp dinh luong cdc vitamin B;, B,
va BIZ b&ng HPLC.

Khi dinh lugng vitamin B,, B; bing HPLC, cic Duoc dién thudng qui dinh néng do
cla hai loai vitamin nay ndm trong khoang tir 20 dén 100pg/ml. Dinh luong vitamin
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B, Duoc dién My qui dinh néng d6 khodng pg/ml, chiing t0i pha cdc mau thir c6
ndng do6 khac nhau trong cic khoang qui dinh trén, sau d6 xdc dinh dién tich céc pic
twong ing. K&t qua dugc trinh bay trong cdc bang dudi day:

Bdng 3.4.1. Dién tich cdc pic thu dugc khi dinh lugng cdc mdu thi cia vitamin
Bi

Nong do Vit.B;: X(ug/ml) 19,9 30,1 45,0 67,1 100,6

Dién tich pic (Y) 300,88 | 456,79 | 681,26 | 1013,94 | 1524,19

Heé s3 tuwong quan r = 0,9999 ;
Phuong trinh héi qui: Y = 15,14X - 0,05
Bdng 3.4.2 Dién tich cdc pic thu duoc khi BL cdc mdu thi ciia vitamin B6

Néng do Vit.B,s: X(pug/ml) 19,1 28.5 42,5 63,7 95,5

Dién tich pic (Y) 771,99 | 1153,51 | 1721,52 | 2582,55 | 3866,19

He s6 tuong quan r = 0,9999 ;
Phuong trinh héi qui: Y = 40,51X - 0,68
Bdng 3.4.3.Dién tich cdc pic thu duoc khi PL cdc mdu thit cia vitamin B12

Nong do Vit.B,,: X(ug/ml) 0,7 0,9 1,2 1,5 1,8

Dién tich pic (Y) 156,14 | 201,12 | 267,82 | 335,15 | 403,54

Hé¢ s6 tuong quan r = 0,9999
Phuong trinh héi qui: Y = 224,6X - 1,27

Nhan xét: Trong khoang néng d¢ khdo sat d6i vGi ca 3 loai vitamin B;, B va B),,
dién tich clia cac pic thu dugc c6 tuong quan héi qui tuyén tinh véi néng do cla cic
méu thir. '

3.4.1.2. Khdo sdt doé ldp lai cua phuong phdp dinh liong

St dung miu vién 3B di bao ché, pha miu thir va dinh lugng theo phuong phap da
néu, sé phép do 1a 5 14n. K&t qua duge trinh bay & cic bang 3.4.4 ; 3.4.5 va 3.4.6.

Bdng 3.4.4. Khdo sdt 46 lap lai ciia phuong phdp DL vitamin Bl, bang HPLC

$6 1in TN Dién tich cia cic pic Ham luong (%) S0 liéu thing ké
1 718,30 104,02 X =104,08
2 720,72 104,37 S? =0,0393
3 718,02 103,98 SD=0,20
4 719,13 104,16 RSD = 0,19%
5 717,13 103,85
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Bdng 3.4.5. Khdo sdt do ldp lai ciia phuong phdp PL vitamin B6, bang HPLC

S& lin TN Dién tich cia céc pic Ham luong (%) 84 liéu théng ke
1 2047 45 102,89 X =102,96
2 2051,03 103,74 $?=0,0254
3 2044.47 102,74 SD=0,16
4 2052,62 103,15 RSD =0,15%
5 2048.84 162,96
Bdng 3.4.6. Khdo sdt do lip lai ciia phuong phdp DL vitamin B12, bang HPLC
S6 lan TN Dién tich cia cic pic Ham luong (%) S6 liéu thong ké
1 232,39 110,20 X =110,10
2 232,62 11031 182=0,0310
3 231,92 109,98 SD=0,18
4 232,28 ) 110,15 RSD =0,16%
5 231,69 109,87

Nhén xét: Phuong phédp dinh luong vitamin B, , B; va B, déu c6 sai s6 tuong doi rat
nho - tic 1a d6 1ap lai cao.

3.4.1.3. Khdo sdt dé tin cdy cia phuong phdp

Dé khao sdt do tin cay clia phuong phdp, ching toi sir dung phuong phap thém:
Diing dung dich thir ¢4 x4dc dinh ham luong, them mot lugng chdt chudn sao cho
néng do dung dich sau khi thém chét chudn vén nim trong khoang tuyén tinh cla
phuong phdp dinh lugng. Sau d6 tim lai lugng chdt da thém bang HPLC. K&t qua

dugc trinh biy & céc bang 3.4.7, 3.4.8 va 3.4.9.

Bdng 3.4.7: Khdo sdt dé lip lai ctia phuong phdp PL vitamin Bl, bing HPLC

Luong thém vao (ug) Luong tim thay (ug) % tim thay S0 liéu thong ké
1000 990,1 99,01 X =99.49
1000 997.8 99,78 $? =0,2200
1000 996,4 99,64 SD = 0,47
1000 ~1000,2 100,02 RSD =042%
1000 989,8 08,98

Bdng 3.4.8: Khdo sat do lip lai cia phuong phdp dinh luong vitamin B,, bang

HPLC
Luong thém vao (pg) Luong tim thay (ug) % tim thay S6 liéu thong ké
1000 988,9 ..9889 | X =99,56
1000 991,9 99,19 S =0,2486
1000 997.,8 99,78 SD = 0,50
1000 1000,4 100,04 RSD = 0,50%
1000 999.2 99,2
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Bdng 3.4.9: Khdo sdt dé ldp lai ciia phuong phdp dinh lugng vitamin B12 bdng

HPLC
Luong thém vao (ug) Lwong tim thay (ug) % tim thay S6 liéu thong ké
20 19,864 99,32 X =99.36
20 19,750 98,75 S? = 10,2307
20 19,816 99,08 SD =0,48
20 19,090 99.05 | oD =048%
20 19,942 99,71

Nhan xét: Cic két qua khao sat do tin ciy cua phuong phdp dinh luong vitamin B,
B, va B;, cho thdy ty 1& % dugc chat tim thdy cao (hdu hét 12 > 99%) va sai sO tuong
d6i rat nho (<0,5%) ching t6 phuong phap dinh lugng cé d9 tin ciy cao.

3.4.2. Két qud dinh luong vitamin trong moét sé' mdu vién 3B dang luu hdanh

Chiing t6i 14y ngiu nhién cdc méu vién 3B dang huu hanh cta 5 co ¢d sdn xuét khic
nhau dé ki€ém tra ham lwong dugc chat: 01 miu nhap ngoai (ky hiéu 1a miu 1); 02
méu do cdc doanh nghiép phia Bic sdn xuit (miu 2 va 3); 02 miu do cic doanh
nghiép phia Nam san xuét (mau 4 va 5)

Ham lugng vitamin trong cdc mAu nghién cu tai thdi diém kiém tra duoc trinh bay

trong bang 3.4.10.

Bdng 3.4.10. Ham luong vitamin trong cdc mdu vién

Ham lugng céc vitamin (%)
Méiu X

Vitamin B, Vitamin By Vitamin B,,
1 0,62 98,35 + 0,59 114,01 + 0,89 75,14 + 0,41
2. 0,76 110,02 + 0,74 103,15+ 0,71 108,35 + 0,38
3 0,71 97,15+ 0,86 106,38 + 0,88 46,59 + 0,53
4 0,85 113,96 + 0,89 98,97 + 0,91 93,58 + 0,84
5 0,81 102,14 + 0,75 96,24 + 0,72 95,15+ 0,72

(X1a 1y Ié gifta thon gian sit dung con lai va tudi tho cia cdc mdu thudc)

Két qua cho thdy: Ham lugng vitamin B, va By trong tat ca cdc miu vién nghién cia
déu dat yéu cdu so véi qui dinh (>90%). Trong 5 miu nghién citu, ¢6 t6i 2 mau
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khong dat chi tiéu ham luong vitamin B,, (<90%) mac dui thoi han st dung con rét

dai.

3.4..3.Nghién citu lua chon thanh phdn vién Vitamin Bl, B6, B12

3.4.3.1. Nghién citu su twong tdc giita cdc dwgc chdt

a) Su twong tdc gifta cdc duoc chdt trong diéu kién bao géi chéng dm

Ham lwong cac vitamin trong nguyén liéu ban ddu dua vao nghién cttu dugce qui vé
100%. Sau thoi gian 1430 hod, ham lugng cédc vitamin déu bi giam.

- V6i vitamin B,, k&t qua thi nghiém dugc trinh bay trong bang 3.4.11

Bdng 3.4.11: Ham luong vitamin trong cdc mdu vién

N ol e ol I
; B,.HCl (%) B..NO, va B.HCI
1 |B, 98,02£0,59 [ 98,16£047 |ty (0,05:10)=2,23
binh = 0,49 < b,
2 | B, +Bs 97,34 +0,73 97,58 0,67 | tyy= 0,62 <ty
3 | B+B,, 97,14+0,69 | 97,031082 | tyn=2,14 <ty
4 |B+Bs+B, 97914082 | 97461076 | tyn="0,97 <ty
So sanh HL Vit.B, L . =068926_ ;6
trong m&i nhém " 0,4588 00,4247
Fiing(0,05;3;20)=3,10 | Foon < Foi Fin < Fiang

K&t qua 6 bang 3.4.11 cho thiy:

- 0 méi dang mudi, ham lugng con lai cha vitamin B,, khdc nhau khong c6 ¢ nghia
théng ke.

- & ca hai dang mudi nitrat va hydroclorid, ham lurong con lai ctia vitamin B, ciing
khac nhau khong c6 nghia thong keé.

Vi vay, c6 thé két luan: & ca 2 dang muéi, him lwong vitamin B, con lai trong cic
méu don chit va miu hén hgp 1a nhu nhau. Ham lugng vitamin B, khong bi giam
khi ¢6 mat vitamin B, va B, trong hén hgp.

- V6i vitamin Bg, két qua thi nghiém dugce trinh bay trong bang 3.4.12.

——
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Bdng 3.4.12: Ham luong con lai ciia vitamin B6 trong diéu kién bao goi chong dm

1T Cic miu TN Ham luong vitamin B (%)

1 B 97,98 + 0,47

2 | Bg+B.HCl 97.51 + 0,64

3 | Bs+B,.NO, 98,12 + 0,69

4 |Bs+Bp 98,09 + 0,82

5 |B¢+B;+B.HCl 97,44 £ 0,75

6 |B¢+B,,+B,.NO, 97,49 + 0,77
So sanh HL cita Vit.B, giiia céc mdu TN, ta ¢ F,, = %ﬁi—iz 1,35< Fygny Fung
(0,05; 5;30)=2,53 ’

Cac két qua & bang 3.4.12 cho thdy: So v6i miu don chat, ham lugng vitamin Bg
ciing khong bi giam khi ¢ vitamin B, va vitamin By, trong hén hop.

- V@i vitamin B,,, k&t qua thi nghiém dugc trinh bay trong bang 3.4.13

Sau thdi gian 130 hod, ham lugng con lai cha vitamin B,, trong cdc miu nghién ciu
déu khédc nhau c6 y nghia thong ké. So véi cdc miu don chat, tit ca cdc miu B,
trong hén hop véi B, hoidc B; déu bi gidm ham luong. Pac biét trong cdc miu hén
hop c6 cd 3 loai vitamin, ham lugng vitamin B, bi giim mot cdch dang ké.

Bdng 3.4.13: Ham luong con lai cia vitamin B12 trong diéu kién bao géi chong dm

TT Céc miu TN HL Vitamin B12 So sinh ham lwgng Vit B12 ciia csc miu
1 B, 98,86 £ 0,83 Thoang (0,05:10)=2,23; phuong sai
chung trong c4c nhém S%, = 0,3793
2 | By, +B.HCI 86,15 + 0,52 Tian = 35,75 < t ping
3 | B, +B,.NO, 83,29 + 0,69 T = 43,80 < € ying
4 | B+ Be+ BLHCI 80,09 £ 0,17 Tiian = 52,80< t i,
5 | B+ B+ B.NO, 78,17 + 0,66 Tnh = 58,20 < 1 pig
6 |B;,+B; 86,72 £ 0,79 Tinn = 34,15 <t g
So sanh HL Vit.B,, trong F.. =»?'£2-2—3 = 848,95
cac miau TN 0,3792

Foing 0,05 ; 5; 30)= 2,53

Ty ——=\
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Pé tim hiéu cu thé hon vé inh hudng cha B, & cdc dang mudi khic nhau t6i ham
luong B,, ching t6i ti€p tuc so sdnh. Két qua dugc trinh bay & bang 3.4.14.
Bdng 3.4.14.80 sdnh ham luong vitamin BI12 khi ¢6 vitamin B1 HCI va vitamin B1 . NO3 trong

hén hop
HL Vit.B,, (%)
TT| CicmiuTN | Honhopvsi | HOnhopvéi | temg(0.05; 10)=2,23
B.HCI B,.NO,

1 |B,+B, 86,15+0,52 | 832920,69 | tun= 805>ty

2 |B,+B.+B, |8009+0,17 |7817£0,66 | ten=5.40> s
tung(0.05:10)=2,23 |t =17,05 tor =14,40

L > Liing Liinn > Loang

Két qua so sdnh cho thdy, trong hén hop c¢é vitamin B, va By, ham lugng vitamin By,
bi giam nhiéu hon. Trong hén hop c¢é vitamin B, dang mudi nitrat, ham luong
vitamin B, cling giam nhiéu hon.

b) S twong tdc giita cdc duoc chdt trong diéu kién c6 tac déng ciia khéng khi dm.

Trong phdn nay, ching t6i chi nghién ctfru ham luong cha Vitamin B, va Vitamin B6
trong cic hdn hop duoc chat khi c6 tic dong clia cA nhiét do va do 4m khong khi.
Két qua thi nghiém dugc trinh bay & cdc bang 3.4.15; 3.4.16; 3.4.17 va 3.4.18.

Bdng 3.4.15: Ham luong con lai ciia Vitamin Bl trong diéu kién c6 tdc dong ciia dé dm

Ciac mau thi H'am lugng I-!am lugng So sanh ham luong
TT .. Vit. B,. NO; | Vit.B,. HCL s
nghiém (%) % B, NO;va B,. HCL
tuine (0,05; 10) = 2,23
1 |B, 93,94+0,84 | 91,58£0,55 |
ttinh = 6!03 > tba?mg
2 |B) +Bg 87,25+0,27 | 89,01+ 0,60 | tymn= 6,85 > ty;,,
3 |B, +B, 8839+0,75 | 89,96 % 0,67 | tym=4.02> tys,
4 |B,+Bs+B, 86,54+ 0,80 | 88,15+0,88 | tyn=3.47> by,
So sdnh HL Vit.B, trong = 67,7724 =149,51 = 12,9562 _ 30,35
mbi nhém, Fy,, " 0,4533 04269
(0,05:3,10)=3,1 Fiin> Foing Fiin > Fring

163




Cic k&t qua 6 bang 3.4.15 cho thdy: Véi moéi loai mudi, ham lwgng vitamin B, con
lai trong t4t c& cac miu nghién cu déu khic nhau ¢ y nghia théng ké. Trong timg
mdu nghién citu, ham luong vitamin B,.NO; va ham luong vitamin B,.HCl con lai
ciing khdc nhau c6 ¥ nghia thong ké.

Vi vay c6 thé két luan ring & miu don chédt, ham luong B,.NO; giam it hon ham
luong B,HCIl. Nguoc lai, & mau hdn hop, dac biét 1a & hén hgp c6 ca 3 loai vitamin,
ham luong B,.NO; lai giam nhié¢u hon.

Bdng 3.4.16: So sanh HL vitamin Bl trong cdc mdu hon hop vdéi mdu don chdt

op| Cicmiu Ham luong vitamin B,.NO, (%) Ham hrong vitamin B,.HCl (%)
™ Ham lirong So sanh Ham lugng So sanh
1 B 93,94 + thing (0,05;10) = 91,58 £ tying (0,05;10) =
! 0,84 2,23 0,55 2,23
2 87,25t 89,01 +
B, + =17, in =6, "
1 B6 0,27 ttmh 17 21>t’o g 0,60 tuh 681>tb g
3 88,39 + 89,96 +
B,+B =14,28 > t,; =4, .
4 | B;+Bg 86,54 + 88,15 +
inh— 04 [ P .
+B), 0,80 b =19,04 > L 0,88 b =9:09 > loing

Nhu vy, ham lugng vitamin B, trong cic méu hén hop giam nhiéu hon so véi miu
don chét. Dic biét, do dm cao 1am cho ham luong vitamin B, trong cdc miu cé ca 3
loai vitamin bi gidm di mot céch ddng ké.
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Bdng 3.4.17: Ham luong con lai ciia vitamin B6 trong diéu kién cé tdc dong ciia dm

) Ham lwong So sanh Ham luong vitamin B, ciia cic
TT Cac médu TN s X .
vitamin B, (%) mau hon hop v6i mau don chat

1 |B; 94,79 £ 0,62 thing(0,05 5 10) = 2,23

2 B6 + BI.HCI 93,48 + 0,52 ttfnh= 3,70 > tbﬁﬂg

3 Bﬁ + B].NO3 92,27 T 0.,42 tﬁnh = 7,13 > tbé.ng

4 B6 + BIZ 93,01 T 0,83 ttinh = 5,03 > tbéng

5 Bﬁ + Blz + BI.HCI 91,59.‘t 0,82 tﬁnh= 9,05 > tbéﬂg

6 |Bg+ By +B,.NO, 90,11 0,53 b= 13,24 > bying

So sanh HL Vit.Bg trong cac 15,6568 173

mau thi nghiém tinh 03752 =41,
Fiing (0,055 ; 30) = 2,53 Fyan> Fring

K&t qui & bang 3.4.17 cho thidy ham lugng vitamin By trong cdc miu hdn hgp bi
giam nhiéu hon so véi cdc miu don chat. Pac biét, trong cdc miu c6 ca 3 loai

vitamin, hAm lugng vitamin By ciing bi gidm dang ké.

Nhu vay c6 thé thdy ring d6 4m cao khong nhitng lam gidm ham lugng cla céic

duoc chit ma con lam tang su tuong tac gifra ching.

Bdng 3.4.18: So sdnh ham luong vitamin B6 khi cé vitamin B1.HCI va vita min B1.NO3 trong

hon hop
Ham luong vitamin B, (%)

TT Cic mau TN Hén hop Vi ) - tying(0,05 ; 10) = 2,23

B, HCI Hon hop v6i B,.NO,
1 |Bg+B, 93,48 + 0,52 91,27 £ 0,42 i = 3:42 > lying
2 |B,+B;+B, | 91,59+0,82 90,11 + 0,53 o = 4,19 > i

tbfmg (0,05 M 10) = t'tl'nh = 5,35 > ttinh = 6,11 >tbz’mg

2,23 Ciing
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K&t qua cho thdy: Khi hén hop c6 vitamin B, dang mudi nitrat, ham lugng vitamin
B, bi gidm nhiéu hon.

3.4.3.2. Nghién citu su tuong tdc giita cdc dugc chdt voi mét s6'td dugc.

Can c1f vao tinh chit cha duoc chét, ta duoe, ching toi lua chon 10 loai td duge dé
nghién ciu. Két qua duoc trinh bay & bang 3.4.19.

Cic s6 liéu trong bang 3.4.19 cho thiy:

- D6i v6i mébi loai vitamin trong cdc miu nghién ciru, ham luong con lai ciia ching
déu khic nhau ¢6 ¥ nghia thong ke.

- Tuy nhién trong cidc méu c6 cdc td duoc lactose, tinh bot, dextrin, Lycatab, Avicel
va Castor wax A, ham lugng cdc vitamin déu thay déi rdt jt. Véi t4 dugc tron
magnesi stearat ham hrong clia ca 3 loai vitamin déu giam mot cich ding ké.

Nhu vay, trit magnesi stearat, cdc td dugc di tua chon trong bang 3.4.19 déu cé thé

stt dung dé bio ché vién 3B.

Bdng 3.4.19: Ham luong con lai cia cdc duoc chdt khi c6 mdt td dugc

TT Ta dirge Ham lwong Ham lwgng vitamin | Ham lugng vitamin
vitamin B, (%) B, (%)
B,.HC] (%)
1 | Maukhong cé ta 98,86 + 0,53 98,52 + 0,68 99,01 + 0,48
dugc
2 | Lactose 97,73+ 0,78 98,01 + 0,69 98,17+ 0,42
3 | Tinh bot 97,54 + 0,58 97,59 +£ 0,59 98,95 £ 0,39
4 | Dextrin 98,54 + 0,42 98,14 £ 0,53 98,76 + 0,65
5 | Lycatab 98,15 + 0,59 98,54 + 0,55 08,56 + 0,64
6 | Avicel 98.54 + 0,78 98,51 + 0,44 99,28 + 0,52
7 | Castol wax A 98,36 + 0,77 97,75 +£ 0,69 98,24 + 0,75
8 | Mg. Stearat 92,17 £ 0,82 90,56 + 0,68 95,15+ 0,82
9 |Talc 94,72 + 0,83 95,71 £ 0,83 95,02 + 0,81
10 | Aerosil 95,17 + 0,81 96,27 + 0,82 96,81 + 0,65
So sénh HL Vit. trong cdc | =~ ** 209;8500211 L -t
. R tith t
nh6m Fy;,, (0,05;9;50§=210 —6617>F, 03944 04857
’ ing =91,02> F,,. =3371> F,,
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3.4.4. Nghién ctru ché tao vi nang vitamin B,, bang phuang phdp tich pha déng
tu dé bao ché'vién 3B

Dua trén cdc thi nghiém so bo, chiing t6i dd bao ch€ 5 miu vi nang theo phuong
phép tach pha déng tu theo qui trinh da néu véi ty 1€ vitamin B,,/Castor theo 5 muic.
Thé tich hén hop dung moi n-hexan va isopropanol 14 0,25ml, trong d6 isopropanol
chi€ém 5% (thé tich tinh cho 1 vién 3B) ; toc do khudy 1a 600vong/phiit.

a - Xdc dinh hiéu sudt vitamin BI2 duoc vi nang hod

binh luong vitamin B, trong 5 miu vi nang dugc bao ché; xdc dinh ty 1¢& % lugng
vitamin B,, trong cdc mdu vi nang trén lugng vitamin B;, ban ddu, d6 chinh I hiéu
sudt vitamin B, dugc vi nang hod.

Bdng 3.4.20. Hiéu sudt vitamin B12 duygc vi nang hod

Hié¢u sudt vi nang hoa (%) trong cac man TN
S6 lan TN
A, (1/1) A, (1/1,5) A; (1/2) A, (1/2,5) A;(1/3)
1 52,42 78,62 80,41 83,40 86,96
2 53,61 79,46 82,63 84,81 85,12
3 51,26 79,82 82,16 85,16 84,41
Trung binh 52,43 79,30 81,73 84,46 86,41

Ghi chi: (A;, A,, A;, A, va A; 1a ky hiéu cdc mau TN véi cic ty 1é vitamin
B,,/Castor Wax khac nhau).

Két qud cho thdy:

- Hiéu suit vitamin B,, dugc vi nang ho4 ting khi lugng vo nang tang.
- Mau A, véi ty 1¢ nhan/vé 13 1/1 ¢6 hiéu sudt thdp nhit.

- Cic miu A,, A;, A,, A5 déu cho hiéu sudt trén 75%.

b -Xdc dinh kich thucce vi nang Vitamin BI2

Kich thuGc cha cdc tiéu phan Vitamin B, va clia vi nang B,, duoc trinh bay trong
bang 3.4.21 va 3.4.22.
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Bdng 3.4.21: Thanh phédn phén doan kich thuse ciia cdc tiéu phdn Vitamin B12

Kich thuéc (um) Thanh phdn phéan doan theo kich thudc tiéu phan B, (%)
<75 10,8
75+ 15 46,2
15+ 30 33,4
> 30 9,6

Bdng 3.4.22: Thanh phdn phdn doan kich thuéc cia vi nang Vitamin B12

Thanh phin phan doan theo kich thudc vi nang (%)
Kich thuée (um)
Mau A2 A3 A4
<15 10,2 6.8 6,1
15+ 30 36,8 324 214
30+ 45 26,6 30,1 32,1
45 + 60 18,3 20,5 26,8
> 60 8,1 10,2 13,6

- Phén 16n céc tiel phan Vitamin B,, ¢6 kich thude tir 7,5 dén 30pum.
- Kich thudc céc vi nang B,, nim trong khodang tir 14 dén 60pm.

- Kich thuéc luong vo trong cong thic bao ché tang lén thi kich thudc vi nang ciing
ting.

- Nhin chung kich thudc céc vi nang rat nhod. Khi phéi hgp véi c6m Vitamin B, va B
cdc vi nang B, phan tdn déu trén bé mat cac hat c6m, Khong gay ra hién twong phan
16p khi dap vién, ddm bao do dong déu duge chit trong vién.

¢ - Xdc dinh khd ndng hoa tan ciia vitamin B12 tix cdc mdu vi nang

D¢ hoa tan vitamin By, tir cic mau vi nang dugce trinh bay trong bang 3.4.23.
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Bdng 3.4.23. D6 hoa tan vitamin B12 tir cdc mdu vi nang theo thoi gian

Mau vi Pé hoa tan (% theo HL) & céc thoi diém (phiit)
nang
5 15 30 45 60’ 90" 120’
A 50,12 59,01 63,06 65,72 68,21 70,56 71,64

A, 23,06 36,01 39,82 42,16 45,13 46,61 50,04

A, 21,12 31,11 36,82 40,06 41,24 45,16 48,84

A, 18,06 26,14 34,64 39,51 40,81 43,15 46,06

A 17,19 26,08 28,17 31,92 34,08 36,24 38,16

Cdc két qud cho thdy:
- Khi Iugng v6 nang tang thi kha nang hoa tan dugce chit gidm.

- Nhin chung, 9 hoa tan cla vitamin B,, tir 5 mau vi nang déu c¢6 xu huéng kéo dai,
vi vy cin nghién ctiru bién phap 1am ting do hoa tan clia vitamin B,.

Qua cic nghién ciu trén, 3 miu vi nang A,, A, va A, duoc hra chon cho cdc nghién
cifu ti€p theo.

Dé tang kha ning hoa tan dugc chit, ching t6i dua thém Tween 80 vao cong thifc
véi ham luogng 0,025mg/vién: Tween 80 dugce pha trong ethanol 90%, néng d6 0,5%
(Khoi luong/thé tich) sau d6 phén tdn vio Avicel va sdy kho. Phéi hop Avicel véi vi
nang tao hén hop dong nhat duge goi 12 bot vi nang.

Bao ché€ 3 miu bot vi nang A',, A';, A'ytuong ting v6i 3 mau vi nang A,, A;, A, Ty
I¢ Vitamin B,, gidi phéng tir 3 mdu bé vi nang duogc trinh bay trong bang 3.4.24 va
d6 thi trén hinh 3.4.1

Tween 80 lam tang tinh tham nude vao 16p v3, nhd dé6 ma mic d6 va toc do hoa tan
cia Vitamin B;, ting mot cach ddng ké. Sau 45 phit, d6 hoa tan cia Vitamin B,
trong ca 3 miu déu dat trén 75%.
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Bdng 3.4.24. Pé hoa tan Vitamin BI12 tir cdc mdu bét vi nang.

Miiu bot Do hoa tan (%) theo HL & cdc thoi diém (phiit)
vi nang
5 15' 30' 45' 60' 90" 120
A, 55,69 68,37 85,05 85,76 87,49 90,16 95,86
A's 52,06 63,51 77,42 79,12 84,61 89,20 93,67
Ay 48,51 59,01 69,84 77,71 80,43 86,34 92,84
120
=
2 100
g
8
g' —— A2
—— A3
o A'4

15'

30'

45'

60’

o0
Thoi gian (phiit)

Hinh 3.4.1. Do thi toc do hoa tan ciia Vitamin B12 khi c6 Tween 80.

120

d) Qui hoach thuc nghiém theo mé hinh todn bdc 1 dang N = 2* dé lua chon cong thirc 6 uu

bao ché'vi nang Vitamin B,,.

Buéc 1: Lua chon yéu t6 dnh hudng va xdc dinh khodng bién déi ciia cdc yéu to' do.

Do giam ham lugng Vitamin B, sau thdi gian 130 hod (y) duoc chon 1am thong s6
t6i uu hoa. Gid tri & mic tAm va khodng bién déi clia 4 yéu t6 dinh lugng duoc lua
chon theo cac thi nghiém so bd. Céc gia tri nay duoc trinh bay trong bang 3.4.25
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Bdng 3.4.25 Gid tri khodng bién doi ciia cdc yéu td dinh luong (Gid tri tinh cho I vién)

Ciac yéu to Ky hiéu Miic tam Khoang bién déi
Castor wax A (mg) Xi 1 0,25
isopropanol (%) X, 5 3
Tween 80 (mg) X 0,025 0,005
Toc do khudy (vong/phiit) X4 600 200

Budc 2: BO tri ma trdn thi nghiém

Céc thi nghiém dwoc b tri theo moé hinh bac 1 ddy dii, dang N = 2%, S6 thi nghiém
phéi [am 1a N = 2% = 16.

- Budce 3: Lam cdc thi nghiém theo ma trdn thuc nghiém.

Bao ch€ 16 miu bot vi nang véi cdc thong s6 nhur ma trin thi nghiém (theo mot trinh
tu ngdu nhién dé trénh sai s6), sau d6 bao ché€ 16 miu vién nén tuong \ng. Trong qué
trinh bao ché, ngoai cdc yéu (6 bi€n déi nhu trong ma trin, cic y&u t6 con lai duoc
kiém sodt, #Am bao thuc hién nhu nhau déi vé6i tit ca 16 miun nghién ciw. Mot s6 chi
tiéu cia 16 mau vién nghién citu dugc trinh bay trong bang 3.4.26

- T4t ca 16 méu vién nghién ciu déu dam bao dé dong déu vé khai lugng va 46 ra
dat yéu cdu ctia duoc dién.

- Do kich thuée vi nang rat nhé duge phan tan déu trén bé mit cdc hat nén cic mau
vién khao sat dat yéu cdu vé do dong déu ham luong Vitamin B, .

- Déanh gia anh hudng cta cic yéu t6 dinh lugng t6i do hoa tan cta Vitamin B, tir
cdc miu vién:

Tat ca 16 mau nghién ciu déu dat yéu cdu vé do hoa tan theo chuyén luin ciia duoc
dién Anh 1998 (bang 3.4.27)

Sau thai gian 130 hod, cac mau vién lai duge ddnh gid d6 hoa tan clia Vitamin B,, &
t4t cd cdc méu, do hoa tan hau nhu khong bj thay déi.

- Déanh gid dnh huéng cta ciac y€u t6 dinh Iugng téi ham lugng Vitamin B, trong
cdc min vién:

Ham lugng Vitamin B,, trong tdt ¢ cdc miu vién dugc x4c dinh tai hai thoi diém
trudc va sau khi bao quan vién 6 diéu kién ldo hod. Méi phép dinh luong dugc thuc
hi¢n 6 lan. P gidm ham lugng Vitamin B,, trong cdc mAu vién sau thdi gian 1do hod
duoc trinh biy trong bang 3.4.28.
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Bdng 3.4.26. Mot 56 chi tiéu ciia 16 mdu vién nén (khéng bao)

MFQN“ Khéi lirgng trung binh (g) Luc gay vé vien (kg) Pé ra (phit)
1 0,4282 £ 0,0138 8,5 7,0
2 0,4282 £ 0,0175 8,7 7.1
3 0.4282 + 0,0200 9.0 70
4 0,4282 £ 0,0210 | 9,0 7,0
5 0,4282 £ 0,0179 6,1 7.2
6 0,4282 +0,0115 8,7 7.5
7 0,4282 + 0,01087 8.5 7,0
8 0,4282 + 0,0202 8,8 7,0
9 0,4277 £ 0,0179 9,0 7,0
10 0,4277 £ 0,0080 79,0 7,5
11 0,4277 1 0,0098 8,6 7,2
12 0,4277 £ 0,0185 8,7 7,0
13 0,4277 £ 0,0200 8,8 7,1
14 0,4277 £ 0,0180 8,5 7,0
15 0,4277 £ 0,0146 8,7 7,0
16 0,4277 £ 0,011 1 * 9,0 7.2

- D¢ gidm ham lugng c6 su khac biét rd rang gitia cdc miu. Vi vay xdc dinh céng
thic c6 do gidm ham lugng Vitamin B, cuec tiéu (y',,) 12 muc tiéu cua nhimg
nghién ciu ti€p theo.
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Bdng 3.4.27. D6 hoa tan ciia Vitamin BI2 tir cdc mdu vién sau 45 phiit

l\;[;u Do hoa tan caa Vitamin B,, (%) %i? Do hoa tan clia Vitamin B,, (%)
1 83,52 + 0,26 9 83,71 £0,29
2 80,58 + 0,28 10 85,19 £ 0,27
3 77,16 + 0,19 | 1 78,41 0,28
4 7527%0,19 12 81,88+030
5 83,52 £0,23 13 86,61£025 |
6 78,50 £ 0,19 14 85,13 +£0,27
7 75,36 £ 0,26 15 78,41 +£ 0,25
8 74,88 + 0,27 16 79,55 £ 0,22
Bdng 3.4.28. D¢ gidm ham lugng Vitamin B12 sau thoi gian ldo hod
h;i? y'i(%) ﬁ;ﬂ y'i(%)
1 5,86 9 6,24
2 251 10 4,46
3 2,12 11 4,17
4 425 12 5,73
5 3,61 13 491
6 2,01 14 3,66
7 4,36 15 | 494
8 5,74 16 4,39
Budc 4: Danh gid su ldp lai cua cdc thi nghiém.
So sanh 2 phuong sai chung theo chuén F:
Fia, (0,05;80;80) = 1,40;F,, = g:—i%?é = 1,23 ( F,,
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Vay céc phuong sai nady déng nhat ; thuc nghiém lap lai .
Bucc 5: Tinh cdc hé s6 bj cia phwong trinh hoi qui.
Céc h¢ s6 b, cia phuong trinh héi qui dugc trinh bay trong bang 3.4.29

Bdng 3.4.29. Cdc hé so bj ciia phuong trinh hoi qui

Heé 56 hoi qui b, b, b, b, b, b, b; s b4

Gid tri 4,33 —0,48 -0,13 | 0,09 | 0,24 | -0,14 | 0,25 | -0,02
Hé s6 hoi qui by, b4 b3, bias | brzse | Piss | Draa | brasa
Gid tri 0,48 | 0,80 | -0,06 0,29 | 0,30 | 0,14 | 0,30 | -0,03

Bucc 6: Ddnh gid tinh c6 y nghia cua cdc hé so hoi qui (Stt dung chudn t) va xdc
dinh phuong trinh h6i qui
Phuong trinh héi qui thu duoc la:

y' =433-0,48x', - 0,13x'; + 0,09x'; + 0,24x' - 0,14x".x', - 0,25x" %", 0,48%x",x'; + 0,80x',x', +
0,29x' x'x', + 0,30x',x',x', + 0,14%' x';x'+ 0,30x' X' X",

Bucc 7: Pdnh gid tinh phit hop ciia phuong trinh hoi qui (Sit dung chudn F).
Phuong trinh mé ta ding thuc nghiém.
Can cif vao phuong trinh hoi qui cho thiy:

- Castor wax va isopropanol (X, ; X;) ¢é dnh hudng tich cuc dén thong s6 t6i vu hod;
Tiic 1a 1am tang tinh dn dinh cia Vitamin By, trong vi nang. Mitc d6 anh hudng theo
thit tu: Castor wax > isopropanol.

Tween 80 va toc d6 khudly (Xs; X,) 1am gidm tinh én dinh ctia Vitamin B, trong vi
nang. Mitc d6 anh hudng theo thi tr: Téc do khudy >Tween 80.

Buic 8: Tim diéu kién 161 wu (y'min) bang phuong phdp Gradient.

Ti€n hanh bo ch€ 6 vién (miu 17 dén miu 22) theo bing 3.4.31 quy hoach thyc
nghiém dé€ tim diéu kién t6i wu, sau d6 bido quan & diéu kién lao hod. Qui trinh
tuong tu d6i véi 16 mau vién ban diu.

Do hoa tan va d¢ gidm ham lugng Vitamin B;, cla cdc miu vién duoc trinh bay
trong cac bang 3.4.31 va 3.4.32.

Nhdn xét: 6 mau vién thuc nghiém déu c6 do hoa tan Vitamin B,, dat yéu cdu theo
tiéu chuén chung ciia Duge dién.

Sau khi ldo hod, méu vién s6 20 c¢6 46 gidm ham luong Vitamin B,, 13 thdp nhat.
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Két ludn: cong thitc 20 14 cong thiic t6i vu.

Bdng 3.4.30 Quy hoach thuc nghiém dé tim diéu kién 161 uu

Ciic véu t6 X', (mg)} X', (%) X'y(mg) X', (vong /phiit)
cyento castor wax Isopropanol Tween 80 Tde do khuay
Mifc tam i 5 0,025 600
Khoang bién ddi A, O_,25 _ 3 0,005 200
He s6 b, -0,48 -0,13 + 0,09 +0.24
A; X b; -0,12 - 0,39 + 0,00045 + 48
Budc ti€n +0,12 +04 - 0,0005 - 50
Cac thi nghiém
17 1,12 _ 34 _ 0,0245 ) 550
18 1,24 5.8 10,0240 ] 500
19 1,36 6.2 0,0235 450
20 1.48 6,6 _ 0,0230 400
21 1,60 7.0 0,0225 _ 350
22 1,72 7,4 0,0220 300
Bdng 3.4.31. D6 hoa tan Vitamin BI12 tir Bdng 3.4.32. D6 gidm HL Vitamin B12
cdc mdu vién sau 45 phiit sau thoi gian Ido hod
Mau Do hoa tan (%) Mau y' (%)
17 83,76 + 0,59 17 345
18 80,10 £ 0,37 18 2,81
19 76,63 + 0,54 19 2,23
20 75,96 + 0,59 20 1,82
21 73,96 + 0,76 21 2,34
22 71,77 0,47 22 3,56

e) Nghién citu ndng qui mo thi nghiém bao ché vi nang Vitamin B,,

Trong phén nghién ctu nay, ching tdi sit dung cong thirc t6i wu vira lya chon duge
dé bao ché vi nang Vitamin B, nhung qui mé thi nghiém cho mdi mé duoc ning lén
nhu sau;
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Ky hicumdu  Khéi lugng Vit. B, (g) Thé tich dung méi (ml)
(n Hexan + 6,6% isopropanol)

M, 3 1.500
M, 3 1.200
M, 3 1.500 (Sir dung dung méi ldn 2)
N, 5 2.500
N, 5 2.000
N, 5 2.500 (sir dung dung méi 1an 2)

Trong qud trinh bao ché vi nang, sir dung binh ¢é dung tich 10 lit va mdy khudy mo
to dién cong xuit 60W, cdnh khudy dai 10cm.

Méi phép thir duge lap lai 3 l4n.
Kich thuée vi nang va hiéu sudt tao vi nang duoc trinh bay trong bang 3.4.3

Bdng 3.4.33. Thanh phdn phédn doan theo kich thuoc va
hiéu sudt tao vi nang Vitamin BI2

Kich thitc Thanh phan phan doan theo kich thutc ciia vi nang By, (%)
vinang (um) M, M, M, M, N, N, N,
<15 50 | 65 | 41 | 63 | 53 | 71 | 40
15+ 30 157 | 168 | 137 | 158 | 197 | 115 | 136
30+ 45 263 | 242 | 268 | 259 | 238 | 257 | 234
45 + 60 272 | 257 | 279 | 257 | 246 | 285 | 320

> 60 257 | 268 | 275 | 263 | 266 | 285 | 320

Ii"f:;‘f(‘;" 8325 | 84,06 | 7517 | 77,58 | 8392 | 77,05 | 7531

(M la mdu vi nang bao ché theo cong thitc 161 wu s6'20 phdn trén)
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Két qua cho thdy: Khi niang qui mo bao ché vi nang cho 1 nghin vién (ding mdy
khuay tir) 1én qui mo6 cho 6 nghin vién va 10 nghin vién (duing may canh khudy),
hiéu sudt tao vi nang hau nhu khong thay d6i.

Khi gidm lugng dung moi va khi sit dung lai dung moi (14n 2), hiéu suét tao vi nang
giam déng ké.

Nhin chung trong tt ca cdc mdu, kich thudc cia cédc vi nang tao thanh khong khac
nhau nhiéu.

f. Nghién citu d6 6n dinh ctia vitamin B,, trong vién 3B bao ché tir vi nang

Cdc miu vien 3B trong tng véi cdc mau vi nang duge bao ché€ & qui moé nang cao
14n luot duge ki hiéu 1a M'|, M',, M';, N'|, N, | N's.

Qui trinh bao ché va diéu kién theo ddi do én dinh cla c4c miu vién tuong tu nhu
clia mau vién s6 20 (M,).

Do giam ham luong cha vitamin B, trong cdc miu vién sau khi ldo hod nhu sau:

Miu M, | M, M, | M, | N, | N, | Ny

b6 gidm HL (%) 1,82 1,88 1,83 2,03 1,80 1,94 1,85

~ So v6i miu M',; d6 giam ham luong vitamin B, trong cdc mau bao ché & qui mo
ning cao khong thay déi nhiéu. Diéu dé cho thdy, c6 thé bao ché vi nang vitamin
B;, 6 qui mo nang cao.

3.4.5. Nghién citu ché tao vi nang vitamin B,, biang phuong phdp phun dong tu
Qua cdc thi nghiém khao sit, cic thong s& ki thuat duge lua chon nhur sau:

- Nhiét d6 ddu phun va éng din khi nén 85 - 88°C dugc bao 6n bing céch boc tim dién
tr& d6t néng dam bao khong bi tic ddu phun (c6 16 phun duong kinh 3mm).

- Nhiét do hén hop phun tao vi nang 90°C + 2 dugc bdo 6n béing hé cach thuy cé boc
tdm dién tro d6t néng, ddm bao hén hop phun néng chay hoan toan.

- Nhiét do hé binh dong tu 25° + 2 duge dit trong phong diéu hoa c6 luéng thdi khong
khi qua hé binh, qua trinh phun khong lién tuc dé dam bao can bing nhiét do.

- Téc d6 phun 3-5 g/phiit véi 4p luc phun 4kg/cm?.
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Do thiét bi phun déng tu tw ldp dat, cic thong s6 dao dong trong khoang réng nén
ching t61 khong bd tri qui hoach thuc nghiém t6i wu hod cac thong s6. Chi khao sit
lra chon thanh phén t4 duoc nhdm dam bao vi nang ¢6 kich thude nhé min thich hop
cho viéc tron déu véi cac hat khi dap vién 3B va dam bao do hoa tan vitamin B, tir

vién .
Két qua thuc nghiém dugc néu trong bang 3.4.34

Trong céc miu I;,, 1,5, I;5, I, tinh bot duge trén déu déng luong véi vitamin By,, thém
ddn nudc cat khai lwong 30% so véi bot kép, tron déu dong nhat, sdy kho, rdy qua ray
0,07mm. Sau dé tao hén hop phun dong tu theo phuong phdp da néu. Tween 80 duoc
thém vao Castor wax néng chay khudy tron dong nhdt (trong cac méu tir I dén I,p),
sau dé tao hén hop phun dong tu.

Nhan xét:

Vé kich thudc vi nang:

- Vi nang c6 kich thuéc chu yéu 15 - 60mcem, chi€ém khoang 66-70%
- Khi ta dugc c6 Tween 80 ti 1& vi nang <15mem ting 1én

- Khi td dwoc c6 ti 1¢ Castor wax ting, ti 1& vi nang c6 kich thuéc 16n hon 60mcm
tang 1én.

- Khi c6 tinh bot trong thanh phan ty I1¢ vi nang <15mcm gidm di, ty 1é vi nang >
60mcm tang 1én.
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Bang 3.4.34. Kich thudc tiéu phan va do hoa tan vitamin B, clia cdc miu vi nang cé

thanh phén td dugc khdc nhau
Méau Ti 1é thanh phan % phan doan tiéu phan | Do hoa
vi vitamin | Tinh | Castor | Tween <15 15 -60 > 60 tan
nang B12 bot wax 80 mem mcm mem %
I, 1 3 18,4 67,6 14,3 85,4
I, 1 4 16,8 68,4 14,8 65,2
I 1 5 13,2 69,5 17,3 56,8
I, 1 10 5,5 67,3 27,2 45,8
i, 1 3 0,1 25,5 70,3 42 1124
I 1 4 0,1 23,7 69,6 6,7 99.9
1, 1 5 0,1 22,0 69,5 8,5 90,1
I, 1 6 0,1 21 68,0 10,5 912
I, 1 8 0,1 20,3 65,2 14,5 65,2
I, 1 10 0,1 13,5 66,3 20,2 63,9
I, 1 1 3 0,1 23,2 70,1 6,7 | 1157
I, 1 1 6 0,1 20,7 68,8 10,5 111.2
I, 1 1 8 0,1 15,5 68,3 16,2 89.9
I, 1 1 10 0,1 4,3 73,7 22,0 64,1
Bang 3.4.35. Téc do hoa tan vitamin B, tir cic mau vi nang phun dong tu
Maiu vi % vitamin B, hoa tan & cic thoi diém (phuit)
hang 2 4 6 8 10 15 20 30
I 9,1 21,3 27,0 422 51,1 65,4 73,4 85,4
L 6,4 19,3 25,0 37,0 48,0 59,5 60,9 65,2
I, 6,5 16,5 21,0 34,5 41,9 54,7 55,1 56,8
I, 5,0 9,9 16,0 25,9 32,1 43,3 44,1 45,8
I, 154 35,6 53,1 76,5 93,1 101,4 101,3 1124
I 12,6 35,0 45,0 70,1 85,4 95,4 97,4 99.9
I, 11,2 30,3 473 62,9 74,5 86,5 91,0 96,1
I, 11,3 30,0 44.6 61,3 72,0 82,1 89,2 912
I 8,2 20,0 31,2 41,9 473 54,5 62,6 65,2
I, 8,1 19,8 31,0 42,0 45,8 51,1 62,3 63,9
I, 12,9 62,0 90,1 103,1 107,1 112,5 1134 115,7
I, 10,5 52,2 88,3 98,7 108.6 108,9 110,7 111,2
I, 9,4 33,0 74,1 86,7 87,6 88,5 88,7 88.9
I, 14,1 45,9 56,3 61,0 61,0 63,0 63,7 64.1
Ghi chii:

Két qua ghi trong bang 14 trung binh cta 6 phép do do hoa tan trén 6 coc,% vitamin

B;, hoa tan so v&i ham lugng theo cong thiic 1y thuyét.
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Hinh 3.4.3. D4 thi t6c do hoa tan vitamin B;, tir cdc méu vi nang Iy, I, 115, L4
Nhdn xét:

- Khi sit dung tinh bot dé phan tén, hdp thu vitamin B;, tham gia vio thanh phdn hén
hop phun déng tu, do hoa tan clia vi nang tang 1én ding ké so v6i miu vi nang chi

diing Tween 80 lam chat ting d6 tan. Diéu nay dugc biéu thi rd trén d6 thi so sanh
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mau I, I;; c6 cung ti 1& dugc chat - Castor wax 1:4 vA mau I, I;, c6 cing ti 1& dugc
chét - Castor wax 1:8. (Hinh 3.4.2 va 3.4.3)

- NEu ti 16 Wax gdp trén 8 1an duoc chit vi nang cé dd hoa tan sau 30 phit nhdé hon
90% va nho hon 70% khi ti 1& nay gdp 10 14n tay ¢6 thém cac chét lam tang do tan.

3.4.6. Panh gia do én dinh cla cic mau vi nang vitamin B,, va vién 3 B bao ché

tir vi nang vitamin B12.
3.4.6.1 Ddnh gid do 6n dinh ciia cdc mdu vi nang vitamin B,,

Cic miu vi nang duoc dinh gid d6 6n dinh theo phuong phap thir nghiém cép téc &
45°C £ 2; 75% + 5% RH:

- Miu A - vi nang Vitamin B;,  ché€ tao bang phuong phéap tach pha dong tu, ¢6
thanh phan B,, - Castor wax tinh bot -TWeen 80: 1-2-9-0,05.

- Mu I, 1;; - Vi nang Vitamin B,, ché tao bing phuong phdp phun dong tu. Miu I,
c6 thanh phanB,,-tinh bot —Castor wax-Tween 80: 1- 1- 8- 0,1.

Sau thir nghiém 1o ho4 cdp toc cdc miu vi nang khong c6 thay d6i vé hinh thic cam

quan nhu miu séc, mic do kho toi (d6 &m thay déi khong déng ké 2,0% - 2,5%).

Két qua xdc dinh d6 suy gidm ham lugng va do hoa tan sau thit nghiém l3o hod cdp
t6c duge néu trong bang 3.4.36
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Bdng 3.4.36 D¢ suy giam ham luong va do hod tan ciia cdc mdu vi nang Vitamin B,

sau 3 thang bdo qudn 645°C +2°C, 75% + 5% RH

. Ham luong (%) o . Do hoa tan (%)
Maiu vi Do giam ham
nang Ban diu | Sau 3 thing luong (%) Ban dau ;Sl:;ln:;
A
Me 1 101,63 98,49 3,14 79.5 78,6
Mé2 99,06 95,52 3,85 80,7 81,2
Mé 3 100,24 96,58 3,66 81,5 79.8
Trung binh 3,51 |
Is
Mé 1 101,18 97,70 3,48 99,4 100,0
Mé2 98,91 95,64 3,27 98,8 97,9
Mé3 99,17 96,24 2,93 100,1 98,5
Trung binh 3,23
Ls
Mé 1 101,52 120,26 0,26 87.5 86,3
Mé 2 100,31 100,10 0,21 89,1 88,5
Mé 3 99,25 99,02 0,23 86,8 85,6
Trung binh 0,23

3.4.6.2. Pdnh gid do 6n dinh ciia cdc mdu vién 3B diéu ché thuéc tir vi nang vitamin
Bi2

Cac méiu vién nén 3B di€u ché tlr vi nang vitamin BI12 dugc ddnh gid do 6n dinh theo
phuong phap thir nghiém cap téc & 45°C + 2°C, 75% + 5% RH.

- Miu vién VA bio ché€ tir vi nang miu A véi hat vitamin Bl, hat vitamin B6 theo
qui trinh da néu .
- Miu vién VI, bao ché tir vi nang miu I, v6i hat vitamin B, hat vitamin B, qui trinh

bao ch& di néu .

- Méu vién VI,; bao ché tir vi nang méu ;5 véi hat vitamin B,, hat vitamin B, theo
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qui trinh bao ch€ da néu.

Mébi miu vién dugc bao ché 3 mé thi nghiém, méi mé 300g c6m tuong tng 500 vién.

Véi muc dich so sdnh do dn dinh mdi mau s6 Iuong vién it nén cdc miu vién ding

dé thit nghiém d6 én dinh 13 vién nén khong bao film.

Sau thir nghiém 130 hoa cép t6¢c cdc miu vién ¢6 hinh thic cdm quan khong thay déi,
do 4m thay déi khong dang ké (2,5% - 3,2%).

Két qua xac dinh do suy giam ham lwgng va do hoa tan sau thir nghiém ldo hod cap

toc duge nén trong bang 3.4.37

Bdng 3.4.37 D¢ suy gidm ham lugng va d¢ hoad tan vitamin B,

cia cdc mdau vién nén sau 3 thdng bdo qudn ¢ 45°C + 2°C, 75% + 5% RH.

Miu Ham hrong % Do suy giam ham Pé hoa tan (%)
vien3B | Bandiau | Saun 3 thing luong (%) Ban diu | Sau3thing |
VA ) (D06 hoa tan sau 45 phuit)
Mé 1 10,52 97,40 4,12 80,1 79,5
Mé2 98,65 94,80 3,85 78,5 80,2
Mé3 | 102,15 98,53 3,62 81,2 78,3
Trung binh 3,86
VIS (D6 hoa tan sau 30 phuit)
Mé1l | 100,15 56,69 3,46 101,2 100,5
Mé 2 99,4 95,44 4,27 98.5 97,2
Mé 3 98,47 94,95 3,52 100,3 99,6
Trung binh 3,75
VI13 (P06 hoa tan sau 30 phiit)
Mél | 102,27 102,04 0,23 88,9 88,5
Mé2 | 101,12 100,93 0,19 86,7 87,7
Mé 3 99,30 99,10 0,20 89,5 85,9
Trung binh 0,21
Nhan xét:

- V& do én dinh vitamin B12: Mau vién 3B bao ché ti vi nang vitamin B12 thu dwoc

tit phwong phdp phun dong tu véi ti 1¢ Castor wax. - dugc chat 8: 1 ¢6 do 6n dinh cao
nhét. Vi ti 1é Castor wax - dugc chat thdp hon (4: 1) mdu vién 3B bao ché tir vi
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nang phun déng tu c6 d6 6n dinh vitamin B12 tuong duong méu vién 3B bao ché tir
vi nang thu duoc bing phuong phap tach pha dong tu (su sai khdc giita 2 mau nay vé
d6 suy giam ham luong khong cd ¥ nghia thong ke).
- V& d6 hoa tan vitamin B12: Thay déi khong dang ké d6i véi cdc miu sau 3 thdng
thir nghiém l3o hoa cép toc.
Cic miu vi nang vitamin B12, vién nén 3B miu VA dugc bao quan & diéu kién
thudmg dai han theo su bién ddi khi hau nhiét do tx 15°C - 30°C, d6 4m twong ddi clia
khong khi 65% - 90% sau 12 thang vin dim béo chdt lugng theo tiéu chuin co sb dé
ra.

3.4.6.3. Thir nghiém cdp toc d6 on dinh dy tinh twdi tho ciia vién 3B
Vién 3B bao ché tir vi nang vitamim B12 bing phuong phép tich pha dong tu, ¢6 qui
trinh bao ché twong d6i hoan thién duge thir nghiém 1do hod cép téc & 3 nhiét do
35°C + 2°C, 45°C + 2°C, 55°C + 2°C (75% + 5% RH) d€ duy tinh tudi tho theo phuong

trinh Arrhenius:

g —£ [1 1
S KT, 2303R\7, T,

Mau vién thir duoc 14y ngdu nhién trong 3 mé vién, tron déu sau khi bao film, chia ra
thir & 3 di€u kién nhiét 46 néu trén.
Két qua ki€ém nghiém x4c dinh su thay d6i ham luong vitamin B, trong mau vién 3B
& céc diéu kién ldo hod duge néu trong bang 3.4.38

Bdng 3.4.38: Su thay doi ham lwong cia vitamin B, trong vién

3B ¢ cdc diéu kién ldo hod cdp toc theo thoi gian

Ham Jugng vitamin B,, (%)

Piéu kién 1 Diéu kién 2 PDiéu kién 3
Thang 35°C +2°C Thang 45°C + 2°C Thaing 55°C +2°C
0 111,95+ 0,71 0 111,95+0,71 0 111,95+0,71
2 110,02 +£ 0,32 1 110,01 £ 0,85 0,5 109,82 + 0,68
4 109,27 £ 0,44 2 109,05 £ 0,86 1,0 109,01 £ 0,73
6 105,73 £ 0,62 3 105,73 £ 0,86 1,5 107,12 £0,74
8 105,02 + (0,58 4 105,02 £ 0,98 2 103,58 £ 0,72
10 103,17 + 0,41 5 103,17 £ 0,89 2,5 100,17 £ 0,68
12 101,3 + 0,38 6 101,31 + 0,87 30 99,97 £0,71
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Phan tich twong quan giita ham lugng vitamin B12 (Y) va thoi gian bao quéan
(X) & cac diéu kién nhiét d6 khdc nhau nhu sau (bang 3.4.39).
- Phuong trinh biéu thi twong quan Y = a, + aX

- H¢ 56 tuong quan r

- Phuong sai thuc nghiém & cia cidc phuong trinh héi qui.

- Gié tri chudn t, ty;,, (0,05 ; 35) = 2,04/

- Phuong sai ly thuyét 62 cua cdc phuong trinh héi qui.

- Gid tri chudn F, F,,, (0,05 ; 35) = 2,50.
Bdng 3.4.39: Cdc s6 liéu phan tich twong quan va phuong trinh hoi qui

& cdc diéu kién ldo hod cdp téc

Dir liéu 35°C+2°C 45°C + 2°C 55°C+2°C
20,9913 -0,9699 -0,9812

a 20,89 “1,99 -4,33

2 111,98 112,19 112,45
S’ 0,2378 0,6492 0,4577

t, 19,31 13,07 16,93

t 336,98 204,35 243,93

Y Y=111,98-0,89X | Y=112,19-1,99X | Y=112,45-4,33X
s 0,3235 0,7304 1,0074

F 1,36 1,13 2.20

Céc phan tich thong k& néu trén cho thdy céc phuong trinh héi qui tuyén tinh trong

béng déu mo ta diing thuc nghiém, 1a co sd tin cdy dé du tinh tuéi tho clia miu vién

3B.

Céc miu vién sau thir nghiém lao hoa cdp t6c dam bao chat lugng vé hinh thic cdm

quan, ham lugng vitamin B12 trén 90% theo qui dinh, 49 hoa tan cia vitamin B12 tir

vién nén sau 45 phiit dat trén 75%. Khi céc chi tieu déu dat yéu cu chét luong dé ra,

tuéi tho chia vién 3B dugc xem xét du tinh trén chi tiéu ham lugng vitamin B12 nhu

sau:

Tt cic phuong trinh:

Y, =111,98-0,89X

Y. =11219-199X

4HC
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Y. =112,45-433X

§5°C

Tinh duogc tudi tho & thoi gian t iing véi Y con 90%.

tyo = 24,7 thing

! =11,2 théng

too o =5,2 thang
Gi4 tri hing s6 t6¢ do phan huy K duoc tinh tir cong thic:

11,95 183

2,303, ¥, 2303 11195 02

90 ¢ 90 t
o =0,088

K=

K

35°

K,..=00195

K. =00420

log e -~ 1 —>E
K 2,303.1,987} 35+273,15 45+273,15 !

45°C

K -
opXere - E» 11 SE,
K. 2303.1,987|45+273,15 35+273,15
E= 5%‘5— > K, =00037
0,2183 .
Lo = = 59,0 thang

25°C
Nhu vay v6i méu vién 3B bao ch€ doi ham lugng vitamin B12 12 111,95% du tinh
tudi tho trén 4 nam (59 thdng) vdi diéu kién bdo quan < 25°C 75% RH. Néu ham
lugng 105% tudi tho du tinh s& trén 3 nam (40 thang) véi tiéu chudn vién c6 khong
it hon 90% vitamin B12.
Néu tiéu chudn vién 3B yéu ciu khong it hon 95% vitamin B12 miu vién bao ché
doi ham lugng vitamin B12 12 105% s& ¢6 tuéi tho du tinh trén 2 nam (30 thdng).
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3.5.NGHIEN cUU PIEU CHE NGUYEN LIEU DUGC DUNG VA VIEN NEN
MAGALDRAT
3.5.1. Quy trinh diéu ch& Magaldrat
3.5.1.1. Diéu ché& Magaldrat va khao sat céc yéu t6é anh hudng
Mudi nhém va nhdm phén tng véi dd NaOH tao dd aluminat (NaAlO,):

Alx(S0O;)s + 8 NaOH ————— 2 NaAlO, + 3 NasS0, + 4 HxO (1)
Hoa tan MgSO, vao nudc dé dugc dd cé ndng dé 20%, loc loai tap. Cho dd MgSO,
tac dung tu tir vdi dd aluminat, t6¢ dd khuay 100 vong/phat, thyc hién phdn lng &
nhiét dd phong (khodng 30°C). Magaldrat tao thanh dugc loc, rifa, ly tam dé&n khi
tha sach (nudc rira cd dd dan 30 pS). Tla dugc sdy & nhiét dd 100°C trong 2 gid.
BAo quan Magaldrat trong 1o kin, tranh anh sang. Quy trinh diéu ché& Magaldrat dugc
trinh bay & so doé:

Mudi nhom Nhom kim loai

l Dung dich NaOH l

Dung dich NaAlO;

<«—— Dung dich MgSO,

Ta, loc, rita

l <+—— Sdy & nhiét do thich hgp

Magaldrat

So dd 3.5.1. Diéu ché nguyén liéu Magaldrat

Pbé khdo sat va tim cac théng s8 thich hgp cho quy trinh diéu ché Magaldrat. Qua
céac thi nghiém tham do6, trudc hét chung t6i ¢d dinh ty 18 mol c4c chat tham gia
phdn Ung ta Al: Mg: NaOH = x: y: z. Tién hanh phan ng véi Al (x mol), MgSQO, (¥
mol), NaOH (z mol). Thay d8i mét s& y&u t6 anh hudng nhu: ndng dé, nhiét dd cla
dd phan (ng va phuong phap sy (sdy thudng va sdy phun suadng).

Anh hudng chia néng do dd NaAlO, va dd MgSO,
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Hoa a mol mudi nhdm vao dd NaOH (x mol) duge dd NaAlO, c6 ndng dd lan fugt la
3,6, 9, 12, 15% va diéu ché& dd MgS0O, c6 néng dd 5, 10, 15, 20, 25%. Thyc hién
phé&n Gng diéu ché Magaldrat & 30°C. Loc, rlra, sy va can tia Magaldrat tao thanh.
Bang 3.5.1. Anh hudng cla ndng do dd NaAlO» va MgSO; 1én khéi ligng Magaldrat

Néng do NaAIO, (%)

N&ng d6 MgSO; (%)

3 6 9 12 15

(G) (G) (G) (Q) (G)
05 76,2 75,9 78,1 76,5 75,6
10 73,5 75,2 73,5 73,9 77,0
15 75,9 75,3 76,6 78,3 74,8
20 75,1 74,2 81,4 81,0 75,9
25 73,5 75.2 77.4 77.2 77,4

Nhén xét. Phan tich phudng sai hai yéu t6 ddi vdi dit liéu Bang 3.5.1 cho két qua:

- D6i voi néng dé MgSO, (theo cét) F. = 1,93 < F go5 = 3,01 = Khdi lugng
Magaldrat tao thanh khdng bj &nh hudng bdi ndng dé MgSQ;.

- D6i voi néng dé NaAlO, (theo hang) Fn =25 <F g05 = 3,01 = Khdi lugng
Magaldrat tao thanh khdng bj anh huéng bdi ndng dé NaAIQO,.

- Diéu kién thich hgp cho phan (ng diéu ché Magaldrat la: dd MgSO, cé néng dd
15-20% va dd NaAlO, tit 9-12%. Khéi lugng Magaldrat nhiéu nhat, tha dé loc, rlra
s&y va nghién.

Anh hudng clia nhiét d d&n higu suat diéu ché Magaldrat

Hoa a mol mudi nhdm vao dd NaOH (x mol) dugc dd NaAlO, 12% va chuén bj dd
MgS0, 20% (0,8 mol). Diéu ché Magaldrat & c4c nhiét d6 20, 30, 40, 50, 60 °C. Loc,
ria, sdy va can tGa Magaldrat. Khdi lugng tGa Magaldrat dugc trinh bay 8 Bang
3.5.2.

Bang 3.5.2 . Anh hudng cia nhiét d6 dén khéi lugng Magaldrat

Nhiét d6 phan ung (°C)

Méu 20 30 40 50 60
1 (9) 78,55 78,92 79,12 80,25 79,56
2 {g) 76,23 80,54 80,34 79,62 80,63
3 (9) 79,62 81,62 80,65 81,54 81,23
Trung binh (9) 78,13 80,36 80,04 80,47 80,48

K&t qua phan tich phuong sai 1 y&u t& d6i véi dit liéu Bang 3.5.2 cho thdy nhiét do
khéng &nh hudng dén hiéu sudt diéu ché Magaldrat F =2.092 < F 05 = 3.478.
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Nhén xét. Magaldrat c6 thé dugc diéu ché & nhiét do tir 20-60°C. Khi thyc hién
phéan ting & 60°C, t8c¢ dd phan Ung c6 nhanh trong giai doan dau nhung hiéu suit
van khéng déi, thiét bj diéu ché& cdn phai gia nhiét, diéu nay sé& bat Igi khi san xuét
I6n. Vi vay, quy trinh diéu ch& Magaldrat van c6 thé thyc hién & nhiét dé tu 28-32°C.
3.5.1.2. T8i uu hoa quy trinh diéu ch& Magaldrat
Nhan xét. Hoach djnh thi nghiém va t8i uu hoa bang cach chuyén dich theo gradient
ndng dd cla cac chdt tham gia (Phudng phap cla Box va Wilson). Qua thyc
nghiém, da xac dinh dugc mién t5i uu, chit lugng tha Magaldrat thu dugc t6t, dé
nghién va kha& nang trung hoa acid cao. Cac théng s& thich hgp cho quy trinh diéu
ché Magaldrat da dugc chon:

e Nhiét dd phan (ng 28 -32°C, nhiét d6 say tla tir 80 - 100°C.

e NoOng dd dd MgS0O, 20% va dd NaAlO, 12%
3.5.2. Xdc dinh thanh phdn céng thuc cia phtic hgp Magaldrat
Pinh tinh. C4c ion AI**, Mg®*, OH" va SO,* clia Magaldrat ding theo USP 24.
Thanh phan céng thic cliia Magaldrat
Binh lugng c4c thanh phan Al, Mg, SO,%, OH" trong Magaldrat theo USP 24,
P& &m cla nguyén liéu Magaldrat 1a 16,52% . K&t qua sé liéu phan tich:
Pinh lugng Al: Phuong phap tao phic vé6i EDTA
Binh lugng Mg: Phudng phép tao phic vGi EDTA
Binh iugng OH™: Phudng phéap trung hoa
Dinh lugng SO,%: Phuang phap trao ddi ion
Thyc hién trén 3 miu, 14y gia trj trung binh. Két qua phan tich  Bang 3.5.3.
Bang 3.5.3. K&t qua phdn tich thanh phdn céng thuc cta phic hop Magaldrat

Thanh phan céng thdc cha Magaldrat {%)

Phéan tich Magaldrat

Al Mg SO, S OH
Theo Remington’s [AIMgs(OH);] 13,92 24,74 00,00 0,00 61,34
MAu Magaldrat diéu ché 12,29 21,72 17,50 | 5,83 47,88

Vdi s8 liéu phan tich, thiét lap ty 1& mol cac thanh phan trong phic hop:

12,29 21,72 47,88 17,50
27 24 17 T 96

Al: Mg :0H ™ :SOF =0,455:0,905:2,816:0,182

Chia ty 1é trén cho 0,182
Ta dugc ty 1& Al: Mg: OH: 8O2
Nhan cho 2 va lam trdon  Al: Mg: OH: SO

2.5:497:155: 1
5:10: 31:2
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VAy cdng thiic phan t& gan ding clia Magaldrat la: AlsMgo(OH)31{SQO4)2.

Nhéan xét. K&t qua phan tich cho thdy céng thirc clla Magaldrat diéu ché ¢6 thanh
phén tuong ty nhu Magaldrat trong tai liéu cla USP 24.

3.5.3. Dic diém cdu tric va phd nhidu xa tia X chia Magaldrat.

MAu Magaidrat dugc do phd nhiéu xa tia X tai Vién Nghién ciu md va Luyén kim,

Phan Vié

S "Eul T

Hinh 3.5.1. Phd nhiéu xa tia X clla Magaldrat diéu ché AlsMgio(OH)s1(SO4)2

Z]

1 Q050 WA £ S4L7EY  H: 1% Lo WIMLUKE--.  COX-RA) z E‘:‘

Hinh 3.5.2. Ph8 nhiéu xa tia X cGa hén hgp AI(OH)3va Mg(OH).
Nh&n xét. Phd nhiéu xa tia X clia Magaldrat ¢6 hang s8 mang d < 2,57 angstrom, la
dang phd cla chat phdc hgp dai phan tl, ¢é trat ty lién két xa va khdng cé dinh
nhiéu xa dic trung nhu cla Al(OH); va Mg(OH).. Magaldrat Ia mé6t phdc hgp mdi
khac bigt véi sy pha trén don thuan clia Al{OH); va Mg(OH)..
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3.5.4. Chéat iugng cia nguyén liéu Magaidrat

K&t qua kiém nghiém nguyén liéu lam khé bang sdy phun sudng.

K&t qud kiém nghiém tai Phan vién Kiém nghiém TP HCM, tiéu chudn 4p dung
USP 23. Phi€u kiém nghiém s8: 262 /PVKN-YC 99.

Bang 3.5.4 . Két qui ki€m nghiém nguyén liéu Magaldrat.

Yéu cdu Két qua

Tinh chat: Bat min, trdng
Binh tinh: phai ¢6 phan dng hod hoc déc trung Al, Mg Bung
Giam khdi lugng do sdy khd: ti 10 — 20% Pat (16,28 %)
Clorid hoa tan: < 35% Pat
Sulfat hoa tan < 1,9% Pat
Natri: < 0,11 % Pat

Kim loai ndng: < 0,006 % Pat
Magnesi hydroxyd: ti 49,2 — 66,6 % trén ché pham kho bat (50,07 %)
Nhém hydroxyd: U 32,1 — 45,9 % trén ché phdm kho Dat (33,19 %)
Binh lugng: ham lugng Magaldrat tut 90-105% / khan bat (91,72 %)
Tap chat hiiu cg bay hai:

- Methylen cloria: < 500 ppm Pat

- Benzen: < 100 ppm Pat

- Trichloroethylen: < 100 ppm Dat

- Cloroform: < 50 ppm bat

- 1,4- Dioxan: < 100 ppm Bat
Ham lugng sulfat: tir 16-21% trén ch& pham khan bat (19,62 %)
D6 nhidm khudn:  Phai dat yéu cdu qui dinh Dat

K&t luan. Mau th Magaldrat dat yéu cu phdm chédt theo USP 23
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Két qua kiém nghiém nguyén liéu Magaldrat lam khd béng ti say.
Bang 3.5.5: Két qué kiém tra 5 mau nguyén liéu Magaldrat:

Chi tidu M&u
1 2 3 4 5
Binh Tinh buang bung bung Bung blng
D6 &m (%) 14 17,2 16 15,2 16,5
Ham lugng Mg(OH), (%) 55,28 50,93 52,03 62,27 50,68
Ham lugng Al(OH}; 36,32 34,68 38,90 37,63 42,30
Ham lugng Sulfat 16,43 20,41 17,35 18,83 18,40
Magaldrat toan phan 93,42 92,83 96,50 96,20 94,15
Ké&t luan Pat Pat DPat Pat Pat
Nhén xét:

Sau khi kiém tra 5 mau, chling téi nhan thay cdc mau trén déu dat tiéu chudn chat
lugng clia USP 23.

Tiép tyc ti€n hanh tham do, thi€t k& va bao ché vién nén chla Magaldrat

o Bao quén Magaldrat. Trong lo kin, tranh 4m va anh sang.

3.5.5. P$ an toan cla Magaldrat.

Thit ddc tinh c&p trén chudt nhat tring tai Vién Pasteur.

K&t qua cho thdy nguyén liéu Magaldrat khéng gay doc tinh cdp trén chudt vdi liéu 5
g/kg/24 gid (liéu nay cao gdp 73 14n liéu binh thudng).

3.5.6. Thiét k& cong thdc va bao ché vién nén Malumix

3.5.6.1. Cdc ddc tinh hoa Iy cda nguyén liéu Magaldrat

s Magaldrat sdy phun suong

Hinh thiic cdm quan. Quan sat bang kinh hién vi, Magaldrat la bdt v6 dinh hinh
hodc két tinh, qua ray s& 180, khdng mUi, khéng vi.

D¢ hoa tan: Khdong tan trong nudc, cén, dung méi hitu co (benzen,aceton,
chloroform..). Tan m§t phan trong dung djch kiém, tan trong acid lodng.

Tinh chét hoa ly

Ty trong thé. Can mét lugng nguyén liéu chinh xéc, cho vao 8ng dong, xac dinh thé
tich bot khong go 14c. Ké&t qua dugc trinh bay 8 Bang 3.5.6.
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Béng 3.5.6. Ty trong thé cia nguyén lidu Magaldrat (sdy phun suong)

Mau 1 2 3 4 5 6 Trung binh

Kh&ilugng M (g) 25,02 2504 2503 2504 25,05 |25,06

Thé tichvy (ml) 52,00 53,00 52,60 53,60 52,10 |52,50

Ty trong thd (g/ml) 0,481 0,472 0,476 0,467 0,481 | 0,477 0,476

Ty trong biéu kién. Thuyc higén nhu do ty trong thé nhung gd nhe 8ng dong dén khi
thé tich khéng ddi. K&t qua dugc trinh bay & Bang 3.5.7.
Bang 3.5.7. Ty trong do gé ctia nguyén liéu Magaldrat (sdy phun sucng)

Mau 1 2 3 4 5 6 B

KhdilugngM  (g) 24,98 2501 2506 2504 2505 2508
Thé tich V» (ml) 43,00 42,50 43,60 42,60 43,10 43,50

Ty trong do g (g/ml) 0,581 0,588 0,575 0,588 0,581 0,576 0,581

Nhén xét: Két qua & Bang 3.5.9 va 3.5.10 cho thdy cau tric cla bdt nguyén liéu
Magaldrat tuong d8i déng déu, it c6 khodng tréng gilia cac tiéu phan.

- D¢ gidm khéi lugng do sdy khé. Két qué trinh bay & Bang 3.5.8.

Bang 3.5.8. D6 giam khéi lugng do sdy khé cla Magaldrat

Mau Khdi lugng mau (g} Khéi lugng sau khisdy () Ham 8m %

1 1,0064 0,8534 15,20

2 1,0045 0,8287 17,50

3 1,0026 0,8439 15,83

4 1,0072 0,8496 15,65

5 1,0054 0,8395 16,50

6 1,0085 0,8504 15,68
Trung binh 16,06 + 0,86
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Khéa néng trung hoa acid
Bang 3.5.9. Khd nang trung hoa acid cta Magaldrat (KNTHA)

Mau Khéi lugng Ham &m Thé tich HCI KNTHA/1 g nguyén
Mau (g) (%) (MI) Liéu khan (mEq)
1 0,500 15,20 10,52 24,81
2 0,501 17,50 10,35 25,09
3 0,502 15,83 10,50 24,95
4 0,501 15,65 10,45 24,78
5 0,500 16,50 10,55 25,27
Trung binh 24,98 £ 0,25

Nhén xét: Magaldrat c6 KNTHA cao, tuong duong vdi cac antacid ngoai nhap

» Céc dic tinh hod Iy clia Magaildrat sdy bang phudng phap (th siy)

Hinh thiic ¢dm quan. Quan sat bang kinh hién vi, Magaldrat 1a bét vdé dinh hinh
ho#c két tinh, qua ray sé 300, khdng mui, khéng vi.

Dé hoa tan: Khdong tan trong nudc, cbn, dung mdi hitu co (benzen,aceton,
chloroform..). Tan mdt phan trong dung dich kiém, tan trong acid loang.

Tinh chat hoa ly

Ty trong thé.

Can mdt lugng nguyén liéu chinh xac 50 g, cho vao 8ng dong, xéac dinh thé tich bot
khéng go l3c. Két qua duge trinh bay & Bang 3.5.10.

Bang 3.5.10. Ty trong thé cua nguyén liéu Magaldrat (sdy t0 sdy)

Mau 1 2 3 4 5 6 Trung binh

Khéilugng M (g) 50,02 5001 50,03 50,04 50,12 50,06
ThétichV; (ml) 70,05 69,55 69,01 69,53 69,42 69,72
Ty trong thé (g/ml) 0,714 0,719 0,725 0,720 0,722 0,718 0,720

Ty trong biéu kién.

Thuc hién nhu do ty trong thd nhung gd nhe dng dong dén khi thé tich khéng déi.
K&t qué dugc trinh bay & Bang 3.5.11.

Bang 3.5.11. Ty trong biéu kién cia nguyén liéu Magaldrat (sdy t0 say)

Mau 1 2 3 4 5 6 Trung binh

KhdilugngM () 50,08 50,04 50,12 50,20 50,05 50,06
Thé tich V. (ml) 62,13 62,08 61,72 62,67 61,49 62,03
T§ trong do gé (g/ml) 0,806 0,806 0,812 0801 0814 0,807 0,807

Nhén xét: Két qua & Bang 43.5.10 va 3.5.11 cho thay cdu tric cha bdt nguyén liéu
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Magaldrat tuong déi ddng déu, it c6 khoang trdng gilia c4c tidu phan.
D¢ gidm khéi lugng do sdy khé. K&t qua trinh bay § Bang 3.5.12.
Bang 3.5.12. B gidm khéi ligng do sdy khé ciia Magaldrat

Mau Khéi lugng m&u (g) Khdi lugng sau khi s&y (g)  Ham dm %
1 1,0164 0,8614 15,50
2 1,0245 0,8641 17,84
3 1,0016 0,8421 15,95
4 1,0027 0.,8264 17,63
5 1,0154 0,8504 16,50
6 1,0025 0,8397 16,28
Trung binh 16,62

Kha ndng trung hoa acid
Bang 3.5.13. Khad ndng trung hoa acid cia Magaldrat (KNTHA)

Kha ndng trung M4u Magaldrat

hoa acid mEg/g 1 2 3 4 5 6

24,25 24,58 25,06 24,08 24,80 25,30

Nhan xét: Magaldrat c6 KNTHA cao, tudng duong vdi cac antacid ngoai nhap
3.5.6.2. Bao ché€ vién Malumix bang phuong phap xat hat uét

Tiéu chudn vién. Dang bao ché& la vién udng, dy kién khdi lugng vién khoang 700
mg trong d6 chia Magaldrat 400 mg khan (500 mg chua ké dé &m), d6 cling vién
150 N, dudng kinh vién 11 mm, dé rd < 2 phat va KNTHA > 9,03 mEq (USP 24).
Bao ché. Magaldrat dugc phdi hgp 1an lugt véi cac td duge Avicel, tinh bét, Era-Gel,
PVP theo phudng phap xat hat udt. Tron déu hén hop bdt, tao com vdi ta duge dinh
PVP, sy nhe c8m dén dd 4m thich hgp, slia hat, thém ta dugc tron va dap trén may
xoay tron, lyc nén ung véi do cing khoang 150 N.

Kiém nghiém. Két qua cho thdy do ra vién déu > 2 phut (khdng dat).

3.5.6.3. Bao ché vién nén Malumix biing phuong phap dap thang.

Bao ché vién nén Malumix 400 mg: Cac budc thyc hién:

Tham do th&i gian trdn déu. Trdn déu hén hgp Malumix theo céng thic 4 (Bang
3.5.14), mdi thai diém ldy 5 mau & céc vi tri khac nhau trong may trén,

- Nhan xét, K&t qua phan tich thdng ké cho thdy khi t > 10 phat thi khdi bot da duge
trén d8u (Hé s6 phan tan CV hay dd léch chudn tudng déi RSD < 2%).

Bic diém vé dé trdn chay cta hdn hgp bat Malumix

Do 46 tron chdy cla bét Malumix trén may ERWEKA hén hgp gém: Magaldrat
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71,4%, Avicel tif 8,5 - 25%, talc-Mg stearat (8:2) ti 1-2,85%, lactose via dd 100%,
hén hgp bdt dé chay, ti§n hanh bao ché vién nén bing cdch dap thang.
Thiét k& cdng thuc vién Malumix 400mg (M400)
Tham dd mdt s cdng thic ban ddu, kiém tra cac tinh chat ky thuat cha vién , tir d6
chon cong thic cé thanh phan: Magaldrat, Avicel, talc/Mg stearat (8:2), lactose lam
co sd cho viéc thiét k& 6 céng thic thyuc nghiém, méi 16 1000 vién.

Bang 3.5.14. Thanh phan hoat chat va ta dugc clia 6 céng thic thyc nghiém

Cong thuc Magaldrat Avicel Talc/Mgstearat (Mg) Lactose

(Mg) (Mg) (Mg}

1 500 60 7 133

2 500 60 14 126

3 500 120 7 73

4 500 120 14 66

5 500 180 7 13

6 500 180 14 6

Nhén xét: Vién Malumix sau khi dap c6 mau trdng hai mat hoi cong, khéi lugng
khoang 700 mg. C4c chi tiéu ki thuat clia vién Malumix trinh bay trong Bang 3.5.15.
Bang 3.5.15. Déac tinh ky thuat clia vién Malumix 400 mg

Thit ty Céc chl tiéu kiém nghiém
(Cdng thic) Khéi lugng Do rdn Pora KNTHA

(Mg} (Kg) (Giay) (MEq)
1 698 16,3 33 10,4
2 693 15,5 91 10,6
3 700 15,9 35 11,0
4 693 15,9 132 10,9
5 699 16,1 153 10,4
6 698 15,3 154 10,4

P4 mai mon. Thit trén may ERWEKA, mbdi cdng thic can 10 vién (A g), thdi gian thir
4 phit, van téc quay clia may 25 vong/phut, sau dé can lai khdi lugng 10 vién (B g).
K&t qua cac 16 vién nén thyc nghiém cé dé mai mon tit 0,13-0,29%. K&t luan dd mai
mon clia cdc cong thdce vién déu dat.

Bao ché vién nén Malumix 480 mg (phudng phap dap thang).

Céac budc thyc hién:
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s Thiét ké cong thuc vién nén Magaldrat 480 mg (M480)

Tham dd mat s8 ¢ong thiic vien méi v6i sy thay ddi thanh phan céc ta dugc va gil
nguyén thanh phén hoat chat nhdm muc dich bao ché vién dat chi tiéu vé do ra va
do déng déu khéi lugng. D& nang cao tac dyng trung hoa acid vién Malumix tucng
dudng vdi vién Riopan 480 (M¥), chung t6i da tdng ham lugng Magaldrat Ién 480 mg
khan (tudng Uing khoang 600 mg Magaldrat chua tinh d&n d6 dm). Trdn déu hén hgp
Malumix 480 mg va ta dugc trong 10 phit. Tién hanh kiém tra cac théng sd cla com

vién. Bao ché béng ky thuat dap thing mai 16 1000 vién.

¢ Cac thong s8 ki thuat cia cdm vién 480 mg (Magaldrat sdy ti say)

Béng 3.5.16: K&t qua kiém tra thong s8 cdm dap vién

] Cong thuc
Théng sb
1 2 3 4
Do 4m (%) 7,85 6,37 6,58 482
TY trong biéu kién (g/ml) 0,725 0,769 0,893 0,892
Hé s nén 13,9 13,6 14,5 15,5
Tdc dd chay (g/giay) 5,5 4 3,5 3,5
Goc chay (dd) 32 34 31 35

Nhan xét: Cdm & cac cong thic thiét ké déu dat tiéu chuin ky thuat cho dap vién

Bang 3.5.17. K&t qua chi tidu k¥ thuat cdc cong thdc vién nén Magaldrat 480mg

Phudng phap dap th&ng Céng thuc

1 2 3 4
Magaldrat (mg) 600 600 600 600
TD1 (mg) 20 45 00 90
TD2 (mg) 70 45 90 00
Talc- Mg steartat {(mg) 10 10 10 10
Chi tiéu ky thudt
Khdi lugng trung binh (mg) 710,5 710,3 7121 714,5
Po6 cing trung binh (N) 90 N 80N 85N 70N
Dé ra (giay) 40 38 50 45

Nhén xét: - Trong thdi gian may hoat ddong: c6m chay déu vao cdi

- Vién cé hinh thiic c&m quan béng, dep, khéng bj bong mat, héng canh.
- Céac 16 déu dat vé: Khdi lugng vién, dd ra va dd cling

Bao ché vién nén Malumix 540 mg (phuong phap dap thang).
e Thiét k& cong thuc vién nén Magaldrat 540 mg (M540)
Tham dd mét s6 cdng thdc vién mdi véi sy thay déi thanh phén cac ta dugdc va gilt
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nguyén thanh phan hoat chdt nhdm muc dich bao ché vién dat chi tiéu vé do ra va
dd déng déu khéi lugng. D& nang cao tac dung trung hoa acid, chung toi d& tang
ham Iugng Magaldrat 1én 540 mg khan (tuong dng khoang 680 mg Magaldrat chua
tinh dén dé 4m). Ung vdi 5mi hdn dich Riopan 540 mg. Tién hanh kiém tra céac

thdng s6 clia c6m vién. Bao ché bing ky thuat dap thng.

e Cac thdng s& k¥ thuat clia ¢6m dap vién (Magaldrat say td siy)

Bang 3.5.18. K&t qua kiém tra thdng s& c6m dap vién

. Coéng thuc
Théng sbé
1 2 3 4
DO 4m (%) 7,93 5,87 6,89 4,93
Ty trong biéu ki€n (g/mi) 0,725 0,769 0,893 0,892
Hé sb nén 13,8 13,3 15 16,5
T8c d6 chay (g/giay) 55 2 3,3 25
Géc chay (do) 35 36 40 39

Nhén xét: Cém & cac cong thic thiét k& déu dat tiéu chudn k¥ thuat,

Bang 3.5.19. K&t qua dac tinh ky thuat cac cong thic vién nén Magaldrat 540 mg

Phudng phap dap thing Céng thic

1 2 3 4
Magaldrat {(mg) 680 680 680 680
TD1 (mg) 60 0 60 0
TD2 (mg) 50 110 50 110
Talec- Mg steartat (mg) 10 10 10 10
Chi tiéu ky thuit
Khai lugng trung binh (mg) 802,5 810,3 813,2 810,3
P clng trung binh (mg) 250N 276N 207N 253N
B ra (giay) 40 38 38 50

Nhén xét:

- Trong thdi gian may hoat ddng: ¢c8m chdy déu vao c¢oi

- Vién ¢6 hinh thic cdm quan bong, dep, khéng bi bong mét, hdng canh,
- Céc 6 déu dat vé: Khdi lugng vién, dé ra va dd cung
3.5.7. KIém nghiém vién nén Malumix 400 mg, 480 mg va 540 mg

Két qua ki€ém nghiém vién nén Malumix 400mg
M&u kiém nghiém: Vién uéng Malumix

S& san xuat

Y&u cau kim nghiém: Phan tich chat lugng .
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Thir theo tai liéu: USP 24 va Tiéu chuén cd 8 vién nén TC 01

YEU CAU KET QUA
1. Trinh bay: Vién nén trong vi
2. Tinh chat: Vién nén mau trdng , khdng mui. Dlng
3. D6 déng déu khéi lugng: m + 5% Pat (0,699 g + 0,035g)
4. P tan rd: khéng qua 120 giay bat 72 giay
5. D6 nhidm khudn: ché phdm khéng c6 Escherichia bat
coli
5. Binh tinh: Phai c6 phan (ng - Nhém va Magnesi Dudng tinh
6. Kha nang trung hoa acid: > 9,03 mEq HCIvign bat 10,6 mEq HCIAién
7. Dinh lugng ché& pham phai chia:
- Mg(OH), : 197-266 mg Pat 210,31 mg/vién
- Al(OH); : 128-183 mg Pat 134,42 mg/vién
- Magaldrat AlsMgso(OH)s1(SOs)2 : 360 - 440 mg Dat 400,25 mg/vién
Tinh theo khéi lugng trung binh thudc trong vién .

K&t ludn: Vién Malumix 400 mg dat tiéu chudn chat lugng USP 24 va TC co 8 01.
K&t qua kiém nghiém vién nén Malumix 480mg

MAu kiém nghiém: Vién uéng Malumix

Sé san xuat : M&u nghién cliu vién nén Malumix ¢dng thic 03 (Bang 3.5.17)

Yéu cau kiém nghiém : Phan tich chat lugng .

Th theo tai liéu: Tiéu chudn USP 24 va TC co s& vién nén TC 02

YEU CAU KET QUA
1. Trinh bay: Vién nén trong vi
2. TInh chéit: Vién nén mau trdng , khdng mui. Bung
3. D6 déng déu khé&i lugng: m + 5% Pat (0,712 g + 0,035g)
4. P6 tan rd: khéng qua 120 giay bat 50 giay
5. 6 nhiém khuén: ché phdm khéng cé Escherichia coli Dat
5. Binh tinh: Phai cé phan (ng - Nhdm va Magnesi Duang tinh
6. Kha nang trung hoa acid: > 9,03 mEq HCIAién Bat 13,5 mEq HClivién
7. Dinh lugng ché& phdm phai chua:
- Mg(OH),: 236,16 ~ 319,68 mg bat 268,27 mg/vién
- A{OH),; : 154,08 — 220,32 mg bat 169,65 mg/vién
- Magaldrat AlsMg1o(OH)3:(S0,).:432,00 - 528,00 mg Dat 502,68 mghién
Tinh theo khdi lugng trung binh thudc trong vién .

K&t ludn: Vién Malumix 480 mg dat chat lugng theo tiéu chudn USP 24 va TC co s6
02
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K&t qua kiém nghiém vién nén Malumix 540 mg
MAu kiém nghiém  : Vién uéng Malumix

S8 san xuit : M&u nghién ciu vién nén Malumix cdng thdc 03 (Bang
3.5.20)
Yéu cdu kiém nghiém : Phan tich chét lugng .
Thir theo tai liéu : Tiéu chudn USP 24 va tiéu chudn cd sd vién nén TC 03
YEU CAU KET QUA
1. Trinh bay: Vién nén trong lo
2. Tinh chat: Vién nén mau trdng , khéng mui, nhén Pung
3. PO déng déu khdi luong: m + 5% Pat (0,813 g + 0,04g)
4. B tan ra: khong qua 120 giay PBat 45 giay
5. D& nhiém khuén: ché phdm khéng cé Escherichia coli Dat
5. Binh tinh: Phai c6 phan Gng - Nhém va Magnesi Duong tinh
6. Kha naing trung hoa acid: > 12,4 mEq HClI/vién Pat 15,06 mEq HCINién
7. Binh lugng ché phdm phai chia:
- Mg(OH), :270,6 - 366,3 mg bat 303,89 mg/vién
- Al(OH); . 176,5 -252,5 mg Bat 211,52 mghién
- Magaldrat AlsMg1o(OH)31(SO4), : 495 - 605 mg bat 569,0 mghién
Tinh theo khdi lugng trung binh thuéc trong vién .

K&t ludn: Vién Malumix 540 mg dat chat lugng tiéu chudn USP 24 va TC cd sé TC
03.

3.5.8. Két qué nghién cuu tic dung sinh hoc va tuong duong sinh hoc cla
malumix so vdi dugc pham cing nhom

3.5.8.1. Tdc dung dugc ly cda ché phdm Malumix

a. Kha ndng trung hoa acid cta Malumix

Khdo sét KNTHA clia vién Malumix, so sanh véi mot sé ché ph&m ngoai nhap. Mai
ché phdm th 3 1an 18y gid tri trung binh. K&t qud dugc trinh bay & Bang 3.5.20
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Bang 3.5.20. Kha ndng trung hoa acid ctia mét s6 ché phdm khang acid

Ché phdm khéo sét Cang thuc KNTHA
Al(OH); Mg(OH). Magaldrat MEg/vién
(Mg) (mg) (g)
Maalox plus My 200 200 11,40
Maloxai 2 VN 400 400 20,68
Maalox Phap 400 400 22,65
Mylanta I| Uc 400 400 24,10
Riopan plus (Ayerst) 480 13,5
Malumix 480 N/ ciu 480 13,50
Malumix 540 N/ cuu 540 15,48
Marax 800 Duc 800 20,65

Nbhan xét.

Céc ché pham chua Magaldrat 13 loai antacid ¢6 kha néng trung hoa acid kha cao,

tuong ty véi cac ché phdm ngoai nhap clng loai.

b. Kha néng Gc ché& hoat dd pepsin clia Malumix
Lugng albumin thf nghiém: 500 mg, lugng thudc khdo sat 100 mg. Méi mau thudc
thit 5 14n &y gia tri trung binh. K&t qud dugc trinh bay trong Bang 3.5.21.
Bang 3.5.21. Kh3 ndng uc ché pepsin cla Malumix va thudc déi chiéu (p< 0,05)

Thudc Lugng albumin Lugng albumin (%) Hoat dd (%) Pepsin
Kh3o sat con lai (mg) Thuy phan Pepsin con lai Bi Uc ché
(mg)
1. Ching 258,56 + 3,66 241,44 + 3,66 100,00 00,00
2, Maalox 400,43 + 5,03 99,57 + 5,03 41,24 58,76
3. Malumix 391,48 + 6,14 108,52 + 6,14 44,95 55,05
4. Mylantall 383,18 + 4,20 116,82 + 4,20 48,39 51,61
5.Maloxal 2 361,19 + 6,89 138,81 + 6,89 57,50 42,50

Phan tich phuong sai mét yéu 18 cho thiy: F = 4,285 < Fogs = 161,446
Nhén xét. VGi cing mot lugng thudc khao sat, Malumix c6 kha ning uc ché pepsin
tuong dudng vdi cac khang acid hién hanh nhu:Maalox, Mylanta .

¢. Tdc déng bdo vé niém mac da day va chéng loét cda Malumix

Hiéu Iyc bao vé t& bao niém mac cla thudc thit nghiém dugc danh gia dya trén gia
tri “chi 6 loét U.I" . VGi U.l = X5 (%). Xy (%).
Xs: T8ng s8 vét loét dugc tinh theo % clia t8ng sd vét loét & 16 chiing (100%)
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Xy: D9 16n vét loét dugc tinh theo % clia dd 16n vét loét & 16 chiing (100%)

K&t qud chi sb loét cia Malumix.

Bang 3.5.22. K&t qua chi s loét clia Malumix va thudc déi chiéu

Thudc Téng s& vét loét Téng d6 I6n vét loét Chi s6 loét

Xs (%) X(%) Ul = Xs(%).Xv(%)
Ethanol 100,00 100,00 1,000
Maalox 45,26 30,00 0,136
Malumix 27,99 16,37 0,046

Nhén xét: K&t qua thyc nghiém va phan tich phudng sai cho thay:
Chi s8 loét U.l cia Malumix (0,04) < Maalox (0,138) < 1 nén hai thuéc déu cé kha
nang bdo vé t€ bao niém mac da day. Chisé U.l cang bé, higdu luc bdo vé té bao

niém mac da day cang tot.

Hinh 3.5.3. Niém mac da day chuét bj loét
do Ethanol

3.5.9. Két qud d¢ an toan cda malumix
3.5.9.1. Bdc tinh cdp clia Malumix

Hinh 3.5.4. Malumix bdo vé niém mac da
day chudttrén mo hinh gay loét do
Ethanol

Thi tai Vién Pasteur TP. HCM. Mau xét nghiém s6 N 14674

Theo dbi trén 16 10 chudt nhat tring, dugc cho udng Malumix liéu 5 g/kg thé trong,
theo déi tinh trang hoat ddng cla chudt trong 3 ngay. K&t qua: Khdng ¢é chuét nao
chét ciing nhu bi€u hién céc triéu chiing khéc thudng vé cac rdi loan vé tiéu hod.

K&t lugn: Mau thudc Malumix khong gay doc tinh cap trén chudt nhit tring.

3.5.9.2. B¢ tinh ban cdp cla ch& pham Malumix

Thii tai b mén Dugc Iy, b mdn Gidi phdu bénh va bénh vién Chg Ray.

Liu cho chudt udng Malumix 0,45 g/kg/24 gid, thdi gian 45 ngay.Theo déi céc; chi
s0 huyét hoc, chi s& sinh ho4 (men), tinh trang thé trong, cac t§ chic nhu gan,

than.
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o K&t qua vé chi s6 huyét hoc

Chi s8 huyét hoc chuét sau 45 ngay udéng Malumix dugc trinh bay trong Bang
3.5.23.

Bang 3.5.23. Chi s6 huyét hoc cla chudt sau 45 ngdy udng Malumix

TT Chi tiéu xét Nhém N Trudc thi Sau thi nghiém
nghiém nghiém

1 84 lugng hdéng Khao sat | 10 8,78 + 1,91 8,18+ 1,27
Cédu (10'31)

2 Huyét sic t6 (g/) | Khdo sat |10 141,70 + 31,26 | 140,40 + 24,70
Hemoglobin

3 Thé tich héng cdu | Khdo sat | 10 4531 + 10,31 4193+ 7,34

Hematocrit (%)
4 Bach cau (10°/1) Khdosat | 10 9,07+ 3,27 9,21+ 2,73

¢ K&t qua vé chi s6 men ASAT, ALAT clia chudt sau 45 ngay udng Malumix
Bang 3.5.24. Chi s6 ASAT, ALAT cla chudt sau 45 ngay udéng Malumix

TT | Chitiéu xét nghiém Nhém N Trudce thi nghiém Sau thi nghiém
1 | ASAT huyét thanh Khdo sat | 10 215,00 + 60,83 204,80 + 23,14
(un
2 | ALAT huyét thanh Khdo sat | 10 69,24 £ 21,40 72,00 + 11,79
(un)

Nhén xét. Phan tich phuong sai hai yéu té khéng lap (MS-Excel) d6i véi di liéu &
cac Béng cho th&y cac chi 88 huyét hoc va chi s6 men cla cac 16 chudt trudc va sau
khi udng Malumix sy khéc biét khdng cé y nghia thdng ké.

Ba4ng3.5.23: > F=2876 < Fggs = 10,128,

Badng 3.5.24: = F=0,329 < Fyo5 = 161,45

» Tinh trang chung vé thé trong

Cho chudt udng Malumix liéu 0,45 g/kg/ngay va 16 chiing udng nudc cat 45 ngay.
Chudt an udng t6t, khong thdy triéu chiing bat thudng trong nhitng ngay thl nghiém,
e Quan sat dal thé gan, than cla chudt khi uéng Malumix

Bd mén Gidi phau bénh trudng B H Y Dugc nhan xét: T& bao gan, cac khoang cla
va finh mach trung tdm, vi cau than, dng than, md k& va mach mau binh thudng.
Khéng thdy c6 sy khac biét vé gan, than gida cac nhém thlr va ching sau khi uéng
Malumix 45 ngay.
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3.5.10. K&t qua dé én dinh cia magaldrat va malumix

3.5.10.1. Y on dinh clia nguyén liéu Magaldrat
o Baéo quan nguyén liéu Magaidrat & diéu kién ty nhién (30°C).
B&o quan Magaldrat trong lo thuy tinh & 28 -32°C, d6 4m tudng d8i 72 - 85%, thdi
gian 48 thang. Khao sat chat lugng cla nguyén li¢u Magaldrat
Béng 3.5.25. Chat lugng cida Magaldrat bdo quan 3 30°C sau 48 thdng.

Chitisutht | 0 Thang | 08 thang |16 Thang |24 Thang | 32 thang | 48 Thang

Hinh thuc Mau trdng | Mau trdng | Mau trdng | Mau trdng | Mau trdng | Mau tréng
Mg(OH), (%) | 51,07 50,65 51,08 51,02 50,87 51,02
AOH)s (%) | 33,95 33,58 33,84 34,50 33,95 33,84
S0,* (%) 16,50 16,85 16,67 17,34 17,02 17,24
Magaldrat (%) | 92,72 92,83 92,55 93,02 93,32 93,02

Nhan xét:

Nguyén lidu Magaldrat sau khi bdo quan 48 thang, & diéu kién binh thudng, sy thay
ddi vé chat lugng khéng cé y nghia théng ké (van dat tiéu chudn USP 24).

3.5.10.2. Do on dinh cha vién Malumix

o Khéao sat vién Malumix béng phuong phap phan tich nhiét vi sai
Bao quan vién Malumix trong vi ép, nhiét dé 60°C, dd 4m tir 72-85%, trong 2 thang.
Khao sat gidn dé phan tich nhiét vi sai (DTG) cha vién Malumix.
Nhén xét. Gian d6 DTG cho thdy khi ting nhiét tir 29,8 ~ 138,6°C chl ¢6 sy mat
nudce, khéi lugng nudc mat 6,67%, it cé bién ddi hoa hoc xay ra trong hdn hgp bot
Malumix khi t° < 60°C. Ti€p tuc ting nhiét d&n 198,9°C, lugng nuéc mé&t thém
4,67%. KNTHA cla Malumix trudc va sau khi gia nhiét sy thay d8i khéng ¢é y nghia

théng ké.

o Khao sét vién Malumix & diéu kién ty nhién (30°C).
Béo quan vién Malumix trong vi ép & 28-32°C, dé 4m tuong déi 72-85%, thdi gian 30
thang. Kho sat cac dac tinh ky thuat clia vién Malumix
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Bang 3.5.25. Cdc ddc tinh ky thuat cda vién Malumix 400 & 30°C sau 30 thang.
Thit nghiém Chi 0 06 12 18 24 30
tiéu Thang | Thang | Thang | Thang | thang Théang

Hinh thdc Vién | Khéng | Khéng | Khéng | Khéng | Khéng |Khéng ddi

tring adi déi ddi déi dadi
Khéi lugng 702,0| 7035 | 7024 | 701,4 | 700,0 | 7032 | 705,22
Do tan ra (giay)| < 57 65 78 76 87 85

KNTHA mEg/v %| 100,00( 100,00 | 99,65 99,25 98,82 98,32 98,02

Nhéan xét: vién Malumix sau khi bdo quan 30 thang, & diéu kién binh thudng chat
lugng vién thay d8i van trong

i6i han

Hinh 3.5.5: Vién nén Malumix
3.6.NGHIEN CUU BAO CHE VIEN NANG PTKD VOI HOAT CHAT DICLOFENAC
NATRI

3. 6.1. Piéu ché& va khao sat dac tinh cla vi hat

Vi hat dugc diéu ché bang phudng phap tao hat tryc tiép trén may tao hat tdng soi

co dia quay.

Thanh phdn cda vi hat gém:
Diclofenac natri Hoat chat
Avicel Ta dugc ddn va lam tron hat
Nudc cat vifa di T4 dugc dinh

Diéu ché: DFN va Avicel dugdc trgn b&ng may trdn nhao trong théi gian 20 phat truc
khi dugc dua vao may tao hat tdng soi véi dia quay ¢6 khdc ranh. Trong giai doan
tao hat, nudc dugc dung dé lam dm hdn hop Avivel: DFN va dugc phun vdi téc dd
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8n dinh cho dén khi thu dugc cac hat két tu. Céc hat sau d6 dugc lam tron va sy so
bé & nhiét d6 40-50°C trong may tao hat ting sdi. San phdm dugc chuyén qua td
sdy va sdy 8 nhiét d 50°C trong 4 gid.

Qui trinh gém 3 giai doan: tao hat uét, 1am tron hat va sdy vi hat.

Céc y&u t6 anh hudng dén chat lugng va hiéu sudt diéu ché vi hat dugc khado sat
gém: 7 18 t4 dugc lam tron hat so v6i dugc chét (Avicel: DFN), ti 16 va t6c do phun
nuéc.,

3.6.1.1.Khéo sat 4nh hudng cua lugng Avicel dén cadu tric bé mit cia vi hat

Kha ndng lam tron vi hat phy thudc vao ti 1é cha Avicel cé trong cong thic. Ba cong
thdc véi lugng Avicel ting din da dugc khdo sdt, cac 18 khdo sat dugc diéu ché
trong cling diéu kién thiét bj.

Bang 3.6.1. Cac cdng thuc dung khio sat anh hudng cla lugng Avicel dén céu tric
bé& mit vi hat

Thanh phan Cong thic 1A Cdngthiic 2A  Cong thidc 3A
Avicel (g) 450 540 600
DFN (g) 450 360 300
Nudc cat (g) 1140 1140 1140
Tt1é Avicel: DFN 1:1 1,51 2:1

Hén hgp Avice:DFN vdi tl 1é 2:1 (hinh 3.6.3) tao thanh vi hat c¢6 bé mat rdt nhén,
réat thich hgp cho giai doan bao nén dugc chon dé nghién cuu tiép tuc.

B0 PHEMZS

Hinh3.6.1. Vi hat diéu ché Hinh3.6.2. Vi hat dugc Hinh 3.6.3. Vi hat dugc diéu
vdi hén hgp Avicel:DFN diéu ché tir hén hop ché ti hdn hgp Avicel:DFN
(1:1) (35X) Avicel: DFN (1,5:1) (45X) (2:1) (35X)
3.6.1.2.Kh4o sat dnh hudng cda I 16 nudc dén hiéu suét diéu ché vi hat
Ti 18 nudc ¢6 anh hudng 18n dén hiéu suit diéu ché vi hat, ti 1& nudc thap sé khong
tao dugc vi hat bé mat nhdn va cac vi hat tao thanh cé kich thudc nhd, ti 1é nudc
cang Idn sé tao ra nhiéu vi hat I6n va phan béd kich thudc hat rong. Nam cong thic
v@i tf 1é nudc khac nhau da dugc khao sat. Mdi cong thic duge thyc hién trén 6 16
(tng cong 30 16). Hiéu suét clia qui trinh dugc danh gia bang ti 1&é phan tram vi hat
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¢6 kich thudc trong khoang 16-20 mesh (840—1190 pum) thu dugc trén 6 16.
Bang 3.6.2. Cac cdng thic dung khao sat &nh hudng cla ti 1& nudc dén hidu suat
diéu ché vi hat

. Céngthiic Codngthic Congthic Coéngthidc  Céng thic
Thanh phéan
1B 2B 3B 4B 5B
DFN {(g) 250 250 250 250 250
Avicel (g) 500 500 500 500 500
Nudc cat (g) 800 850 900 950 1000

Bang 3.6.3. Ti & (%) vi hat 16-20 mesh tu c4c cong thulc ¢6 ti 1é nudc khac nhau
Lo s6 Céngthic 1B Céng thidc 2B Cong thic 3B Cong thic 4B Cong thic 5B

1 28,32 55,65 62,35 76,82 53,12
2 42,56 52,37 70,56 72,56 52,55
3 41,75 59,85 59,55 76,58 48,65
4 40,58 49,56 63,18 58,45 62,45
5 45,12 59,12 68,72 79,52 63,85
6 42,48 52,48 72,56 77,51 96,58
TB (%) 40,14 54,84 66,15 73,57 62,87

Két qua thii nghiém dugc so sanh bang phan tich ANOVA,

Phan tich phuong sai 2 yéu td khong Idp cho thdy hiéu sudt thu duge tii cac cong
thic khdc nhau ¢é y nghia thdng ké (p = 0,005). Hiéu sudt cla qui trinh dat cao nhat
khi ti 1é céc thanh phén Avicel:DFN: nudc cé ti 1& 2:1:3,8.

Qua kh&o séat trén, céng thic diéu ché cho 1 16 vi hat dugc xac dinh nhu sau:

Diclofenac natri 300¢g
Avicel 600 g
Nudc cat 1140 g

3.6.1.3.Khao sat dnh hudng cla t6¢c dé phun nudc dén hidu sudt tao hat

Nam céng thdc véi tT 18 cac thanh phan gidng nhau {Avicel 600 g; DFN 300 g; nudc
1140 g) dugc khdo sat bdng cach thay ddi tdc dd phun nudc, méi cdng thiic duge
diéu ché& 6 Ian (t8ng céng 30 16 thuc nghiém). Hiéu suat clia qui trinh diéu ché duge
danh gia bang ti 1& phdn trdm vi hat trong kho&ng 16-20 mesh.
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Bang 3.6.4. Ti 1& (%) vi hat 16-20 mesh ti m6t cong thic khi thay déi tdc do phun
nudc

T&c 46 phun nudc

STT
15 g/phut 20 g/phuat 25 g/phat 30 g/phut 35 g/phat.
1 15,22 48,51 52,64 75,26 62,35
2 24,56 50,48 59,86 69,89 52,47
3 21,12 38,66 62,58 80,12 64,15
4 19,95 45,25 59,58 72,58 50,79
5 22,15 4278 45,26 67,18 59,72
6 14,23 45,26 57,156 71,36 60,82
TB (%) 19,54 45,14 56,18 72,73 58,38

Phan tich phuodng sai 2 yéu t6 khdng lap cho thdy hiéu sudt thu dugc tir cac cong
thic khac nhau cé y nghia théng ké (p = 0,005).

Két qua thyc nghiém va x|y thdng ké cho thady t8c dd phun t& dugc dinh cho hiéu
suét cao nhat l1a 30 g/phat.

Tu két qua cla khao sat nay, cac théng s8 cla qui trinh diéu ché vi hat dugc thiét
l4p va trinh bay trén bang 3.6.5.

Bang 3.6.5. Cac thong s& cla qui trinh diéu ché vi hat bAng may tang s6i

Thong s6 ky thuat Gia tri diéu chinh

Van tdc dia quay trong giai doan tao hat 600 vong/phut
Luu lugng khi tao tAng soi 100-120 m®%/gid
Nhiét d6 khi vao 24-25°C

Nhiét do khi ra 20-24°C

Nhiét d trong budng chita hat 17-20°C

T8¢ dd phun nudc 30 g/phut

Thdi gian tac hat trung binh 40 phut

Van tdc dia quay trong giai doan say so bd 300 vong/phut
Thdi gian sdy sd bd 20 phat

3.6.1.4. Khdo sat cdc tinh chdt ctia vi hat

Céac vi hat dugc khdo sat phan bd kich thudc hat, ham dm, dd mai moén, dinh
lugng,khdo sat vi thé va xac dinh dd phéng thich duge chat trudc khi thyc hién giai
doan bao.

Ham &m

Ham &m cla vi hat duge xac dinh bang phudng phap sdy & nhiét d6 105°C trong thoi
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gian 4 gi&. Lugng mau cho mdi lan thir khodng 1g. Ham &m trung binh cla vi hat
chua bao duge xdac dinh 1a 0,97% (n = 6).

D¢ mai mon

D& mai mon cla vi hat duge xac dinh bang t71& phan tram giam khéi lugng cla mau
vi hat sau khi thi. K&t quéa: cac vi hat cé d6 bén kha cao, 6 mai mon phan tram cla
vi hat chura bao 1a 0,15%.

Khao sat phdn bé kich thudc vi hat

Két qua khdo sat phan bd kich thude vi hat badng phuong phéap ray dugc trinh bay
trong bang 3.6.6. C6 khodng 85% hat ndm trong khodng 14-20 mesh va ti 1& vi hat
cao nhat ndm trong khodng 16-20 mesh (trung binh 71,17%)

Béng 3.6.6. Phan bd kich thudc vi hat.

Ti1& phan tram con lai trén ray

L6 s0 <12 1214 1416 1620 >20
mesh mesh mesh mesh mesh

1A 3,76 6,24 12,71 77,30 0,00

2A 0,63 13,12 10,56 75,62 0,07

3A 0,00 13,13 17,74 68,08 1,06

4A 0,63 4,28 25,14 61,76 8,19

5A 2,70 6,21 7,23 73,35 10,51

6A 1,63 10,08 15,97 64,32 8,00

7A 2,62 13,29 12,70 70,39 1,00

8A 4,12 11,60 10,17 74,10 0,00

gA 1,51 10,05 10,08 76,80 1,56
10A 0,00 2,10 6,65 80,85 10,40
11A 0,00 6,63 11,55 71,07 10,76

12A 4,13 7,13 26,23 60,46 2,06
Trung binh 1,81 8,65 13,89 71,17 4,47
P& léch chuén 1,62 3,75 6,34 6,44 4,62
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mesh mesh mesh mesh mesh

Kich thudc vi hat

Biéu a6 3.6.1. Phan bd kich thudc hat (tinh theo tf 18 phan tram)
X4c dinh ham lugng hoat chat
Ham lugng DFN trong hat dugc xac dinh bing phudng phép do phd hap thu tif ngoai
& budc séng 283 nm trong methanol.
Ham lugng (mg) DFN c6 trong 300 mg vi hat cho bdi cong thuc.

=—x—xmxC

Ac: do hdp thu cia mau chudn; At do hap thu cla mau thd; M: lugng bot thudc da
can (mg); m: lugng chat chudn da can (mg); C: Ham lugng % clia chét chudn.,

K&t qua dinh lugng cho thay sy khac biét vé ham lugng gilia cac 16 rat nhd. Ham
lugng cao nhat la 100,11 mg va thdp nhat 1a 98,38 mg (trung binh 99,40 + 0,63 mg; n
= 6).

Khéo sat hinh thé va c4u truc vi hat

Cac hinh chyp vi hat qua kinh hién vi dién t cit I6p dugc dung dé phan tich hinh thé
va cdu trdc vi hat. Kich thudc va ciu tric bé mat cta vi hat dugc trinh bay trén hinh
3.6.4. Cac vi hat c6 dang gan nhu hinh cau va bé mét kha nhén (hinh 3.6.4).

Anh chyp b& mat va mat cit cho thdy cac tiéu phan DFN va Avicel lién két véi nhau
kh& chét ché, c6 thé co nhiing 16 x8p nhd vdi kich thude khodng 2-3 um.
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Hinh 3.6.4. Vi hat diclofenac Hinh 3.6.5. B& mat vi hat Hinh 3.6.6. Mt cit cla vi

natri chua bao (75X) diclofenac natri chua bao hat diclofenac natri chua bao
(1000X) (2000X)

Khéo sat dj phéng thich dugc chat cua vi hat chua bao

Két qua thir nghiém do phéng thich dugc chit cho thay lugng DFN phéng thich trong

2 gid dau trong moi trudng acid hdu nhu khéong dang ké (khodng 1%). Trong moi

trudng dém pH 6,8, DFN dudc phdng thich khodng 40% sau 1 gid, va sau 6 gid,

lugng dugc chat da phéng thich duge khodng 70%; sau 12 gid dugc chat trong vi hat

da phéng thich hon 90%.

Nhu vay ban than cac vi hat chua bao da ¢é kha nang phong thich dugc chit cham.

Sau khi thir @ phong thich dugc chat, vi hat van cén nguyén dang hinh cdu, anh

chyp dudi kinh hién vi dién tl cit I6p cho thdy cé nhiéu kénh khuéch tan xuét hién

trén bé mat hat, ching té vi hat ¢6 cdu tric 1& khung matrix.

100
] « ¢ °*
! *
- 80 - .
£ .’
=]
_g B0 - .
= N
E 40 *
= .
? 20 | .
0Doeoeoe— . e . —
0 2 4 6 8 10 12 14
théi gian {gid)

Bléu a4 3.6.2. budng bidu di&n d6 phong thich clia vi hat chua bao
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Hinh 3.6.7. Vi hat trudc khi thi d6 phéng  Hinh 3.6.8. Vi hat sau khi thd dd phéong
thich hoat chat (80X) thich hoat chit (80X)

3.6.2 . Bao vi hat

Cac vi hat ¢6 kich thudc 16-20 mesh dugc lya chon dé bao phéng thich kéo dai. Vi

hat dugc thiét k& gém 3 I6p bao sau:

Ldp 1: bao I6t bang HPMC

Lép 2: bao phéng thich kéo dai bang Eudragit khdng tan trong dich tiéu hoa.

L6p 3: bao bao vé (bao chéng dinh) bing HPMC

Thiét bj. Thiét bi dung trong giai doan bao la thiét bi bao tang s6i, kiéu phun tU dudi

lén va c6 budng trong (kiu Wurster).

3.6.2.1. Bao I6t: Cong thuc dich bao

HPMC 5% PEG 6000 1,5%
Talc 5% Titan dioxid 3,4%
Nhii tuong phé bot 0,2% Nudc cat via di 100%

CAac thdng s6 clia qua trinh bao dugc trinh bay trong bang 3.6.7
Bang 3.6.7. Cac thdng s6 ky thuat clia qui trinh bao vi hat bdng HPMC

Thong sé Gia tri diéu chinh

Luong hat cho médi lan bao 900 g
Nhiét dé phong 24-26°C

Do Am tudng ddi 65 + 5%
Nhiét A khi vao 60°C

Nhiét dd budng chla san pham 40-45°C
Nhiét dd khi thoat 35-40°C

Ap suat budng bao 2 bar

Luu lugng dich bao 13-15 g/phit

Céc vi hat dugc cho vao budng bao va dugc sdy trong thdi gian 10 phuit cho dén khi
nhiét 46 khdi hat dat d&n 40-45°C. Céc vi hat dugc phun dich bao véi téc 46 13-15
g/phat cho dén khi hét khdi lugng dich bao dy kién. Cac vi hat sau dé dugc sdy trong
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budng bao bing cach ting nhiét do 5°C cach mdi 5 phat cho dé&n khi nhiét d6 khdi vi
hat I&n d&n 50°C.Vi hat dugc sdy trong ti say & nhiét 4 50°C trong 4 gi¥.Giai doan
bao 16t dugc thuc hién dén khi khdi lugng hat tang 5%.
3.6.2.2.Bao phdng thich dugc chét kéo dai
Nghién cuu loai va t7 lIé chat bao
P& kéo dai hon nifa th&i gian phéng thich dugc chdt, cdc vi hat dugc bao véi céc
Eudragit RS, Eudragit RL ding riéng ré hoac ph&i hgp véi nhau.
Cong thuc dich bao phéng thich kéo dai.

Eudragit 50 gam PEG 6000 5 gam

Nudc cit 10 gam Aceton: isopropanol(35:52,2) vd 1000 gam
Cac 16 vi hat dugce khao sat véi 3 i |é chiat bao khac nhau la 1%, 3% va 5% (tinh
theo khdi lugng chat rin).
Bang 3.6.8. C4c thdng s& ky thuat cla qui trinh bao vi hat bdng céac Eudragit

Théng sb Gia tri diéu chinh
Lugng hat cho mdi l4n bao 950 gam
Nhiét 4o phong 24-26°C

Do 4m tuang ddi 65+ 5%
Nhiét do khi vao 50°C

Nhiét @6 budng chita sdn phdm 30-32°C
Nhiét dod khi thoat 30°C

Ap suét budng bao 1.5 bar

Luu lugng dich bao 13-15 g/phut
Thdéi gian bao Khoang 40 phat

3.6.2.3. Bao bao vé

Céc vi hat sau khi dugc bao phong thich kéo dai dugc bao bao vé véi cong thic
tuong ty cong thirc dich bao 16t ti 18 I6p bao la 1% tinh theo khoi lugng vi hat.

Cac vi hat da bao sau dé dugc khdo sat dd phéng thich dugc chdt dé xac dinh loai
chét bao va lugng chét bao phi hgp nhat.

Nghién clu lya chon loai Eudragit va ti 1é Eudragit

Vi hat ¢é kich thudc trong khodng 16-20 mesh da dugc chon dé bao phéng thich
kéo dai. Cac chdt bao dugc khdo sat 14 Eudragit RS, Eudragit RL hodc hén hgp
Eudragit RS: Eudragit RL véi céc ti 1& khac nhau la 75:25, 50:50, 25:75 (KL/KL). TT 1é
I8p bao (tinh trén khdi lugng chat ran) dugc lya chon 1a 1%, 3% va 5% so véi khoi
lugng vi hat. T&t ca cac dich bao déu chifa 10% PEG 6000 (tinh theo Eudragit). T4t
¢ cac 16 thd nghiém déu dugce bao vdi cing mdt qui trinh va cac thdong s8 da néu &
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bang 3.6.8. K&t qua th nghiém cho thdy Eudragit RS lam cham dé phdng thich rat
nhiéu: véi tf 1é 16p bao 1%, chicd 11,56% DFN dugc phéng thich sau 12 gid; cac i
1& i6p bao 3% va 5% chi phéng thich 2,5% va 1,97% ( biéu dé 3.6.3).

14 -

Eudragit RS

12
£ *
£ 10 . .
g g . .
e Py ¢ 1% Eudragit
S g * .
z 1 B 3% Eudragit
i  J
= - * A 5% Eudragit
ES *

2 1 * Y [ A ]

*
onigas = u & 8§ ] a7
0 2 10 12

4 6 8
Thoi gian (Gid)

Bléu dd 3.6.3. Dudng bidu dién 718 phan tram DFN phdéng thich tif vi hat dugc bao

b&ng Eudragit RS 100 vdi cac tl1é I6p bao 1%,3% va 5%
Cac vi hat c6 mang bao ¢é thanh phéan 1a hdn hgp Eudragit RS: Eudragit RL c6 do
phdng thich dugc chat theo thdi gian nhanh han so v8i mang bao chi chita Eudragit
RS. Lugng dugc chdt phéng thich tai mdi thdi diém tang nhanh khi ting ti 1é
Eudragit RL trong hén hgp. V4i ti 1é 16p bao 1%, cac vi hat dugc bao biing hdn hgp
Eudragit RS: Eudragit RL vdi tf 1&é 50:50 va 25:75 déu cé thé phéng thich hon 70%
DFN sau 24 gid (xem biéu d6 3.6.5, biéu 46 3.6.6).

45 -

Eudragit RS: Eudragit RL
40 - (75:25) o *
S 35 o *
£
o 30 4 * * & 1% Eudragit
S 25 - o W 3% Eudragit
£ | 'y 2 A 5% Eudragit
20 .
£ 15 .
a * ¢ A A a 4 4
a.g 10 . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . . - - .
5 . AScgnE =
[ ) ‘ mERE
Al
ol e
0 2 4 6 4 10 12 14 16 18 20 22 24
Thdi gian (Gid)

Biéu a6 3.6.4. Dudng bidu di&n 11 1& phdn tram DFN phéng thich tif vi hat dugc bao
b&ng hdn hop Eudragit RS:AL (75:25) véi cac ti 16 16p bao 1%, 3% va 5%
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80 - Eudragit RS: Eudragit RL
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Biéu d6 3.6.5. Dudng biéu dién 17 1é phdn tram DFN phéng thich t vi hat duge bao
b&ng hén hgp Eudragit RS:RL (50:50) v4i cac ti 1é 16p bao 1%, 3% va 5%

80
1 Eudragit RS: Eudragit RL
a0 {25:75) . Py
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| ¢
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3220 # [ A M 3% Eudragit

j T A A 5% Eudragit
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Biéu dd 3.6.6. Pudng biéu dién ti 1& phén tram DFN phéng thich ti vi hat duge bao
b&ng hén hgp Eudragit RS:RL (25:75) vdi cac tilé I6p bao 1%, 3% va 5%

Cac hat dugc bao véi dich bao chira Eudragit RL cé thé phéng thich dugc 87,62%
sau 24 gid. D6 dd phong thich dudc chit clia mau nay gan giéng vién Voltaren® 100
mg nén dugc ding dé nghién cdu tiép tuc.

Chat hoa déo dugc dilng [4 PEG 6000, dugc khéo sat d 2 ti 18 khac nhau la 10% va
20% so vdi lugng Eudragit RL. Cac thong s6 ca qui trinh bao dugc ¢d dinh nhu da
néu trong bang 3.6.8. Budng biéu dién dd phéng thich dugc chat cha 2 18 vi hat dugc
bao véi Eudragit RL ¢6 ti 1é PEG 10% va 20% dudc trinh bay trong biéu dé 3.6.8.

Vi hat dugc bao véi mang bao ¢é tl 1& chat hod déo 1a 20% cé thé phéng thich dén
85% dugc chat sau 24 gid, so vdi vi hat dugc bao véi mang bao cé ti 1é chit hod déo
14 10% chi phéng thich dugc 87,62% tai cung thdi diém (bi€u dé 3.6.3). Céng thic
mang bao véi 20% PEG dugc lya chon dé diéu ché vi hat phéng thich kéo dai dung
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cho vién nang c6 ham lugng 100 mg. Khi s0 sénh vdi vién Voltaren® 100 mg, 4o
phéng thich dugc chat cla vi hat tuong ducng vdi vién Voltaren® 100 mg (biéu do

3.6.9).

% DFN phéng thich
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abd & A 5% Eudragit
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Biéu dd 3.6.7. Budng biéu dién ti I& phdn trdim DFN phdng thich ti vi hat dugc bao
b&ng Eudragit RL véi cac ti1& I6p bao 1%, 3% va 5%
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Bi€u d6 3.6.8. Dudng biu dién ti 1& phan tram DFN phéng thich ti vi hat dugc bao
vdi Eudragit RL c6 20% chdat hod ddo so véi 10% chat hoa déo
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Biéu d6 3.6.9. Dudng biéu dién t11& phan tram DFN phong thich ti vi hat cé 16p
mang bao chia 20% PEG 6000 so vdi Voltaren® 100 mg (16 s6 166800)
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Tudng ty vién Voltaren® 100 mg, dong hoc phéng thich dugc chat cliia vi hat ciing
tuan theo md hinh Higuchi. TT 1& phan trim dugc chat phéng thich tai méi théi diém
¢é thé dy dodn dudc theo phuadng trinh Q=31,392 Jt -41 ,65, déc trung cho sy phéng
thich dugc chat do khuéch tdn qua mang hoic qua khung.

100 -
Ywihay = 31,392x - 41,645 ®

5 80 R = 0,9783
g ]
g 60 - Yivotareny = 30,012x - 34,562
= R? = 0,9791
> 40 |
w
f’e 2 # Voltaren 166800
° ® Hat 20% PEG

[ JE— - .

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Théi gian (gid'"?)

Bi€u d8 3.6.10. Phan tram DFN phdng thich theo mé hinh Higuchi tir vi hat ¢6 18p
mang bao chifa 20% PEG 6000 so véi Voltaren® 100 mg
Hinh chup dudi kinh hién vi dién ti ct I6p cho thdy I6p bao phan bd kha déng déu
trén bé mat hat, bé day I6p bao khoang 6-8 um, cdu tric dam dac, khong chia cac
16 x8p (hinh 3.6.10). Sau khi thit d6 phéng thich dugc chat trong méi trudng HCH
0,1N, mang bao bdt diu truong nd (hinh 3.6.11) nhung lugng dugc chat phéng thich
chi dat t6i da khodng 1%. Sau khi thd trong méi trudng dém phosphat pH 6,8 vi hat
bién dang do |6p bao truong nd nhiéu, &nh chyp mat cdt I6p bao cho thdy ¢é nhiéu
kénh khuéch tan cé kich thudc kha déng nhéat, dudng kinh trung binh khoang 10 um
(hinh 3.6.12).
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Hinh 3.6.11. Mang bao sau khi thd do Hinh 3.6.12. Mang bao sau khi thif trong
phéng thich trong mdi truéing acid méi trudng dém phosphat pH 6,8; cac
(2000X} kénh khué&ch tan hinh thanh rat rd trén
I6p bao (2000X)
So vdi vi hat dudgc bao bang dich bao chi chiia 10% chat hoa déo, cac vi hat dugc
bao béng dich bao ¢6 chia 20% chat hoa déo truong nd rat nhiéu, nén dugc chat

dugc phéng thich nhanh han (hinh 3.6.14 va 3.6.15). Quan sat bé& mét hat sau khi
thit dé phéng thich dugc chat thdy c6 xudt hién rat nhiéu i khuéch tan (hinh
3.6.16).

186rm 200BE2 15kU X735 ik ..

Hinh 3.6.13. Vi hat sau khi thi dd phéng Hinh 3.6.14. Vi hat da bao Eudragit RL véi
thich dugc chat trong HCI 0,1 N (75X) 10% PEG sau khi thii trong méi truding
dém phosphat pH 6,8 (75X)
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Hinh 3.6.15. Vi hat da bao Eudragit RL  Hinh 3.6.16. B mat vi hat da bao saulkhi}
v@i 20% PEG sau khi thir trong moi phong thich dugc chat (1000X) |‘
trudng dém phosphat pH 6,8 (75X)

3.6.2.4. Khao sat do 6n dinh c(a qui trinh bao vi hat
Séu 15 vi hat (cd 16 3500 vién) da dugc bao trong cling digu kién gidng nhau nhu da
xac dinh. Ham lugng va dd phéng thich DFN clia cac 16 déu tuong duong nhau, cho
thédy qui trinh diéu ché ¢4 tinh &n dinh cao.
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Biéu d8 3.6.11. Dudng bidu didn 7 1é phan tram DFN phéng thich tif 6 I6 vi hat
3.6.3. Di€u ché& vién nang DFN 100 mg phéng thich kéo dai
Céc vi hat dugc bao véi Eudragit RL véi 1l 1& chat bao 1% dudc chon dé déng vao
nang s& 1, ham lugng trung binh cla DFN trong méi nang la 100 mg.
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Bang 3.6.9. Khdi lugng trung binh va ham lugng cla cac 16 vién nang
Kh&ilugng trung  Kh@i lugng nang  Khdi lugng nang  Ham lugng trung

|

|

|

|

'u

binh (mg) (n= 20) nhé nhat (mg) 16n nhat {(mg) binh (%) (n = 3) '||

01 394,0 378,4 409,0 101,32 ';
02 400,6 3918 410,1 102,75 :'
I

03 4071 395,2 4216 102,98 ;
I

04 303,3 370,6 409,6 100,88 :
I

05 395,7 381,5 404,0 100,56 !
06 4046 3037 4282 101,29 I

Ti 1& phdn tram DFN phéng thich theo thdi gian cda 3 16 (chon ngdu nhién) dugc
trinh bay trong biéu dé 3.6.12, Tudng ty nhu cac vi hat ban ddu, cac 16 vién nang c6
dd phéng thich kha déng nhat.
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Biéu d6 3.6.12. Dudng biéu dién phan trim DFN phéng thich tif vién Difenac-KD
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3.6.4. Thi nghiém doc tinh cap

Thu thi nghiém. Chudt nhat tring can nang 18-22 g, ching ddY do vién Pasteur
TP.HCM cung cép.

M3u thir nghiém. Nghién vi hat thanh bét min, dung bdt thu dugc diéu ch& hdn dich
c6 ham lugng chét ran 7%, hén dich khéng chia chat gay thdm hodc chat phuy gia
nao khac.

Puding cho thudc. Pudng udng, chudt dugc cho nhin déi 12 gid trudc khi cho udng
thudc. Sau khi thuc hién thi nghiém thdm do, 100 chudt nhit tring da dugce cho
udng thudc vdi liéu tang dan, phan suat tir vong (%) dugc trinh bay trong bang
3.6.10.

Bang 3.6.10. C& liéu va ti 1& phan trdm chudt chét trong thl nghiém ddc tinh cép

Liéu thir nghiém S tha trong 1d  Ti1é chudt chét (%) ghi nhan dugc 48 gid
(mg/kg) (con) sau khi diing thudc
9 10 0
27 20 20
81 20 30
213 20 60
426 10 100
K&t qua LD50 dugc tinh toan theo phuong phap Karber va Behrens.,
LDso =Df - %

Df: Liéu t&i thiu lam chét tat ca tha vat; a: Chi s6 tha vat chét § 2 liéu ké tiép; b:
hiéu s8 gitia 2 liéu k& tiép; n: s8 thd vat dung & méi liéu hodc s§ trung binh cla
nhiing tri s8 trén (truéng hop s8 tha vat thay dédi &8 mdi idu)

Bang 3.6.11. Phan suit tf vong trong thi nghiém déc tinh cdp

Liéu (mg/kg) 9 27 81 213 426
S6 thu vat /16 (con) 10 20 20 20 10
84 thu vat chéV 16 (con) 0 4 6 12 10
Phan suat ti vong % 0 20 30 60 100
Bang 3.6.12. S4 ligu chi tiét dung tinh toan LD50

A 2 5 9 11

B 18 54 132 213

Ab 36 270 1188 2343

221




D ab =3837 n=

LD50= 426 - %—?: 186,2 mg/kg
Véi LD50 = 186,2 mg/kg, c6 thé két luan céc ta dugce ding trong cong thuc diéu ché
vi hat.khéng lam tang ddc tinh clia DFN. Thi nghiém cho thay vi hat DFN c6 ddc
tinh thdp, nén thudc cé thé dugc thil nghiém trén ngusi dé danh gia tuong ducdng
sinh hoc.
3.6.5. Nghién ctiu tudng dudng sinh hoc so véi thudc déi chiéu Voltaren
3.6.5..1. Ngudi tinh nguyén va thudc thi nghiém
Mudi bn NTN khoé manh, phai nam da tham gia vao nghién ciiu. Cdc NTN déu
dugc kiém tra chiéu cao, c&n nang, dién tam dd, nhip tim, va xac dinh c4c thong s6
sinh hoc (ure huyét, creatinin, dudng huyét, AST, ALT). Tat ca cac NTN déu khéng
dugc dung bat ky loai thudc nao trudc d6 2 tuan va trong thdi gian tham gia thi
nghiém. Khéng cé NTN nao cé tién sif qua mén vdi diclofenac hodic cédc thudc
khang viém khdong steroid khac.
NTN c6 dd tudi trung binh 27,36 + 8,31 ndm, can nang trung binh 55,47 + 6,24 kg va
chiéu cao trung binh 165,36 + 5,93 cm; cac théng sd chldc n&ng gan than clGa NTN
déu binh thudng. Ngoai ra, nhip tim va dién tam db cGia NTN déu khdng c6 nhiing
d&u hiéu bat thudng.
NTN d& dugc phd bién vé muc tiéu nghién ctlu, cach cho thudce, thdi gian 18y mau
mau, lugng mau mau mai lan 8y va céc tac dung phy co thé xay ra khi tham gia thi
nghiém.
Thit nghiém dugc ti€n hanh theo céac diéu khodn da ghi trong tuyén bd Helsinski vé
thir nghiém thudc trén ngudi.
NTN da doc va ky vao ban “Phiéu tinh nguyén tham gia thdf nghiém tuong duong
sinh hec” trudc khi tham gia thd nghiém.
Thudc thit nghiém: Vién Difenac-KD, 16 s6 02, san xudt ngay 15/01/2001.
Thudc d8i chi€u:Voltaren®100 mg (16 s6 166800, Novartis), han diing: 02/2003.
Do phdng thich dugc chat clia 2 thudc da dugc khdo sat va xac dinh 14 tuong duong
nhau, Ham lugng trung binh cha vién Voltaren® 100 mg 1a 101,3 mg/vién va cla
vién Difenac-KD {a 100,9 mghvién,
3.6.5.2.. M6 hinh nghién cuu
Thi nghiém dugc tién hanh theo md hinh nghién cdu liéu don, ngau nhién, chéo doéi
(mdi nhém 7 NTN); thai gian nghi gilta 2 [an ding thudc 1a 7 ngay.
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Noi nghién cuu. Bénh vién Trung Vuong (16 chic 1dy mau) va Phan vién Kiém
Nghiém TP _HCM (phan tich mau).

Dung thuéc

NTN phai nhin d6i qua dém trong thdi gian it nhat 10 gid va sau khi uéng thuéc thi
nghiém it nhit 2 gid. Vao ngay nghién cdu, mdi NTN udng mét vién Difenac-KD
(nhém 1) hodc mét vién Voltaren® 100 mg (nhém 11) v6i 200 mt nudce vao lic 7 gid 30
sang. NTN khéng dugc dung cac thuc phdm hodc nudc udng cé chua cafein hodc
cén trong thdi gian 24 gid trudc thii nghiém cho dén khi 18y xong mau mau cudi
cung.

Biia &n diém tam dugc phuc vy sau khi ldy mau mau 2 gid, cac bira &n chinh sau
khi 1dy m&u mau 6 gid va 12 gis.

NTN luu lai tai bénh vién cho d&n khi I8y xong mau mau 12 gid dé ddm béo ding
thai gian ldy mau va dé béc sT theo dbi thé trang va cham séc siic khod; NTN trd lai
bénh vién dé Idy mau mau 24 gid vao sang hom sau.

3.6.5..3. Phan tich néng d$ diclofenac trong huyét tuong

Thu thip mau méau

Céac mau mau dugc 1dy tu tinh mach tay, méi l4n 14y 5 ml mau. Thdi diém 14y mdu 1a
ngay truéc khi udng thudc (0 gid) va 1, 2, 3, 4, 5, 5.5, 6, 8, 10, 12, 24 gid sau khi
udng thudc. Cac mau mau dudc cho vao éng nghiém chiia heparin-lithium va dugc
ly tam & t6c dd 3000 véng/phit trong thdi gian 10 phut dé tach huyét tudng va dugc
bao quan & nhiét d6 —20°C cho dén khi dugc phan tich.

Diéu ché mau thif nghiém

Cho vao 8ng ly tdm 500 pl huyét tuong, thém vao 2 mi acetonitril. LAc bang vortex
trong 3 phut va ly tam 5000 vong/pht trong 5 phut. Thu 18y dich trong cho vao 8ng
nghiém va bdc hoi d&n cén. Hoa can trong 500 ul pha ddng va chuyén hdn hgp sang
1 8ng eppendorf. H6n hgp dugc lac bing may vortex trong 5 phat va ly tam 10.000
vong/phtt trong 5 phit. Thu lay dich sau khi ly tam va loc qua mang lec 0,22 um
trudc khi bom vao may sic ky.

Xdc dinh néng d¢ DFN trong huyét tuong

Néng dé DFN trong huyét tuong dugc xac dinh bang phudng phap SKLHNC.

Didu kién sdc ky

Cot: C18 pha dao, dudng kinh 4,6 mm, dai 250 mm (Inertsil ODS-3-GL Sciences

Inc. Japan), ma sd: 1B186014

Pha ddng: Methanol: dém phosphat pH 2,5 (75:25)

Téc do dong: 1,3 ml/phut
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Lugng bam méu: 20 pl

Detector: UV

Budc séng phat hién: 282 nm

Nhiét 4 phan tich: Nhiét do phong

Tham dinh qui trinh phan tich.

Qui trinh phan tich néng d6 DFN trong huyét tudng da dugc thdm dinh vé cac chi
tiéu: Tinh dac hiéu, dd chinh xac trong ngay, dé chinh xac lién ngay, ddé dang, gidi
han dinh lugng, ti i& phyc hdi cGa phudng phap chigt cling da dugc xac dinh. Két
qué phéan tich cho thdy phucng phép dinh lugng phu hgp vdi nhitng qui dinh cia
FDA va Ch&u Au trong phan tich néng dé thudc trong dich sinh hoc.
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Hinh 3.6.18. S#c ky d8 DFN trong huyét tudng
A. M&u huyét tuong trdng (mAu tring); B.MAu huyét tuong c6 néng dd 1 pg/mi didu
ché& bang cach pha DFN vao huyét tuong trdng (mau chuén-thdi gian luu cha
DFN ta 11,38 phut); C. MAu huyét tuong cia NTN udng ch& phdm chira DFN
(mAu th nghiém-thdi gian Iuu cGa DFN la 11,42 phat)
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3.6.5.4.Két qua phén tich néng dd DFN trong huyét tuong va ddnh gid TBSH

Két qua phén tich néng d¢ diclofenac trong huyét tuong NTN

Biu d6 3.6.13 trinh bay dudng biéu dién ndng dé Diclofenac trung binh trong huyét
thu dugc & 14 NTN sau khi uéng vién Voltaren® 100 mg va vién Difenac-KD.

C (meg/ml)

1.20

1,10l

100 |
050
080 ;

070

—&— Difenac-KD
-— Voltaren

Spee g T T T T T o e e ————,
0 2 4 6 8 10 12 $4 16 18 20 22 24

Gig

Biéu d6 3.6.13. Dudng biéu dién ndng d6 DFN (TB + SEM) trong huyét tuong 14
NTN sau khi uéng Voltaren® 100 mg va Difenac-KD

@ thoi diém 24 gid sau khi udng vién Difenac-KD néng dé DFN trong huyét tucng
cOn duy tri & muc 0,092 + 0,041 pg/mi va ndng dé DFN trong huyét tusng NTN udng
vién Voltaren® 100 mg con lai 0,107 + 0,045 pg/ml (biéu 88 3.6.13). Nhu vay cd 2
ché& phdm déu thé hién tinh chat hap thu kéo dai in vivo.
Khéo saf cdc théng s6 sinh kha dung
Céc két qua tinh todn AUC,.., , Cmax VA Tmax trung binh dugc trinh bay trong bang
3.6.13.
NGng d6 DFN cuc dai trong huyét tugng NTN trong khodng 0,572-1,265 pug/ml (0,960
+ 0,201 pg/ml) khi udng vién nang Difenac-KD va 0,630-1,155 pg/m| (0,964 + 0,166
pg/ml) khi udng vién Voltaren®100 mg. Thai gian dat néng do t8i da dao dang trong
khodng 3-8 gi6 (3,64 + 1,34 gi¥) ddi vé6i vién nang Difenac-KD va 3-6 gid (4,75 +
0,91 gid) déi véi vién Voltaren®100 mg. Thdi gian dat néng d6 t8i da d NTN s8 7 I1&n
dén 8 gi& sau khi dung vién nang Difenac-KD mic di c4c thédng s& sinh hoc cla ddi
tugng nay khong thé hién cac ddu hiéu bat thudng. Céac s6 liéu trung binh cho thay
dd hdp thu DFN tir vién nang Difenac-KD nhanh han so véi vién Voltaren® 100 mg.
Dién tich dudi dudng cong ndng do-thdi gian ti 0-24 gid cla vién Difenac-KD dat
6,953 + 1,045 pg.gid/ml va cla vién Voltaren® dat 7,212 + 1,433 pg.gid/ml, Gia tri
trung binh AUC,.. clia vién nang Difenac-KD th&p hon AUC,.., cGa Voltaren® 100 mg
(7,218 + 1,163 pg.gid/mi so vdi 7,508 + 1,525 pg.gid/mi) tuy nhién mic dé hép thu
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giita cac c4 thé it dao dong hon so vdi Voltaren® 100 mg.

K&t qud so sanh dién tich dusi dudng cong (AUC,.,) clia 2 thudc cho thdy SKD
tuong d8i clia vién Difenac-KD so véi Voltaren® 100 mg dat 96,13%.

Bang 3.6.13. Cac théng s6 dugc dong hoc cla DFN sau khi udng vién Difenac-KD
va Voltaren® 100 mg

Crax AUC,.. T max

NTN (ng/mi) (rg.gid/ml) (9ig)

Difenac- Difenac- .

Voltaren Voltaren Voltaren Difenac-KD
KD KD
1 0,889 0,99 7.37 6,90 5 3
2 0,661 0,879 5,48 7,69 3 3
3 0,630 0,738 6,79 7,36 55 3
4 0,868 0,866 7,66 7,99 55 3
5 1,126 0,824 12,06 8,94 5 3
6 1,073 0,877 7,05 5,92 3 4
7 1,155 0,572 7.86 6,60 4 8
8 1,104 1,203 8,99 5,55 6 3
9 1,131 1,160 7,03 8,08 4 4
10 0,856 0,851 6,37 6,74 5,5 4
11 1,012 1,231 7,14 6,85 5 3
12 1,020 1,025 7,42 6,95 5 3
13 0,984 0,956 6,93 8,08 5 3
14 0,982 1,265 6,93 7.41 5 4
TB 0,964 0,960 7,51 7,22 4,75 3,64
SD 0,166 0,201 1,53 1,16 0,91 1,34

Phén tich théng ké va danh gia tuong duong sinh hoc

Cac thong s8 AUCq.., Cmax, Tmax d& dugc phan tich béng phuong phap théng ké
ANOVA. Tuong duong sinh hoc da dugc xac dinh bang phuong phap “two one-sided
t test”.

Tuong dudng sinh hoc giita 2 thudc dugc xac dinh bang khodng tin cay 90% cla
céc s liéu trung binh AUCp..,, Crmax VA Tmax. Cac 8 liéu diing trong phan tich duge
trinh bay trong bdng 3.6.14.
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Bang 3.6.14. Cdc thong s8 dung phan tich khodng tin cay 90% cdc sd liéu trung
binh AUCo..,Crmex V& Tmex clia DFN giiia vién nang Difenac-KD va Voltaren®

L . AUC,... (ng.gid/ml) Comax (pg/ml) Tmax (iG)
56 liéu tinh toan

(n=14) (n=14) (n=14)
Mt 7,22 0,960 3,64
e 7,51 0,964 4,75
fur- pe/ 0,29 0,004 1,11
bé ty do 13 13 13
To.s 1,77 1,77 1,77
Can bac hai cla
binh phuong sai sd 1,11 0,161 1,31
trung binh
So sanh AUC,..,

Khoéng tin cay 90% cla AUC,.,: 0,29 + 1,77 x 1,11 X 1{% =0,29 + 0,74

Ci; = - 0,45 (khoang tin cay cla giSi han dugi)

Ci2 = 1,03 (khoang tin cay cla giéi han trén)
Gidi han dugi: 7,22 — 0,45 = 6,77 ug.gid/ml
Vi AUCo.., thu dugc t¢ NTN uéng Voltaren® 100 mg l1a 7,51 pg.gid/mi, nén gidi han
dudi clia AUCq.. 8 NTN udng Difenac-KD tuong dudng vdi 90,15% clia AUCq., &
NTN udng Voltaren® 100 mg.
Gidi han trén: 7,22 + 1,03 = 8,25 pg.gid/ml; tuong duong v6i109,85% clia AUC,., thu
dugc tt NTN udng Voltaren® 100 mg.
So sanh C,,.

) f 2
Khoang tin cay 90% cia Cpa: 0,004 + 1,77 x 0,161 x i 0,004 + 0,107

Ciy=-0,103; Ci,= 0,111
Giéi han dudi: 0,960 — 0,103 = 0,857 ug/mi; tudng duong vdi 88,90% cla Cpax thu
dugc td NTN udng Voltaren® 100 mg.
Gidi han trén: 0,960 + 0,111 = 1,071 nug/ml; tuong duong véi 111,09% clha C. thu
dugc td NTN uéng Voitaren® 100 mg.
So sanh Thax

/ 2
Khoang tin cay 90% cla Tma: 1,11 £1,77 x 1,31 x ﬁ =1,11+0,88
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Ciy = 0,23 va Ciz= 1,99
Gidi han dudi: 3,64 + 0,23 = 3,87 gid; tuong dudng vdi 81,47% cla Tpax thu duge &
NTN uéng Voltaren® 100 mq.
Gi6i han trén: 3,64 + 1,99 = 5,63 gid; tuong dudng v8i 118,52% clia Tmax thu dugc &
NTN uéng Voltaren® 100 mg.
K&t ludn CA 3thong s6 AUC..,,  Crax V& Tmax thu duge ti NTN udng vién Difenac-KD
déu nam trong gidi han 80-120% clia c4c gid tr tuong Ung thu dugc trén NTN udng
Voltaren® 100 mg; cac k&t qud nay cho phép két luan vién Difenac-KD 100 mg
tudng duodng sinh hoc véi vién Voltaren® 100 mg.
3.6.6. Khao sat dd hép thu dugc chat tu vién nang Difenac-KD.
K&t qua tinh todn ti I& phan tram dugc chit hap thu in vivo trén NTN sau khi udéng 1
vién Difenac-KD dugc trinh bay trong bang 3.6.15.
Bang 3.6.15.K&t qua chi ti&t d€ tinh toan ti 1& phan trdm dugc chat hdp thu in vivo

Theéi gian C AUC o Ke X AUC ot Cyi+ Ka(AUCoq) % hap
(gid) (ng/ml) (ng.gio/ml) thu
1 0,22 0,11 0,040 0,11 9,49
2 0,46 0,45 0,164 0,45 22,78
3 0,83 1,10 0,402 1,10 44,95
4 0,80 1,91 0,697 1,91 54,64
5 0,63 2,62 0,956 2,62 57,89
6 0,47 3,20 1,168 3,20 65,62
8 0,39 4,05 1,478 4,05 71,10
10 0,35 4,78 1,745 4,78 77,91
12 0,17 5,30 1,935 5,30 83,38
24 0,09 6,93 2,529 6,93 98,52

Ghi chii: Kg = 0,693/, = 0,693/1,9= 0,365 gid™

Trong khodng 12 gi¢ diu, dugc chat ti vién Difenac-KD dugc hdp thu kha nhanh va
dat dén 83,38% tai git thd 12; sau gid thd 12, sy hdp thu cham dan va dén 24 gid
cd 98,52% dugc chat dugc hdp thu. Budng bidu dién phan tram dugc chat dugc hdp
thu dugc trinh bay trén biéu dd 3.6.14.

228



100 -
80 -
60 -

40

% DFN hédp thu

20 -

0 J___r_. e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Thdi gian (gid)

Bi€u dé 3.6.14. D4 thj biéu di&n dd hap thu DFN tif vién Difenac-KD
Pudng biéu dién dd hdp thu dugc chat theo thdi gian khéng thé hién mat sy tudng
quan tuyén tinh, ¢6 thé két luan sy hdp thu khéng tuan theo déng hoc bac 0. Khi
biu dién d6 thj trén hé tryc toa d6 logarit tu nhién toan phén, sy hap thu dugc chat
ti vién Difenac-KD thé hién sy tuyén tinh rd vdi hé sé tuong quan R%= 0,9688.

5.0 -
t

; ‘y = 0,3727x + 3,468
R’ =0,9688

[#)]

*

I";S% DF§ hdp t?hu)
o (=]

w
=]

o
Y

2
In thdi gian (gid)

Bléu dd 3.6.15 . D6 thj bidu di&n 17 16 phan trim DFN hap thu in vivo trén hé tryc toa
dd logarit
Phuong trinh biéu dién d6 hdp thu dugc chét cé thé viét lai nhu sau:
In A =0,3727In t+ 3,468 (A: % dugc chat dugc hap thu tai thdi diém 1)
Vi In 32,072 = 3,468; nén tiié phan tram tai thdi di€ém t cho bdi:
In A=Int%"% +in 32,072 = In (t *¥%" x 32,072)
Do dé, ti 1§ phan tram dugc chit duge hap thu c6é thé dugc tinh theo cdng thic don
gian: A = 32,072 t 0877
A: T718 phan tram dugc chat dugc hép thu; t: théi gian (gid).
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3.6.7.Nghién ciiu xay dyng tiéu chuin vién nang phéng thich kéo dai
3.6.7.1. Khdo sat tudng quan giita muc 46 phéng thich dugc chat in vitro véi
muc dd hadp thu dugc chat in vivo
Xdy dung phuong trinh tuong quan gitfa mic d¢ phéng thich in vitro va muc d¢
hép thu dugc chét in vivo
Tudng quan gilta muc dd phéng thich DFN in vitro véi mic dd hdp thu DFN in vivo
dugc thyc hién bang cach so sanh ti 1&8 phan tr&m thudc dugc phéng thich in vitro
vGi t71& phan tram thudc dugc hap thu in vivo va dugc trinh bay trong bang 3.6.16.
Bang 3.6.16. Tuong quan giiia ti & phan trdm DFN phoéng thich in vitro va phan tram
DFN h&p thu in vivo trén NTN (n =14) udng vién nang Difenac- KD

Thai gian (gid) % hap thu % phéng thich

1 9,49 1,21
2 22,78 1,24
3 44,95 16,08
4 54,64 29,19
5 57,89 36,86
6 65,62 48,86
8 71,10 57,48
10 77,91 70,37
12 83,38 80,29
24 98,52 95,13

Phan tich hdi qui tuyén tinh gilta mdc dd phéng thich dugc chét in vitro va mic dé
hdp thu dugc chat in vivo cho thay 2 thong s6 nay cé sy tuong quan tuyén tinh rd
véi hé s8 tuong quan RZ%= 0,9899 (biu dé 3.6.16). Phuadng trinh tuong quan gidia
muc dé phéng thich dugc chat in vitro va mic dd hdp thu duge chat in vivo l1a A =
0,6396D + 34,534 (A: phan tram dugc chat hdp thu tai thdi didm ¢ D: phan tram
dugc chat phéng thich tai thdi diém t tucng ting). Trong khodng thdi gian 1 dén 2 gid,
mdc dé phéng thich dugc chat in vitro chi dat dén 1,64%, do d6 khoang thdi gian
nay dugc xem nhu tiém thdi va khdng xét dén khi xac dinh tucng quan in vitro/in
vivo.
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Biéu d6 3.6.16. Dudng biéu dién tuong quan giita mic d phdng thich dudc chat in
vitro va mdc dé hap thu in vivo cla vién Difenac-KD

Danh gid sai s6 dy doan phén tram cia tuong quan muc dé A

Khé nang dy doan cla tuong quan muc A dugc danh gid bang céach so sanh ti 1é

phan tram gilra gia tri thyc nghiém va gia tri dy doan (dugc tinh toan tur 6 liéu phéng

thich trén co s& phuadng trinh hdi qui gilta phan tram dugc chat phéng thich in vitro va

phan trim dugc chdt dugc hdp thu in vivo). Theo cd quan FDA, dé danh gia kh3

ndng dy doan cé thé tinh toan theo sai s6 dy doan (% predicted error- %PE) (kha

néng dy doan = 100 — sai $0 duy doan %).

Sai s6 dy doan dugc tinh theo céng thuc:

Gid tri thyc nghiém — Gid tri 1y thuyét «
Giatri thuc nghiém

Sy tuong quan dugc danh gia 1a dat yéu cau khi gia tri dy dodn sai léch khong qua

10% so vdi gia tri thyc.

Bang 3.6.17. Sai s6 dy doan clla tuong quan mdc d§ A clia vién nang TDKD

%PE = 100

Gis thit % dugc chat % dugc chdthap % dugc chat hap Sai s0 dy doan
i

phéng thich thu du doan thu thyc nghiém phan tram
3 16,08 44,83 44 95 0,26
4 29,19 53,21 54,64 2,61
5 36,86 58,12 57,89 -0,39
6 48,86 65,79 65,62 -0,26
8 57,48 71,31 71,10 -0,29
10 70,37 79,55 77,91 -2,11
12 80,29 85,90 83,38 -3,02
24 85,13 95,39 98,52 3,18
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K&t qua tinh toan sai s6 dy dodn phan trdm cho thdy sai s6 dy doan tai mdi thdi
diém déu nhdé hon 10%, do do, tuong quan da dugc thié€t 1ap cé kha ning dy doén
cao. Phudng phap thii dé phong thich dugc chon ¢é thé dugc dung dé danh gia chat
lugng thudc thdng qua cac s6 lidéu phdng thich in vitro.

3.6.7.2. Nghién ciu xay dyng tiéu chudn

* X4y dung tiéu chudn vé dé hoa tan.

Tiéu chudn vé dd hoa tan dugc xay dyng cin cl vao két qua thd nghiém cla 16
dugc ding dé xac dinh tudng dudng sinh hoc.

Cé4c thif nghiém vé d6 hoa tan da cho thdy DFN la mdt dugc chét rdt kho tan trong
acid lodng, nén cé thé bd qua giai doan thi trong mdi trudng acid. Cac thdi diém dy
kién dugc chon l1a 1 gid, 2 gid, 4 gid va 8 gid trong moi trudng dém pH 6,8.

Gi6i han xac dinh cho mdi thdi diém 1 phan tram dugc chat phong thich trung binh +
2,5 d léch chudn, Tiéu chudn dy ki€n dugc trinh bay trong bang 3.6.1.8.

Bang 3.6.1.8. Gidi han d¢ hoa tan clia vién nang Difenac-KD

Thgi gian % dugc chat Bo léch Po léch Tiéu chudn dy kién (%)
(gig) hoa tan chuan chuan x2,5 Gi6i han dudi G han trén
1 16,08 1,07 2,67 13,41 18,76
2 29,19 5,0 12,5 17,4 42 .4
4 58,86 5,2 15 43,86 73,86
8 75,56 4,37 10,92 Khong it hon 75%

Theo USP, tidu chudn c6 thé dugc tinh theo gia trj trung binh + 3 [an d& 1éch chuén;
cd quan FDA cho phép mé& réng gidi han tai méi diém sao cho céc 16 san xuat thyc
t€ sau nay c6 thé dat dugc yéu cdu vé dd hoa tan, tuy nhién giéi han trén va giéi
han dudi khdng dugc vugt qua gia tri trung binh + 20%. Tiéu chuén vé d6 hoa tan
dugc dé xuét nhu sau:

Gid thu 1 : khéng qua 10%

Gid thu 2 :10-25% (17,5 £ 7,5%)
Gid thu 4 145 -75% (50 + 15%)
Gig thi 8 : khéng It han 75%

* X4y dung tiéu chuén vé dé déng déu dé hoa tan.
B6 ddng nhat vé do hoa tan dugc xay dyng & 3 muc:
Goi: Q: phan tram dugc chat hoa tan tai thdi diém t clla mébi vién.
Qu: phdn trdm dugc chat hoa tan tai thoi diém ttheo tidu chudn.
Qrs: Gid tri trung binh cla phan trdm dugdc chit hoa tan tai théi diém t.
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Qut q: gi6i han phdan trdm dugc chét hoa tan tai thoi diém t.
A: Ham lugng dugc chat cé trong 1 vién nang.
Ché& pham dugc xem I1a ddng déu vé dd hoa tan néu dat dugce cdc muic sau day:
Muc 1:thi trén 6 vién, tat ca 6 vién déu phai ¢6 Q nim trong gidi han Q, £ q tai mdi
thdi diém va tai th3i diém cudi cing Q = Q.. N&u khdng dat, thit ti€p muc hai.
Muc 2: thil trén 6 vién ti€p theo, gia tri trung binh clla 12 vién phai ndm trong gidi
han cho phép. Q -g9<Qw<QL+q
Tat ca cac vién déu phaicéd Q thod: Q. —gq-10%A < Q < Q.+ g+ 10%A
Tai thdi diém cudicling: Q2 QL
va khong dugc vién nao ¢6: Q < Q_ - 10% A, néu khoéng dat thir ti€p miic 3.
Muc 3: Thii 12 vién ti€p theo, gid tri trung binh clia 24 vién (Qqs) phadi ndm trong gidi
han cho phép: -g9g<Qme<Q+q
Khoéng dugc qua 2 vién ¢d: Q< QL -g-10%A hodac Q= QL + g + 10%A
Khong duge cé vien nao ¢6: Q< QL —q-20%A hodc Q = QL + g + 20%A
Tai diém cudi phai thod: QTB = QL
va khong dugc cd vién nao ¢6 Q < QL - 10%A
* Khao st phuong phap dinh tinh
Phuong phap dinh tinh dugc chon 1a phuong phap sic ky I6p mdng theo dugc dién
Viét Nam Iil.
Thyc nghiém.
Ban mdng: Silicagel Fas; Merck
Hé dung moi: Acetat ethyl-methanol- amoniac (80:10:10)
Lugng chdm: 5 pl dung dich
Phat hién vét: Soi ban mong dudi dén UV 254 nm
Dung dich thd: Ly mét lugng vi hat tudng Ung khodng 100 mg diclofenac natri,
nghién thanh bt min, hoa tan trong khodng 20 ml methanol, lgc, thu dugc dung dich
dé phan tich sic ky I16p mdng.
Dung dich chudn d&i chi&u: hoa tan 25 mg DFN chudn trong 5 ml methanol.
Trién khai sac ky t6i khi dung mdi di dugc khodng 10 cm, [am khd ban méng ngoai
khong khi, quan sat duéi dén tl ngoai & budc séng 254 nm.
Két qua. VGi hé dung moi da chon, vét ddi chiéu c6 Rf = 0,45; vé&t thu dugc ti dung
dich thit c6 cung Rf va cé cudng do phat quang dudi 4nh sang ti ngoai tudng ty vét
chuén.
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Hinh 3.6.1.9. Sic ky dé dinh tinh DFN (1: dung dich DFN chuén; 2: hdn hgp dung
dich th va dung dich chuén; 3: dung dich thi)

* Khao sat phuong phdp dinh lugng. Phuong phap dinh lugng dugc chon la phuong
phap SKLHNC theo BP 2001 [17, tr. 364] va USP XXIV [107, 1r.547], d6 chinh x4c,
do ding va khodng tuyén tinh da dugce thdm dinh (xem phu lyc).
3.6.7.3. Dy théo tiéu chuin chit lugng vién Difenac-KD 100 mg
Can cd vao cac thyfc nghiém da khdo sat, tiéu chudn co s cQa vién nang Difenac-
KD @4 dugc dé nghi va da dugce thdm dinh bdi Phan vién Kiém Nghiém TP, H Chi
Minh (xem phu lyc).
3.6.8. Nghién ciiu d6 on dinh va tudi the cia ché pham
3.6.8.1. Nghién cifu dé 6n djnh bing phuong phap lao hod cép téc
Qui trinh nghién cuu va chi tiéu chéit lugng
Thit nghiém dugc tién hanh & 2 diéu kién: 40 + 2°C/ 46 4m tuong d6i 75 + 5% va 30
+ 2°C/ 46 &m tuong d&i 60 + 5%. Cac mau dugc kiém tra cadch mbi 30 ngay trong thdi
gian bdo quan 6 thang.
Thudc khdo sat:

Ld s8 02 san xudt ngay 15/01/2001

L6 s6 03 sdn xudt ngay 20/01/2001

L6 s6 06 sdn xudt ngay 20/01/2001
Thudc duge bdo quan trong vi bdm (vi chira 10 vién), cac vi duge cho vao hop gidy
{(hép chua 10 vi).
Thudc da dugc bdo quan trong didu kién nhiét dd va do &m binh thudng trong 290
ngay (16 02) va 285 ngay (16 03 va 16 06) trudc khi dua vao nghién clu.
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Chi tiéu chat lugng.

- Cam quan: Vién dugc xem la khéng dat tiéu chudn khi nang bi€n mau hodciva
cung.

- Ham lugng: thuéc dugc xem ta khdng dat tiéu chudn khi ham lugng DFN giadm

dén 90% so véi ham lugng ban ddu. Ham lugng DFN dugc xac dinh bang phudng

phap s&c ky 1dng hiéu ndng cao.

- P6 phéng thich dugc chat: Thudc dugc xem la khéng dat tiéu chudn khi khéng

dat cac gidi han vé dd phéng thich dugc chat nhu da ghi trong phan dy thdo tiéu

chudn chit lugng.

Anh hudng cua nhigt dé va théi gian bdo quan dén hinh dang cam quan cua ché

phém

So véi céc vién nang ban dédu, cac vién nang bdo quan & nhiét dd 40°C/dé &m tucng

ddi 75% chi déi mau it, vd nang chi bi don va bién mau & thang thi 6, tuy nhién cac

vi hat bén trong khdng bi bién mau va do phong thich van dat yéu cau.

Hinh dang cdm quan cla cac vién nang bao quan & nhiét dd 30°C/dd 4m tudng ddi

60% hdu nhu khéng thay déi trong 6 thang bao quan.

Anh hudng cta nhiét dé va thoi gian dén dé phong thich dugc chit

& nhiét d6 bao quan thuc nghiém 30°C/ dé 4m tuang déi 60% va 40°C/ dd 4m tuong

ddi 75%, dé phéng thich dugc chat kha én dinh theo thdi gian bdo quan. T 1é phan

trdm dugc chit phéng thich trung binh déu dat tiéu chudn sau thdi gian bdo quén

dén 6 thadng & cac nhiét do thyc nghiém 30°C va 40°C.

Béang 3.6.19. Phan tram dugc chat phdng thich theo thdi gian cla Difenac-KD 100

mg 16 s& 02 & diéu kién bao quan thyc nghiém 30°C/dé 4m tudng ddi 60%

Thdi gian Phan tram dugc chat phong thich

b&o quan 2 gid 3 gidy 7 gt 12 gid 16 gi®
Ban diu 1,04 16,08 53,44 80,29

1 thang 0,61 16,20 49,69 79,09

2 thang 0,29 10,47 47,86 75,73

3 thang 0,73 14,94 43,82 66,91 79, 53
4 thang 0,88 16,24 48,97 77,47

5 thang 0,94 13,35 43,03 77 87

6 thang 0,79 13,29 41,72 64,28 78,68
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Bang 3.6.20. Phan trdm dugc chat phéng thich theo thdi gian cua Difenac-KD 100
mg 16 s6 03 & diéu kién bdo quan thyc nghiém 30°C/dd 4m tudng ddi 60%

Thdi gian Phan tram dugc chat phdng thich

béo quan 2 gis 3 gid 7 gid 12 gid 16 gid
Ban dau 1,14 14,69 51,62 78,32

1 thang 0,87 17,12 50,34 79,49

2 thang 1,06 16,50 48,85 72,15 81,16
3 thang 1,15 13,41 41,55 66,47 78,53
4 thang 0,74 19,66 59,79 79,09

5 thang 0,70 12,61 41,77 65,42 78,36
6 thang 1,05 13,17 40,94 75,44

Bang 3.6.21. Phan tram dugc chdt phéng thich theo thdi gian cha Difenac-KD 100
mg 16 s 06 & diéu kién bao quan thyc nghiém 30°C/dd &m tucng d8i 60%

Thai gian Phan tram dugc chat phéng thich

bdo quan 2 gid 3 gio 7 gid 12 gid 16 gid
Ban dau 0,66 15,66 47,58 77,18

1 thang 1,03 14,49 43,84 74,42 77,77
2 thang 1,02 14,83 44,22 62,25 75,19
3 thang 1,24 16,11 46,86 69,76 80,05
4 thang 1,12 13,94 41,59 63,24 79,15
5 thang 0,94 14,43 43,21 75,54

6 thang 1,18 13,42 40,73 74,07 82,92

Béng 3.6.22. Phan tram dugc chat phéng thich theo thdi gian cha Difenac-KD 100
mg 16 s8 02 & diéu kién bao quan thyc nghiém 40°C/do 4m tuong ddi 75%

Thdi gian Phén trdm dugc chat phong thich

bdo quan 2 gig 3 gid 7 gio 12 gid 16 gid
Ban dau 1,64 16,08 53,44 80,29

1 thang 1,26 16,22 47,78 73,73 81,84
2 thang 1,00 16,20 49,69 70,09 79,15
3 thang 0,87 15,99 46,71 62,96 80,56
4 thang 1,13 19,91 60,68 89,09

5 thang 0,75 15,07 60,39 74,60 82,79
6 thang 1,05 16,25 42,18 72,16 81,56
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Bang 3.6.23. Phdn trim dugc chat phéng thich theo thai gian clia Difenac-KD 100
mg 16 56 03 & didu kién bdo quan thyc nghiém 40°C/ dd 4m tudng ddi 75%

Thdi gian Phén trdm dugc chét phéng thich

bao quan 2 gid 3 gio 7 gio 12 gid 16 gid
Ban dau 1,14 14,69 51,52 78,32

1 thang 0,63 18,75 53,63 85,85

2 thang 1,06 21,88 54,73 78,28

3 thang 0,70 13,71 43,03 69,99 78,46
4 thang 0,84 19,78 55,34 70,71 82,65
5 thang 0,78 14,09 41,25 62,37 76,59
6 thang 0,67 18,28 58,06 79,59

Bang 3.6.24. Phan tram dugc chat phong thich theo thdi gian clia Difenac-KD 100
mg 16 88 06 & diéu kién bao quan thyc nghiém 40°C/ dd 4m tuong ddi 75%

Thgi gian Phan tram dugc chit phéng thich

bao quén 2 gid 3 gig 7 gid 12 gid 16 gid
Ban dau 0,66 15,66 47,58 77,18

1 thang 1,06 13,88 42,74 68,88 77,90
2 thang 1,07 18,80 52,19 75,50

3 thang 0,79 20,26 62,65 80,19

4 thang 1,00 18,01 48,25 69,95

5 thang 0,74 19,86 59,79 79,09 82,15
6 thang 0,63 15,19 47,91 81,52
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Anh hudng ctia nhiét d¢ va thoi gian bao quan dén ham lugng DFN

Bang 3.6.25.Sy gidm ham lugng ctia mau bdo quan & 30°C/dd &m tuong ddi 60%
Lo Ham Ty 18 phéan tram so véi ham lugng ban dau
s8  lugng ban

1 thang 2 3 4 thang 5 6 thang
thang thang thang

02 102,72 99,74 99,42 99,28 98,96 98,84 98,12

03 102,98 99,57 99,40 99,16 99,02 98,51 98,32

06 101,29 99,69 99,34 99,17 98,84 98,60 98,12
Tuong quan gilta ham lugng phan tram va thdi gian bdo quan thuc nghiém dugc xay
dyng theo phuang trinh hdi qui § = ax + b. Sy tuong quan gilta 2 yéu t3 nay clia cac
16 thudc dugc trinh bay trong bang 3.6.26.
Bang 3.6.26. K&t qua phan tich tuong quan gitia ham lugng phan trdm va thdi gian
bdo quan & diéu kién thyc nghiém 30°C/dd &m tuang déi 60%

dau (mg)

Lo s8 r A B Tudi tho thuc nghiém (tse) (ngay)
02 -0,9759 —0,0094 100,04 1068
03 -0,9888 -0,0090 99,95 1105
06 -0,9947 -0,0099 100,00 1010

Bang 3.6.27.Sy gidm ham lugng clia maubdo quan & 40°C/dé 4m tucng dbi 75%
L6 s6 Ham lugng ban ddu TV I1& phan trdm so véi ham lugng ban dau
(mg)

1 2 3 4 5 6
thang thang thang thang thang thang
02 102,72 99,69 99,12 98,31 97,47 96,87 96,25
03 102,98 99,03 98,62 97,90 96,99 96,49 96,35
06 101,29 99,30 98,84 98,37 97,86 96,91 96,32

Béang 3.6.28. K&t qud phan tich tuong quan gilta ham lugng phan tram va thdi gian
bao quan & diéu kién thyc nghiém 40°C/dé &m tuong ddi 75%

L6 s8 r a B Tudi tho thyc nghiém (tge) (ngay)
02 -0,9945  -0,0221 100,23 463
03 -0,9874 -0,0210 98,80 467
06 -0,9942  ~-0,0200 100,03 502
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Biéu dd 3.6.17. Sy giam ham lugng ciia 16 02 khi bdo quan & 30 + 2°C/ do &m
tuong déi 60 + 5% va 40 + 2°C/dé 4m tuong ddi 75 + 5%
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Bléu d6 3.6.18. Sy gidm ham lugng clia 16 03 khi bdo quan & 30 + 2°C/ d6 &m tudng
d8i 60 + 5% va 40 + 2°C/do 4m tucng ddi 75 + 5%
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Bi€u @6 3.6.19 . Sy gidm ham lugng cla 16 06 khi bdo quan & 30 + 2°C/ d8 4m tuong
ddi 60 + 5% va 40 £ 2°C/dd am tuong ddi 75 + 5%
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Dy béo tudi the cta thudc
Tudi the clia thuSc dugc tinh toan theo cong thic:
=25

P=P x 0'(‘—") + P
Véi: P: tudi tho clia thudc; Py tudi tho thuc nghiém khi bdo quan & nhigtdd t; o hé
s& nhiét do cla t8c d6 phan (ng, bi€u thi mic dé ting t6c dd phan dng khi nhiét 4o
ting 10°C, chdp nhan o = 2; P,: khoang th&i gian (ngay) tinh tu khi sédn xuat dén
ngay bao quan thyc nghiém,
K&t qud tinh toan tudi tho dy ki€n dugc trinh bay trong bang 3.6.29.
Bang 3.6.29. Tudi tho dy kién cla c4c 16 thudc thii nghiém

Ld sd Tudi tho xac dinh & diéu kién bao Tudt tho xac dinh & diéu kién bdo

quén thyc nghiém 30°C (ngay) quan thyc nghiém 40°C (ngay)
02 1796 1595
03 1844 1601
06 1709 1699

Két qua phéan tich phuong sai 2 yéu td khéng lap cho thdy két qua thu dugc & hai
diéu kién thyc nghiém khéc nhau khdng ¢é ¥ nghia (p = 0,953), tuong ty két qud thu
dugc tir 3 16 thye nghiém déu khac nhau khéng cé ¥ nghia (p = 0,169).
3 nhiét dd 30°C, dd dm tudng d8i 60%, tudi tho clia Id 02 (1796 ngay) va ié s6 03
(1844 ngay) déu I16n hon tudi tho clia 16 06 (1709 ngay) dén hon 60 ngay, nén tudi
tho clia 2 16 nay khdng dugc sl dung dé tinh toan tudi tho trung binh; tudi tho trung
binh x4c dinh dugc & diéu kién bdo quan thyc nghiém 30°C 1a 1709 ngay.
O nhiét d6 40°C, do dm tuong ddi 75%, tudi tho clia 16 6 khong sl dyng dé tinh toan
vi 1699 ngay — 1595 ngay = 104 ngay > 60 ngay.
Tuéi tho trung binh x4c dinh & didu kién bao quén thyc nghiém 40°C:

(1595 ngay + 1601 ngay )/2 = 1598 ngay.
Chénh léch tudi the x&c dinh & 2 didu kién bAo quan 30°C va 40°C: 1709 — 1598 =
111 < 180 ngay; nén c& 2 s liéu déu st dung dé tinh toan.
Dy bdo tudi tho trung binh clia ché& phdm: (1709 + 1598)/2 = 1654 ngay, tudng Ung
v@i 55 thang 23 ngay # 4 ndam 07 thang.
3.6.8.2.Nghién ctu do 8n dinh & diéu kién nhiét 49 va dd 4m binh thudng
Cac mau th(r nghiém dudc bdo quan & nhiét d6 va dd &m binh thudng, tranh anh
sang tryc tiép, qui cach bao bl gidng nhu trong trudng hop nghién ctu dd &n dinh
trong diéu kién ldo hoa cap téc.
Sau 36 thang bao quan & nhiét dd va dd &m binh thudng, hinh dang cdm quan cla
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Difenac-KD hdu nhu khéng thay déi.

P phéng thich dugc chat clia céc 16 thudc bdo quan & didu kién nhiét dé va dd dm
binh thudng dugc néu & cac bang 3.6.30, 3.6.31 va 3.6.32. Tilé phan trdim DFN
phéng thich tai cac thoi diém 2 gid, 3 gid, 7 gid, va 12 gi& chi thay ddi rat it so véi
méau ban dau.

Béng 3.6.30. Phan tram dugc ch&t phéng thich theo thai gian clia Difenac-KD 100
mg 16 s& 02, bdo quén & diéu kién nhiét doé va dd &m binh thudng

Thai gian Phan tram dudc chit phéng thich

bao quan 2 gi¢ 3 gid 7 Qi 12 gis 16 gid
Ban dau 1,64 16,08 53,44 80,29

3 thang 0,98 14,89 52,49 78,59

6 thang 1,32 15,97 54,26 82,16

9 thang 0,93 14,56 53,16 81,32

12 thang 0,98 16,20 49,69 79,09

18 thang 1,12 15,50 47,26 77,65

24 thang 0,95 16,53 52,00 81,50

36 thang 1,23 17,23 55,36 83,14

Béng 3.6.31. Phan tram dugc chit phéng thich theo thdi gian cla Difenac-KD 100
mg 16 s6 03, bdo quan & diéu kién nhiét do va ddo &m binh thudng

Thai gian Phan trdm dugc chat phéng thich

béo quan 2 gio 3 git 7 gid 12 gid 16 gid
Ban dédu 1,32 14,49 48,56 71,13 84,25
3 thang 1,08 15,09 52,38 82,16

6 thang 0,98 16,02 55,27 76,13

9 thang 1,12 16,36 52,12 78,38

12 thang 1,14 14,69 51,52 78,32

18 thang 1,40 16,96 57,32 81,86

24 thang 1,03 15,49 52,76 81,86

36 thang 1,00 16,16 57,12 78,42
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Baéng 3.6.32. Phan tram dugc chat phéng thich theo thdi gian cla Difenac-KD 100
mg 16 s6 06, bdo quéan & didu kién nhiét do va dé 4m binh thudng

Théi gian Phan tram dugc chat phéng thich

bdo quan 2 gids 3 qid 7 gid 12 gis 16 gid
Ban dau 1,16 16,90 53,04 78,17

3 thang 1,12 15,93 54,59 80,43

6 thang 0,98 17,53 57,12 82,96

9 thang 1,32 16,56 56,72 81,86

12 thang 1,11 15,23 54,12 80,02

18 thang 1,08 16,72 58,64 82,79

24 thang 1,02 15,98 59,70 82,08

36 thang 0,98 16,76 69,29 79,78

Ham lugng DFN trong vién nang thay d8i rt it theo thdi gian bao quan. & thang thu
36, ham lugng chi gidm khoang 3%. Ham lugng con lai trong vién nang sau 36 thang
bdo quén & nhiét do va dé &m binh thudng dugc néu trong bang 3.6.33.

Béang 3.6.33. Sy gidm ham lugng clta mau khao sat bdo quan & diéu kién nhiét dd
va dd dm binh thudng

s Ham TY 1é phan tram so vdi ham lugng ban dau

(8]

o5 Uongban g 6 9 12 18 24 36
dau (mgq)

thang thang thang thang thang thang théng
02 102,72 99,83 99,74 99,56 98,96 99,02 98,12 98,06
03 102,98 99,89 99,69 9936 99,02 9893 98,33 97,89
06 101,29 99,79 99,80 99,67 99,32 99,16 98,79 97,38
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KET LUAN

1. Nghlén ctiu bao ché vién bao tan trong ruét SER 5mg

1.1. Khao sat phuong phdp va cac qui trinh dinh lugng Ser
Tham dinh va dé nghi chon qui trinh B d& dinh lugng SER

1.2. Khdo sat ham lugng SER cla 17 ché phdm luu hanh trén thj trudng
Ti1& dat tiéu chudn : 6/17 chiém 35,29%
TT1& khéng dat tiéu chudn : 11/17 chiém 64,71%

1.3. Khdo sat céc diéu kién va xay dung qui trinh thi dd hoa tan cla cdc ché phdm
SER dé nghi dua vao Dugc dién

1.4. Ung dung phuong phédp dé khao s&t 6 hoa tan clia 4 ¢ché phdm chia SER trén thj
trudng dat tiéu chudn ham lugng:Dat theo tiéu chuan 3/4 chiém tf 1é 75%

1.5.Kh&o sat chét lugng nguyén ligu SER:Chat lugng nguyén liéu khdng ddng nhat, 12
van dé can luu y khi s&n xuét.

1.6.Xay diyng mé hinh danh gia dd 8n dinh cia SER

Pa nghién clu dé xuat 4 thir nghiém dé nghién clu d 8n dinh cla nguyén liéu, ban
thanh phdm va thudc thanh phdm chua ser:

-ThG nghiém danh gid nhanh hoat chat va ban thanh phdm: Nhiét dd 50°C va mai
trudng khan thich hgp dé khdo sat dé én dinh cla SER. dudi dang nguyén liéu hay ban
thanh phdm: cém, vién chua bao..

-Thi¥ nghiém danh gia nhanh chdt lugng thanh phdm: Nhiét 46 50°C, d6 &4m 60 x 50%
va thdi gian 10 - 30 ngay, dinh lugng so sanh vdi mau chudn.

-Thir nghiém danh gid khd nang chéng 4m ctla I6p bao: vién bao khdng déng géi kin,
d#t trong diéu kién néng &m T =30 - 35°C H= 70 -75%, theo dai khdi lugng vién trong
10 — 30 ngay. Yé&u cau vién khong tang khdi lugng qua 1%.

-Thir nghiém x4c dinh dé 6n dinh cia thubc thanh phdm: Diéu kién khdng ché:T= 25
2°C H= 60 + 5 % va diéu kién néng &m T=30 - 35°C,H= 70 -75 %. Dinh k¥ 6 thdng 1 lan
I&y m&u kiém nghiém, xac dinh han sl dyng thuéc .
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1,7. Bao ché vién bao tan trong ruét SER 5 mg

- Vién dugc thi nghiém theo 2 budc: tham do va thyc nghiém t6i uu hgp ly hod cong
thiic va thd nghiém pilot .Qua 5 céng thdc thd nghiém tham dd va 3 mau thi pilot
10.000 vién /mé da xay dyng dudc quy trinh va tiéu chuén vién bao SER 5mg.

Caong thic vién nhan: cho 10.000 vién ~ 1600 g

Thanh phan Cho 1 vién Cho 1 mé =10.000 vién
Serrapeptase* 5,935 mg 59,35 g (3,70940 % )
PVP 7.4mg 7400 g ( 4,6250%)
Lactose 117,5 mg 1175,00 g (73,4375% )
Tinh bot 19,5 mg 195,009 (12,1875 %)
Magnesi stearat 4,0 mg 40,00g (2,5000 %)
Chét phu 6,6 mg 56,659 ( 3,5410%)
Ddpvién 160 mg+7,5% | 148-172mg 148 - 172 mg

Quy trinh :

-Xat hat tiing phan 2 c¢m tra dén do &m < 0,5%.Trén hoat chat,chdt phy trong may
trén ki€u hanh tinh,thdi gian tron 7 — 8 phut. LAy mau dé dinh lugng hoat chdt, xac
nhan sy ddng déu cla com.

-Dap vién: chay khum 7 mm, khdi lugng vién 160 mg.

Dich bao phim:cho 1 mé 10.000 vién ~ 1,6 kg nhan

Thanh phan Khdi lugng Ty lé
1-Eudragit L100 290,28 g 885%
2-CAP 47,888 g 1,46%

3-Chat lam tron PEG 4000 & 6000 .. V d

4-Mau Sunset yellow, chatphy ... Vd . wertrisme e mmenee 11,36 %.
5-Dung méi:Aceton, Isopropanol ,Ethanol Vd. 3280 ml 100%
(KL/TT)

-Qui trinh: Vién nhan loai sach bui,cho vao néi bao.Tdc dé quay 20 — 25 vdng phlt sao
cho vién chuyén déng déu trong ndi. Phun dich bao qua dau phun, ap suat 2 kg / cm?
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1.9.D% 6n dinh va tudl tho vién bao

-Ché& phdm da trai qua phuong thic danh gia nhanh dd én dinh trong khi thanh lap
cdng thic va qua bdo quan gan 2 nam.Két qua cho phép suy doan han dung cla mau
thudc mdi khodng > 26 thang trong diéu kién binh thudng

-So s&nh d6 8n dinh clia hoat chdt S2 1a nguyén liéu diing nghién ciiu cho thdy dang
bao ch& nang cao dugc dd 8n dinh clia hoat chat tir 14- 16 %.

2.Nghién ctu bao ché& bdt déng khé cla vi khudn lactic lam men tiéu hod

21. Pa xay dung dugc qui trinh nubi cdy B.bifidum va L.acidophilus 14 hai vi
khudn phuc tap cdn méi trudng phong phu va yéu t& ting trudng. Qua khdo sat 20 loai
moi trudng da xac dinh dugc thanh phin va ham lugng cdc ngudn dinh dudng quan
trong dé nudi cdy hai vi khudn phic tap nay nhu pepton, dudng, yéu té ting trudng..;
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nhu pH, nhiét dg, tac déng ctia oxy.
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sulbactam, Cefamandol, Vancomycin, Chloramphenicol, Tetracyclin, Erythromycin,
Rifampicin; dé khang vdi Imidazol, Cefotaxim, Cefalexin, Clindamycin, Metronidazol;

nhay cam trung gian véi Cefotaxim

Nhu vay cé thé sii dung cdc probiotic nay clng vSi médt s& khang sinh dudng udng dé
phong ngira loan khu&n.

2.5. Chiét tach va xac dinh plasmid B.bifidum va L.acidophilus: cé plasmid dé khang
. Vach plasmid clQa B. bifidum khoang 17kb, L. acidophilus khodng 15kb.

Thit nghiém tiép hgp gilta L. acidophilus v3i E. coli K12F va ti€p hgp gilta L.
acidophilus, S. faecalis, két qua khong co sy tiép hgp xay ra.

2.6. Két qua thi ddc tinh cdp va ban cap ché phdm B.bifidum va L.acidophilus cho

thay bot vi khudn déng khé khéng déc tinh,
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bang phdn mém Inform tim cdng thic va qui trinh t8i uu, két qua:
® Céng thiic 1vién nhan dugc xac dinh gom:

Amoxicilin trihydrat (*) 500 mg Clavulanat kali (**) 125 mg
T4 dugc A (rd) 44 mg T4 dugc B (ra) 7,7 mg

T4 dugc C(tron} 11mg Ta dugc D( dén) 137,8 mg

e Qui trinh bao ché theo phudng phép xat hat khé

e Thanh phin dich bao va cac théng sd cla qui trinh bao vién

Céng thiic cho 10 kg hén dich bao:

HPMC 0,66 kg PEG 0,20 kg
Tale 0,20 kg Titandioxyd 0, 44 kg
Ethanol 6,00 kg Nudc cat 2,50 kg

e Thdng sé clia quy trinh bao

Cho vién vao ndi bao, thdi sach byi trén bé mét vién va lam néng vién trong 10 phut.
Piéu chinh cac théng s6 clla qui trinh bao:

Van téc ndi bao 1-2 vong/ phat.  Ap sudt khi phun 2 kg/ cm?,
Tdc dd phun 25-35 g/phut  Nhiét do khi vao 50 °C.
Nhiét dd khi ra 40 °C. Sy khd sau khi bao 50 °C/ 10 phut.

e Céng thdc va qui trinh bao ché 8n dinh,cé tinh lap lai, thich hgp cho vién chda 2
thanh phan amoxicilin va acid clavulanic. Ldp bao cé kha ndng bao vé tat, kéo dai tudi
tho cla thudc.

3.2.Vé tiéu chudn chat lugng vién bao
Vién bao dat tiéu chudn chat lugng theo USP XXIV
3.3.Vé d0 on djnh va tudi tho cla vién bao

¢ D6 &n dinh clia thudc dugc khdo sat § 2 didu kién 25 °C/ 60% RH va 30 °C/ 65% RH.
Cam quan bén ngoai clia vién khdng thay ddi theo th&i gian bdo quan. Tuy nhién, bot
vién bén trong thay ddi mau theo thdi gian tu trdng nga dén vang chanh, vang nhat,
vang sam, dén vang nau. Ham lugng va doé hoda tan gidm theo thdi gian bao quan, 8¢
dd gidm cang nhanh khi nhiét do va do6 4m cang cao.
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o Tudi tho dugc tinh & diéu kién bao quan 25 °C/ 60% RH la 27 thang, tudi tho cha san
phdm dugc dé nghij la 24 thang (2 nim) vdi didu kién bdo quan & 25 °C va d6 dm tuong
déi la 60%.

3.4.Vé tuong duong sinh hoc

o K&t qua thr dd hoa tan cla vién nghién cliu va vién ddi chiéu cho thay thuéc nghién
cdu tuong duong sinh hoc in vitro vdi thudc ddi chi€u Augmentin v& dd hoa tan

e Cac thong s duge dong hoc Cmax, AUC,s va Tmax dat dugc tit 12 ngudi Viét Nam
tinh nguyén sau khi udng vién nghién cu va vién déi chi€u Augmentin duge ding dé
danh gia tuong duong sinh hoc in vivo clia thudc, Cac phudng phap phéan tich phuong
sai va khodng tin cay 90% dugc s dung dé phan tich théng ké

¢ Trudng hgp amoxicilin

-Cmax: 6,148 - 7,275 pg/ ml; gidi han 80-120%cla Cmax tU thudc d6i chiéu la 5,181-
7,772 pg/ ml.

-AUC,.s: 15,234-18,017 pg.gid/ ml; gi6i han 80-120% clia AUC,s tir thudc ddi chiéu 12
13,052-19,579 pg.gis/ ml.

-Tmax: 1,66 - 2,11 gid; gidi han 80-120% cla Tmax td thudc ddi chiéu 1a 1,47-2.20 gid
¢ Trudng hgp acld clavulanic

-Cmax: 3,058 - 3,389 ug/ ml; gidi han 80-120% Cmax cla acid clavulanic ti thuéc dbi
chiéu la 2,287 - 3,430 ug/ ml.

-AUC: 7,299-8,305ug.gid/ ml; gidi han 80-120% AUC cla acid clavulanic to thubc déi
chiéu la 5,923-8,884pg.9id/ mi.

-Tmax: 1,72-2,06 gi&; gidt han 80-120% Tmax clia acid clavulanic ti thudc ddi chiéu 1a
1,51-2,2 gio.

®Két luan: thudc nghién cdu tuong duong sinh hoc in vivo véi thuSc d8i chidu
Augmentin.

3.5. Kha nang ting dung

®HG so nghién clfu vién bao chia amoxicilin va acid clavulanic 625mg dap Ung yéu
cdu ho so ding ky thudc generic theo thang 18 qudc té, 14n dau tién loai thuSc generic
dugc san xuét trong nudc cé xac dinh tuong duong sinh hoc va da duge CUC DUGC
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Viét Nam c&p s dang ky.
eQuy trinh bao ché& co thé tridn khai san xudt cong nghiép

4.Nghién clu ing dung ky thuat vi nang dé bao ché thudc vién vitamin cé sinh
kha dyng va d6 6n dinh cao

4.1. D& tai da nghién citu twong d6i hoan thién k¥ thuat vi nang bang phuong phép tich
pha dong tu ch€ tao vi nang vitamin B;, trén thi€t bi binh dong tu 10 lit c6 mé to canh
khudy. Mat s6 thong s6 k¥ thuat chinh ¢4 duge nghién ctu lra chon nhu sau :

Cyanocobalamin 5g, Castor Wax 14,8g ; moi truong dong tu n-hexan 1868ml +
isopropanol 132ml, téc d6 khudy 400 vong/phiit.

Nhiét dé moi truong dong tu khi hod tan Castor wax 70°C + 2°C, nhiét d6 dong tu tao
vi nang 40°C - 35°C, nhiét d¢ lam cimg vo vi nang 5°C - 10°C.

Cén cho thém Tween 80 ti 1€ 2,5% so v6i vo vi nang vao thanh phin bot vi nang dé
dam bao do hoa tan vitamin.

4.2. Di nghién cidu xay dung tiéu chuin co s& cla vi nang vitamin B,,, bao ch€ bing
phuong phédp tach pha dong tu, va vién nén vitamin B,, By, B, (bao ché tit vi nang
vitamin B,,).

4.3. ba nghién ciu xay dung duge qui trinh bao ché vi nang vitamin B;; qui moé thu
nghiém 5g vitamin B,,. Qua thit nghiém du tinh vi nang ¢6 d6 én dinh trén 2 nam, do
hoa tan vitamin trén 75%.

4.4. Da nghién cttu xay dung duge qui trinh bao ch€ vién nén chita vitamin B,, vitamin
Bg ,vitamin B,, qui mo thir nghiém 1 - 5 van vién. Qua thit nghiém du tinh vién nén c6
d6 6n dinh trén 2 nam va dé hoi tan vitamin trén 75%.

4.5. Da nghién citu k¥ thuét vi nang bing phwong phap phun déng tu ché tao vi nang
vitamin By,. Tuy thié€t bi tu tao chua hoan chinh nhung cho thdy mot s théng s6 k¥
thuat thich hgp tao vi nang nhu sau :

- Nhiét do dau phun, khi nén 87°C + 2°C.

- Nhiét d6 buéng dong tu 25°C + 2°C.

- Nhiét do cdch thuy néng chay hén hgp phun 90°C + 2°C

- Ap luc phun 4KG/cm?, t6¢ d6 phun 3 - 5 g/phiit.

- Cén thém vao td duge v vi nang Castor Wax ti 1& 5% PEG 4000 hoac Tween
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80 (2,5%) d€ dam bio do hoa tan vitamin.

4.6. Két qua nghién citu cho thdy viéc dp dung phuong phdp tich pha dong tu va
phuong phép phun déng tu ché tao vi nang vitamin B,, d3 nang cao d6 6n dinh cla cdc
vitamin nay trong vién nén nhi€u thanh phén.

4.7. Cac s6 liéu nghién citu cho thdy k¥ thuat vi nang vitamin B,, ¢é tinh kha thi dng
dung vio san xudt. D€ trién khai cong nghé vi nang trong san xuét thudc vién vitamin
cdn ti€p tuc ddu tu nghién ciu hoan thién va niang cong suét thiét bi ché tao vi nang
ciing nhu quy trinh bao ch€ vi nang, qui trinh san xudt thudc vién tir vi nang & qui moé
16n hon.

5.Nghién ciiu diéu ch& nguyén liéu dugc dyng va vién nén magaldrat
5.1.Diéu ché& nguyén liéu Magaldrat

DA x4c dinh cac théng s thich hgp cho quy trinh diéu ché Magaldrat dat tiéu chudn
duge dung (USP 23), phd nhiéu xa tia X dd chding minh day 1a phdc hgp nhdém-
magnesi hydroxyd sulfat hoan toan méi, khong phai 1a sy pha trén clla hdn hgp nhém
hydroxyd va magnesi hydroxyd tao thanh.

5.2.Ba0o ché vién nén Malumix 400 mg, 480 mg va 550 mg tif Magaldrat

TU nguyén liéu Magaldrat dat tiéu chudn,dd tién hanh nghién ciu dang bao ché vién
nén Malumix tri viém loét DDTT & cac liéu thich hgp tuong ty nhu thudc ngoai nhap
cung loai.

5.3.Tléu chudn hoa chat lugng cho cdc dang bao ché Malumix

D3 xay dyng dy thio tiéu chuén co s6 vién nén Malumix 400 mg TC 01, 480 mg TC 02
va nén Malumix 540 mg TC 03 va kiém nghiém ché phdm theo USP 24,

5.4.Ddnh gia tac dong dugc Iy va tudng duong sinh hoc cita ché pham Malumix

Trén md hinh thyc nghiém vé tac dung sinh hoc clia Malumix in vitro va in vivo da
chdng minh ché ph&m Malumix cé kh& né&ng trung hoa acid va Gc ché hoat dd pepsin
cao tuong duong véi cac ch& phdm ngoai nhap clng loai.

Trén mé hinh gay loét bdi ethanol, cac ché phdm Malumix thé hién kha ning béo vé té
bao niém mac da day chudt tot. Chi sd loét clia Malumix 1a 0,046 da chung minh thudc
c6 kha néng bdo vé niém mac da day tucng duong vdi cdc thuéc ngoai nhap cung loai.

5.5.D9 an toan cla ché phadm Malumix

Ké&t qua thd nghiém vé dd an toan cho thdy ché phdm Malumix khéng gay ddc tinh cdp
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va bdn cép trén chudt nhat trdng véi liéu gdp 30 -73 Ian lidu diéu tri.
5.6.D0 6n dinh ciia nguyén liéu va thanh pham Malumix

Bao quan cac nguyén liéu Magaldrat trong lo thuy tinh ndt mai va ché phdm Malumix &
nhiét do tir 28-32°C, d6 4m tuong d&i 72-85%, trong thdi gian 48 thang va 36 thang. Két
qua cho thdy cac diac tinh ki thuat clia nguyén liéu va chdt lugng thudc khao sat thay
ddi khdng cé ¥ nghia thdng ké. Dy kién tudi tho cho nguyén lidu Magaldrat 14 48 thang
va c4c ché phdm vién nén Malumix la 36 thang.

Pé tai da hoan thanh 2 muc tiéu nghién clu 1a téng hop duge nguyén liéu Magaidrat
duge dung dong thdi bao ché dugc vien nén Malumix 400 mg, 480 mg va 540mg c¢é tac
dung diéu trj viém loét da day-ta trang tuong ty thudc ngoai nhap cung loai, sdn sang
trién khai san xuat cong nghiép.

6.Nghién ciiu bao ché vién nang PTKD véi diclofenac natri
Vé ky thuat bao ché

6.1.Da nghién ciu thanh céng qui trinh diéu ché vién nang diclofenac 100 mg tac dung
kéo dai 24 gid (vién Difenac-KD) b&ng thiét bj ting soi, tf 1& Avicel: diclofenac 2:1 tao
dugc vi hat tron déu, c6 bé mat nhin; hiéu sudt cla qui trinh diéu ché vi hat (tinh trén vi
hat 16-20 mesh, tudng Ung 840-1190 um) dat 71,16% khi ti 1&¢ Avicel:diclofenac:nudc
dugc dung la 2:1:3,8 va tdc ¢d phun nudc la 30 g/phat. Qui trinh diéu ché vi hat da
dugc thyc nghiém trén 12 16 (¢ 16 khodng 3500 vién) dé két luan qui trinh diéu ché vi
hat cé hiéu sudt 8n dinh.

6.2.D3 xac dinh dugc chét dugc phdng thich theo ¢d ché khuéch tan qua khung tra, dic
trung bé&i phudng trinh ddng hoc phéng thich

Q =36,336 /1 — 28,23
(Q: ti1é phan tram dugc chit dugc phdng thich tai thdi diém ¢; ¢ gid)
Vi hat chua bao ¢é thé kéo dai dé phoéng thich duge chat dén 12 gid.

6.3.C4c khao sat & giai doan bao vi hat cho phép k&t lu&n loai polymer phit hgp 13
Eudragit RL. Vdi ti & I6p bao 1% so v&i lugng vi hat, chdt hoa déo 1a PEG 6000 véi ti 18
20% so véi Eudragit RL, ¢6 thé diéu ché dugc vi hat phdng thich 95% diclofenac sau
24 gid. Céc khado sat vi thé cho thdy I16p bao cé dd day khoang 6-8 pm va dugc chét
phéng thich ti vi hat theo co ché khuéch tan qua mang bao.

6.4.M6 hinh Higuchi d& dugc van dung dé phan tich dong hoc phéng thich dugc chét
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cda vién nén Voltaren® 100 mg va cla ché phdm. Béng hoc phdng thich dugc chat cla
vi hat da bao déc trung bdi phuong trinh Q = 30,012\/——- 34,562 (Q: t1 1& phan tram
dugc chit phong thich tai thai diém 1). Téc d6 phong thich dugc chat tir vi hat tuong
duong véi t8¢ dd phéng thich clia vién nén TDKD Voltaren® 100 mg (Q=31,392\/;—
41,645).

Sy phéng thich dugc chat tif vi hat da bao dugc xac dinh l1a sy k&t hgp 2 cd ché khuéch
tan qua khung tro va khuéch tan qua mang bao khong tan.

6.5.D6 8n dinh cla qui trinh bao da dugc khao sat bing cach bao 6 16 (c8 16 kholdng
3500 vién) trong cung di€u kién, k&t qua thé dd phong thich dugc chat cho thay do
phéng thich dugc chat clia 6 16 vi hat khac nhau khéng c6 y nghia.

6.6.D3 diéu ché 6 16 vién nang Difenac-KD, céc 16 thudc déu dat cac tiéu chudn vé
ham ligng, dd déng déu khdi lugng (theo DDVN). Toc dd phéng thich dugc chat gilia
céc |6 vién nang rat déng nhat,

V& doc tinh cla ché& pham

6.7.Thir nghiém ddc tinh c8p da dugc thyc hién, LDs, clia vién Difenac-KD trén chudt
nhdt tring dugc xac dinh 1a 186,2 mg/kg. So vdi cac tai liéu da cong bé, két qua nay
cho thdy céc ta dugc va qui trinh bao ché khong lam ting doc tinh clia diclofenac.

Vé tuong duong sinh hoc va tinh chat hdp thu cla vién Difenac-KD

6.8.Nghién cuu tuong duong sinh hoc da dudc thyc hién trén 14 ngudi tinh nguyén. ba
xac dinh cac thong sd sinh khd dung cda vién Difenac-KD la: Cpa= 0,960 + 0,201
pg/ml; Trax= 3,6441,34 gid; AUCy24= 6,953 + 1,045 pg.gid/ml; AUC,., = 7,218 + 1,163
pg.gié/ml va cha Voltaren® 100 mg 1a: Cpa= 0,964 + 0,166 pg/ml ; Tmax= 4,75 £ 0,91 gids;
AUCq.z4= 7,212 + 1,433 pg.gid/ml; AUC,..= 7,508 +1,525 pg.gid/ml. Phuong phap “two
one-side t test* da dugc dung dé phéan tich sy khéac biét gilia cac sé liéu clia 2 thudc va
k&t luan 14 Difenac-KD tuong duong sinh hoc vdi Voltaren®100 mg (Novartis). Bong hoc
hap thu clia Difenac-KD dugc xdc dinh theo phudng trinh A = 32,072 %727 (A: 11 18
phan tram dugc chat dugc hap thu tai thdi diém ¢; £ gid).

Vé nghién cliu xay dyng tiéu chuan

6.9.Tuong quan gilla d§ phong thich in vitro va dd hap thu in vivo § muc A da dugc xac
dinh véi phuodng trinh tuong quan la: A = 0,6396D + 34,534 (R®= 0,9899) (D: ti i& phan
trdm DFN phong thich in vitro; A: 11 1& ph&n tram DFN hdp thu in vivo). Sai s§ du dodn
phan trdm da dugc x4c dinh la nhd han 10% tai cac thdi diém.
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6.10.Dy thdo tiéu chudn chit lugng vién nang Difenac-KD da dugc thiét 1ap, gidi han
phdn trdm dugc chat phéng thich dugc xay dung trén co sé sé liéu in vitro cha 16 da
dung dé thr nghiém sinh hoc. Gidi han vé dd phéng thich dugc chat duge xay dyng tai
4 thoi di€ém: Gid thd 1: phdng thich trong khodng 10-25%; gi& thi 2: phdng thich trong
khoang 25-45%, gid thir 4: phéng thich trong khodng 45-70%; gid thi 8: khong it hon
75%.

Vé d6 on dinh va tudi the cla ché pham

6.11.Nghién ctu do én dinh theo phuong phép a0 hoa cdp téc da dugc thyc hién trén 3
16 & 2 diéu kién (30°C/d6 d4m tuong d8i 60% va 40°C/dd &m tuong dbi 75%). Qua két
qué khao sat dé 8n dinh & diu kién ldo hoa cap t6c, ¢6 thé so bo du kién tudi tho cla
thudc 1a 36 thang.

6.12.Nghién clu d6 n dinh & diéu kién nhiét dé va ¢6 4m binh thudng da dugc thyc
hién trén 3 16 trong bao bi hoan chinh, K&t qua th nghiém cho thdy vién Difenac-KD
van dat dugc nhiing chl tidu chat lugng vé cdm quan, ham lugng va d phdng thich
dugc chat sau 36 thang bdo quén. Cac két qué nghién cdu vé dd 8n dinh trong 2 diéu
kién da chon kha phu hgp véi nhau, cho thay thudc ¢6 dé 8n dinh cac ¢6 thé dua ra
thi trudng.

7. Céc két qua khac

7.1.Vé dao tao: dé tai da gép phan dao tao 02 Tién si dugc hoc, 04 Thac si duge hoc
va nhiéu dugc si dai hoc.

7.2.Vé phudng phap luén nghién ciu

- Dé tai da ung dung céac ky thuat hién dai trong thuc tién nghién cdu bao ché thudc:
ky thuat dong khd dé bao quan vi khudn, ki thuat tao hat bing may tang sbi, ky thuat
vi nang ho4, ky thuat t8i uu hod céng thidc va qui trinh bao ché bang phdn mém théng

minh.

- Lan d4u tién nghién cdu thanh coéng, di cd s3 khoa hoc dé cé thé trién khai san xuét
céng nghiép ché phdm phéng thich kéo dai tai Viét Nam, gép phan phat trién loai ché
pham méi.

- Trién khai trong thyic ti&n cdc nghién ciu x4ac dinh sinh kha dyng va tuong dudng sinh
hoc clla thudc, 1 van dé mdi mé ddi vSi nganh dugc Viét Nam.
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PE NGH|

1. Vé ling dung két qua nghién citu trong kiém nghiém, dam bao chat lugng
dugc pham

1.1, Théng nhat (ing dung phuang phap B dé dinh lugng SER & cac don v| san
xu&t trong nudc va cac ¢o quan kiém nghiém dé dadm bao sy chinh xac va
trdnh tranh cdi do sy chénh I&éch trong két qua dinh lugng.

1.2.  Qui dinh thf nghiém dd hoa tan ddi véi vién bao SER theo phudng phap va
diéu kién da dé nghi.

1.3. Cd quan thdm quyén nha nudc phai khdn truong ban hanh hudng dan thi
nghiém tudng dudng sinh hoc mot cadch pha hgp ddi véi ting loai ché phdm
generic d€ via ddm bao chat lugng dugc phdm luu hanh vira huéng dan vé
ky thuat cho co s& sé&n xudt, nghién clu thdng nhit thyc hién.

1.4, Tang cudng kiém tra va thu hdi cdc dugc pham chiia SER khéng ddm bao
tiéu chudn chat lugng

2. V@ (ing dyng cac ky thudt méi trong nghién ciu phét trién thuée

Céc ky thuat tao vi hat bang thiét bi tAng s6i, ky thuat vi nang ho4, ky thuat déng
khé, phuong phap t3i wu hod bang phan mém théng minh dugc ching minh la cac
cdng cy ¢6 hiéu luc cao, cé thé ap dung hiéu qua trong thyc ti&n bao ché thudc

3. Vé iing dyng trién khal san xuat céng nghiép

Céc s&n phdm nghién clu déu cé thé trién khai san xudt & qui mé cong nghiép va
co y nghfa quan trong trong thay thé ngudn thudc ngoai nhap, tuy nhién trong s6
ndy ¢4 nhiing dugc phd&m dodi héi dau tu cao, dé nghj dugc hd trg trién khai dusi
hinh thdc dy dan s&n xuat 04 ddi tugng: vién nang Difenac-KD phéng thich kéo dai,
bt ddng khd vi khudn lactic Bifilac, nguyén liéu Magaldrat, vién nén chia amoxicilin
va acid clavulanic.
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UGN - Thr_mh phé& H& Chi Minh, Vaet Nom
08 - 8220352 - Fax: (84.8) 8.201882

T oy
Lou1s Pasteur

WAU JET NBRIEW 80 : N S7421

NOI 861 : DAT HOC Y DUDC TPHOH

LOAT HAU YET NGHIEM : VIEN SERRAFEFDASE 5 mg M504 100604
THUC HIEN NERY 74 THRMS G113 2004

75 T.4.LIEN, RS L.T.D HUONG, X8 P.H,TRAC,

(]

B3 N, T.THU, D PUMLTHE, DS N.D.THUAW, BS V.7.YEW

511 CAC CHY TIEU YET NGHIEM é KET BUA i DO ¥1 g TIEU CHUAN
1 | TONG 56 YI KHUEN WIEU KHI 37'C /24h E 49 ; EHUSH LAC/SR ;
-;—_ -gégEROBAETERIﬁ B ‘"'"’"'“""”""""""T'E'; ___________ fﬂ: ddddddddddddd gf ____________________
S OO USRS VS P R D —_—
3 | TONG SO NAM MOC NHIET DO THUGHG/Smgay/g i a é i ;
o | swewcocous aRes """"""" P ’ """""""""""""
: i

. CHY THICH - EAC KET QUA TREN CHI £C GIA TRI TRE 4 Eﬁﬁ HAL THU.
" HA THU CHI DUGC LU Z TUEM XE TU MGAY HEAR HAY,




BO Y TE CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
PHAN VIEN KIEM NGHIEM Péc lap - Ty do — Hanh phiic
200 Cé Biic- Q.1 - TP.HCM
2 8368453 — Fax: 8367900

PHIEU PHAN TICH 180/IEC 17025

(Kér qud duge dim bdo theo miu gdi tdi kiém nghigm) 0 ViLAS 108
S5 i’(& /PVKN-YC2004

MAu phén tich : Vién Serratiopeptidase 5 mg

Ndi san xuit : Khoa duge Trudng PHYD TP. H6 Chi Minh
So'16 : M. 25/2002 Han diing :

S& diing ky phan tich : 23G 718 S& ding ky :

Noi gdi miu : Khoa dugc Trutng PHYD TP. H6 Chi Minh
Nguwi giao mau : L& Vin Ling :

Ngudi nhin miu : Trin Nguyén Phuong Thio

Ngay giao nhin miu 1 25.8.2004 _

Yéu cAu phan tich : Pinh tinh, dinh lugng, déng déu khéi Iugng, do ra

Tiéu chudn dpdung = : MT/WI-VL-01*(02
Tinh trang méiu khi nhin : Vién bao phim mau vang, déng nong lo ddy kin, ¢6 nhan tam
Lugng mau gdi: 100v. ‘

Chitieu 7 |'Mide cht lwgng ‘, I Ketqua oo
Nhén xét cam quan - "1/. . | Vién nén tron bao phim
/ s mau vang
P déng déu khéi lwgng | +7,5 % so véi KLTB vién Pat (P=0,1794 g)
Ps ra /’K / | Theo DBVNTII Pat
Pinh €inh. YO }| Serratiopeptidase biing
Pinh hfdng\\ O
Serratzopepndase -_:f - 190,0 % - 120,0 % Serratiopeptidase | Dat (90,89 %)
) - tinh theo him lugng nhin

Ngay ﬁthéng 9 nam 2004
_~-Phén Vién Trudng

.)/._7

. -;\-\: ‘ —% ) ’_’ '/; ) : .
S ﬁ(&ftg@n Yan M



BO Y T CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

PHAN VIEN KIEM NGHIEM Péc lip - Tu do — Hanh phiic
200 C6 Bic- Q.1 -~ TPHCM
‘® 8368453 — Fax: 8367900

PHIEU PHAN TiCH | 180/1EC 17025

¥ 2 ] 4 Y e A . " VH.AS 1“8
(Két qud dugc ddim bdo theo mau gdi tdi kiém nghié¢m)
8 ;}’l} /PYEN-YC2004

Mau phén tich : Vién Serratiopeptidase 10 mg

Noi sdn xuAt : Khoa duge Truting PHYD TP. HG Chi Mmh

So6'16 : M2. 10/2002 Han dung :

S& ding ky phantich .= : 23G 717 S& dang ky :

Noi géi miu : Khoa duge Trudng DHYD TP. H3 Chi Minh

Nguoi giao miu : Lé Vin Ling : ' ¥
Ngudi nhdn miu : Trin Nguyén Phugng Thio S
Ngay giao nhan miu : 25.8.2004

Yéu céu phén tich : Dinh tinh, dinh lugng

Tiéu chuin 4p dung : MT/WI-VL-01*02 .
Tinh trang miu khi nhiin : Vién bao phim miu vang dong trong lo day kin, co nhan tam. h
Luong mau gdi: 100v. v :

sA

Chititu =~ = iMicchbtlugng -~ = Két'qud, " )
Nhén xét cam quan . - | Vién nén tron bao phim
. S mau ving
T | Lt . .
Dinh tl’nh/’ | Serratiopeptidase Diing
Dinh lu‘o‘ng i
- Serratzopeptzdase\\ 1190,0 % - 120,0 % Serratiopeptidase | Pat (90,82 %)
\ ) - | tinh theo ham lugng nhan

//.
o
P

Ngay {{thang I niam 2004
_Phéan Vién Truéng




CONG HOA XA HOU CHU NGHIA VIET NAM

BO Y TE
Bic kip - Td do - Hanh phic

C PHAN VIEN KIEM NGHIEM
200 C6 Biac - Q.1- TP.HCM
72 8368433 — Fax: 8367900

MéZu phén tich

Noi san xuit

So 16

S8 diing ky phén tich
N¢i gdi mau

Ngudi giao min
Ngudi nhan miu
Ngay giao nhin méin
Yéu cdu phén tich
Tiéu chuin 4p dung

Tinh trang mAau khi nhén :

RO/IZG 17028

VHAS 108

PHIEU PHAN TICH

(K8t qudt drge ddm bdo theo mdu gdi tdi kiém nghiém)

86 :T)... /PVKN-YC2004

: Nguyén liéu Lactobacillus acidophyvlus

: B& mon vi sinh, khoa dugc - PH Y duge TP. Ho Chi Minh
: I NC

1 23G 756
¢ BO mdn vi sinh, khoa dudc — DH Y du’dc TP. Ho Ch1 Minh
: L& Thi Thanh Thédo f

i ) ‘k’".—"‘
: Tran Thi Quynh Chi L \"/\“ K/

Han dung )
S ding ky : s

: 06.9.2004 PN
: Pinh tinh, dinh lugng, (10 nhlern khuan ' o
: TCNSX L N

o -
B&t mau vang nhat, dung tronc g01 mlono han kin, co nharr tam.:
S6 lugng mau crd1 20 g.

. I3
Dinh Iig'ng TN
P§ nhiém khuan |

N

— B /—\ K.\'\ | -~
| Chi tiéu (Y) | M chablugng - ~QUAN.
Dinh tinh Lactobacﬂhs\aced()phyius \(’r :Duﬁg\\\/"

Knong it hof 10° CFU/g U2 CRUsg
Phii dat yéu cau quy dinh

—

Ngay _ﬁ thzingj_ nam 2004
n Vién Trubng ..

J (y'fdfzﬂz Yim ils



BOYTE CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

PHAN VIEN KIEM NGHIEM Déc 1ap - Ty do - Hanh phic
200 C6 Bic — Q.1— TP.HCM
£ 8368453 — Fax: 8367900

PHIEU PHAN TICH 180/IEC 17028
(K&t qua dugc ddm bdo theo mdu gdi tdi kiém nghigm) TILAS 188
$6: 1163 PVKN-YC2004

M3u phén tich : Bot vi khudn (Bifido bacterium bifidum)
Ndi sdn xuit : B6 médn Vi sinh — K¥ sinh Khoa Dugc PHYD
Sé 16 : Han dung :

S6 diing ky phén tich : 23G 1163 So ding ky :
'Noi géi miu : B6 mén Vi sinh — K¢ sinh Khog Difgc PH
Ngudi giao miu : Lé Thi Thanh Thio
Ngudi nhin miu : Tran Nguyén Phuong Thio
Ngay giao nhin miu 1 24.12.2004
Yéu cdu phén tich : Dinh danh vi khuin Bi T
Tiéu chufin 4p dung

Tinh trang mau khi nhén : Miu du’ng trong &ng nhv

Chi tieu Mge¢h tl =7 | ke

Pinh danh ung ‘mhur cla Berga},@ Q

6 f determinatiye B
Dinh 2[)_\

logy (1975)
Q Ngay & thing J2. nim 2004

g it hon 10° t€ bao song/1 g [Pat (1.9 x 10° CFU/g)




BOYTE CONG HOA XA HO1 CHU NGHIA VIET NAM

PHAN VIEN KIEM NGHIEM Poc 14p - Tyf do - Hynh phic
200 C6 Bic — Q.1 — TP.HCM
T 8368453 — Fax: 8367900

PHIEU KIEM NGHIEM IO/IEE 1102

(Két qud duge dim bdo theo mdu gdi 1di kiém nghiém)
$6: WOK PvKN-v (2003

vEau ki€m nghiém : Vién bao phim Co - Amoxiclav
Noi san xual : Khoa Dugc ~ Pai hoc Y Duge TP. HCM
N0 16 : 010203 Han ding : P
~& dang k¥ ki€m nghiém : 22G 454 S& dang ky : |
Noi géi miu : Khoa Duoc-PaihocY Du’qe }I'P HGM ‘ i
\gudi giao miu : Trinh Thi Thu Loan TN
N nhian miu : Trin Nguyén Phuong Thio = T \ "
Ny giao phan mau : 30.12.2003 L 3 .
vén cau kiém nghiém  : Phim chat ;/5; ) N e ‘
Tiéu chudn dp dung : USP 24 LN e S
I'inh trang m&u khi nhin : Vién bao Pmm mau trﬁn’g,’dang \mplet don_g\t(gng bao gia\:
nhom ép I;m\ Llrgng miu ) GQV’ . ;’g o \‘\ \:’\/
' Chi tiéu T Mde eh@_’t Iia(gxg/ I ihﬁa\ =
Tinhch&t . P o | Vg bao phim mau wing,
? L RERRE (O "i;lgng vién caplet
‘Pinhginh - - | Amosicilin Ping
J T “Acid clavulanic Ping
' D¢ hoa tan. e
- Amoxicilin, Khéng it hon 85 % Pat (99,90 %)
- Acid clavulanic Khéng it hon 80 % Pat (100.80 %)
P déng déu ham lugng
- Amoxicilin 83 - 115% ! Pat (RSD = 1.16 %)
- Acid clavulanic 85-115% Bat (RSD = 2.06 S
Ham lugng mudc Khéng qud 10,5 % Bat {9.16 %)
binh hugng :
- Amaoxicilin S 90 - 120 %, CisH yN30sS Pat (9994 )
- Acid clavulanic 90 - 120 Y%, CxHoNOs Pat (100,14 %)

S0 \(Tl h.tm llf(ing, ghi lren nhdn

Ngay AL thang 4 _ nam 24H4

. fv'!-




Phu luc X

TIEU CHUAN CO 80
TRUGNG DAI HQC DUGC HANOI VI NANG SOTC = ueerreeenvrerrranans
Vi in B Cé hi¢u lyc tir ngay ky
L TRUNG TAM KHCN DUGC itamin B,

1. YEU CAU KY THUAT
1.1. Cong thitc didu ché&':

- Cyanocobalamin ' 10g
- Castor Wax 29,6g
- "Tween 80 ' 0,9g
- Tinh bt sén vita dix 200g

1.2. Nguyén lidu

- Cyanocobalamin Pat tidu chudn DDVN III

- Tinh bot sén Dat tidu chudn DDVN Il - tap 3
-~ - Castor wax Pat tidu chuin USP 23

- T'ween 80 Pat tidu chuin BP 2000

1.3. Ch&t lugng thanh phim :
1.3.1. Hinh thiic : Bét min (qua ray 0,125mm), khé tdi, mau héng.
1.3.2. Pé am : Khong qua 3%

1.3.3 . D6 Nhoa tan : Khong it hon 70% lugng vitamin B,, so vdi ham
lugng ¢6 trong ch& pham bjt vi nang ghi trén nhén
sau 45phut.

1.3.4. Dinh tinde : Ché phﬁm phai cho phép thit dinh tinh cta vitaminl3,,.
1.3.5. Dinh lugng :
- 1g ch& pham bét vi nang phai chia tii 0,045g - 0,055¢ vitamin B,
2. PHUONG PHAP THU

2.1. Hinh thic : Thit bing cam quan va ray bpt ché& pham phai dat cac

voei cau da néu.

2.2. DO A : Thit theo DDVN I, phu lue 5.16, thye hign ¢ 70° trong 2 gia

PL-1



2.3. Do hoa tan : Thit theo nguyén téc clia phép thit d¢ hoa tan ciia vién
nén va vién nang (phu luc 8.4. Duge dién Vit Nam III).

- Thi&t bj thit d) hoa tan kiéu canh khufy.

- Méi trudng hoa tan: nudc cit 900ml.

- Nhigt d9: 37°C + 1%

- Téc d6 khudy: 100vong/phiit.

Phép thit 6 miu ch€ phim, mbi mAu cin chinh xac 0,02g.

Dung dich thiz: Sau 45 phiit hit dich hoa tan theo nguyén tic quy
dinh, loc qua mang loc 0,45mcem.

Dung dich chuén: Phu dung dich chufn g&c vitamin B,, trong nudc
¢6 ndng d khoang 2meg/ml. .

Ti€n hanh dinh lugng miu thi theo phu?dng phap HPLC nhu trong
muc dinh lugng (muc 2.6.2.).

Ti dién tich hoac chiéu cao pic cta dung dich thi, dung dich chuén
va ndng dd ctia dung dich chudn, tinh lugng acid folic da dudc hoa tan tu
vién.

2.4.Dinh tinh:

k)

Trén sic ky dé thu dudc  phén dinh lugng, thoi gian luu chaa
vitamin B,, trong dung dich thit gidng thdi gian luu clia vitamin tuong
itng trén trong dung dich chuin

2.5. Dinh lugng vitamin B,, : phuong phap HPLC
* Diéu kién sdc ky :
- Cot Lichrosoth RP 18 (250 x 4mm; 5 ho#ic 10um)
- Detector : 550nm

- Pha ddng : Nudc - Methanol = 65 : 35
- Thé tich tiém : 100pl
* Cdch thw :

- Dung dich thu : cian chinh xac mét lugng bot khoang 0,02g cho
vao binh dinh mic 50ml, thém 30ml nudc, lic co hoc khoang 15 phut,
thém nude vita da dén vach, lic déu, loc, do HPLC.

PL- 2



- Dung dich chufin : Pha dung dich chuin géc vitamin B,; trong
nudc c6 ndng d¢ khoang 20pg/ml. Xac dinh ndng d¢ chinh xac bing
phuong phap do quang (E 1%, 1lcm) cia vitamin B,, tai A = 361nm 14 207.

- T dién tich hodc chiéu cao pic ctia dung dich thit va chufn, va
ndng dé cta dung dich chufn, tinh ham lugng cta vitamin B,, trong vién.

3. DONG GOI - GHI NHAN, BAO QUAN

- B§t vi nang duge déng trong 2 ldn tii PE han kin, chdng &m,
tranh anh sang.

- Nhin ding quy ché.
- Bdo quan noi khé mat, tranh sang.

- Thoi han st dyng : 24 thang ké ti ngdy san xuat.

Ngay A8 thdang 04, nim 2002¢
PHO GIAM DOC TT KHCN DUGC
AT HQC DUYC HA NOI

-~
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Phulucd:

TIEU CHUAN CO SO
TRUONG DAL HQC DUGC HA NOI VIEN NEN BAO PHIM SETC ¢ eeveecrervrrvasens
' . . hiéu lye tit ngay ky
TRUNG TAM KHCN DUGC Vitamin B,, Bg, B,, 06“?';;;% :Ef. Y y

1. YEU CAU K¥ THUAT
1.1. Cong thitc diéu ché&:
- Thiamin hydroclrid  Hai trém nim mudi miligam 126mg
- Pyridoxin hydroclorid Hai trim n&m mudi miligam 125mg
- Cyanocobalamin Mot nghin microgam 500ug

Ta dugc : (tinh bot, Talc, Magnesi stearat, mau crythosin, HPMC, P.E.G
6000, Castor wax...) vita du mdt vién.

1.2, Nguyén liéu:

- Thiamin hydroclorid Dat tiéu chuéin DDVN III

- Pyridoxin hydroclorid Dat tidu chudn DDVN III

- Cyanocobalamin . Dat tidu chudn DDVN III

- Tinh bt sén Dat tiéu chufn DDVN III - tap 3
- Talc Dat tiéu chudn DDVN III

- Magnesi stearat Dat tiéu chuédn DDVN III

- Mau erythrosin Dat tidu chuan Duge dién Phap X
- P.E.G 6000 Dat tiéu chudn BP 2000

- HPMC Dat tidu chuéin BP 200

- Castor wax Dat tidu chudn USP 23
1.3. Chat lugng thanh phim : .

1.3.1. Hinh thize : Vién bao phim mau hdng, hai mat nhin, canh va
thanh vién lanh lin.

1.3.2. Dé ra : khong qua 30 phat.

1.3.3. Pé déng déu khéi lwgng : + 7,5% so vdi khéi lugng trung binh

vien.

PL- 7



1.3.4. Dinh tinhi : Ch€ phdm phai cho phép tha dmh tinh ctia vitamin
B,, vitamin Bg, vitamin B,,.

1.3.5. D¢ -haod tan : Khéng it han 70% lugng vitamin B,y ¢6 trong mdt
vién ghi trén nhan sau 45phit.

1.3.6. Dinh lugng : Vién bao phim vitamin B,, Be, B;, phai chia :

- Thiamin hYdrOCIOI'id (012H11N504S) 90,0 - 120,0%
- Pyridoxin hydroclorid  (CgH,,NO,HCI) 90,0 - 120,0%
- Cy&llOgObalamin (C(;gHssCONMO“)P 90,0 - 120,0%

50 v6i ham lugng ghi trén nhan, tinh theo khél lugng trung binh vién.
2. PHUONG PHAP THU -

2.1. Hinh thdéc : Thi bing cdm quan ché& phim phai dat cic yéu cdu da
néu.

2.2. D& ra : Thi theo DDVN III (Phy lyc 8.6)
2.8. Dé déng déu kh_('i'i lwgng : Thit theo DDBVN III (Phu luc 8.3)

2.4. D§ hoa tan : Thit theo nguyén tic chia phép thit do hoa tan cua vién
nén va vién nang (phu luc 8.4. Duge dién Viét Nam I1I).

- Thiét bi tha d6 hoa tan kiéu canh khudy.

- Méi trugng hod tan: nudc c&t 900ml.

- Nhiét do: 37°C+ 1°C

- T8¢ do khudy: 100vong/phiit.

Phép thit 6 vién trong 6 coc clia may.

Dung dich thu: Sau 45 phit hiit dich hoa tan theo nguvén tic quy
dinh, loc qua méang loc 0,45mem.

Dung dich chudn: Phu dung dich chuiin gdc vitamin B,, trong nude
c6 nong dé khoang 2meg/ml.

Ti&€n hanh dinh ligng méu thi theo phudng phap HPLC nhu trong
muc dinh lugng (muc 2.6.2.).

't dién tich hodc chidu cao pic cua dung dich thi, dung dich chuén

v ndng dé cua dung dich chudn, tinh higng acid folic da duge hoA tan O
vifn,

PL- 8



2.6. Dinh tinh :

2.5.1. Trén sic k¥ dd thu duge d phdn dinh lugng, thdi gian luu cua cac
vitamin B,, vitamin Bg, vitamin B,, trong dung dich thi gidng thdi gian
Iutu cua cac Vitamin tudng (ng trén trong dung dich chuén (thdi gian luu
cha vitamin Bg khoang 3 phiit, vitamin B, khoang 7 phit, vitamin B,,
khoang 6 phiit).

2.5.2. Phdn iing nitrat : Tién hanh theo DDVN III, Phy lyc 7.1.
2.6. Dinh lugng :
2.6.1. Dinh lugng vitamin B,, B¢ : Phudng phap HPLC.

* Didu kién sdc ky :

- Cét Lichrosoth RP 18 (250 x 4mm, 5 hodc 10pum)

- Detector UV : 280nm.

- Phadong:
+ Kali clorid 2 gam
+ Acid acetic bing 10ml
+ PEG 400 2ml
+ Sodium heptan sulfonat 1,1 gam
+ Methanol 150ml
+ Nudc cit vd . 1000ml

- Téc d6 dong : 1,2ml/phiit
- Thé tich : 20l

* Cdch thi? :

- Dung dich thu : L&y 20 vién x4c dinh khéi lugng trung binh vién.
Cén chinh x4c mét lugng bdt vién tuong dudng vdi 1/56 vién cho vio binh
dinh mdc 100ml, thém 70ml dung dich acid acetic 1%, lic 15 phiit, sau
dé thém acid acetic 1% dén vach lic déu, loc. Lay chinh xac 5ml dich loc
cho vao binh dinh mic 20ml thém acid acetic 1% dén vach lic déu, loc
qua mang loc 0,45um.

- Dung dich chuén : Pha dung dich hén hgp cac dung dich chuin
cac vitamin B3,, B¢ trong dung dich acid acetic 1% dé ¢6 ndong do tuong
duong vdi cac vitamin trong dung dich tht.

PL-9



Dya vao dién tich hojc chiéu cao pic tudng {ng cta cac vitamin
trong dung dich chuéin va dung dich thit va néng 4¢ dung dich chufin céc
vitamin trén tinh dugc ham lugng céc vil:qmjn trong mét vién.

2.5.2. Dinh lugng vitamin B, : phuong phap HPLC

* Didy kign sdc by : |

- Cot Lichrosoth RP 18 (250 x 4mm; 6 ho#c 10um)

- Detector : 550nm

- Pha dong : Nudc - Methanol = 65 : 35

- - Thé tich tiém : 100pl

* Cdch thu :

- Dung djch thi : Bd 16p bao phim, cdn chinh xac médt lugng bot
vién tuong dng véi 1 vién cho vao binh dinh méc 50ml, thém 30ml nude,

14c co boc khoang 15 phit, thém nudc vita &G dén vach, lic déu, loc, do
HPLC.

- Dung dich chufin : Pha dung dich chufn goc vitamin B,, trong
nuéc c6 nong d6 khoang 20ug/ml. Xac dinh néng d6 chinh xac bing
phudng phap do quang (E 1%, 1cm) cua vitamin By, tai A = 361nm 1a 207.

- Tit dién tich ho#c chiéu cao pic cia dung dich thi va chudn, va
ndng d6 cta dung dich chuén, tinh ham lugng ctia vitamin B,, trong vién.

3. PONG GOI - GHI NHAN, BAO QUAN
- Thudc ép vi, 1 vi 10 vién.
- Nhin diing quy ché.
- Bdo quan noi khé mat, tranh sang.
- Thai han sit dung : 24 thang ké tit ngay san xut.
Ngay A5. thang .04 ndm 2003

PHO GIAM DOC TT KHCN DUUC
DAL HQC DUJC HA NO!

L TR
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Phu luc 9
TU LIEU NGHIEN cUU
PO ON DINH CUA VI NANG VITAMIN B,,

Tén ché& phdm : Vi nang vitamin B,,
‘Dang bao ché&': Vi nang
Ham lugng : Ché pham chita 5% + 0,5% vitamin B,,

Thanh phan céng thitc :

Cyanocobalamin 10g
~ Castor wax 29,6g
Tween 80 0,9g
Tinh bot sin Vd 200g

Cac chi tidu chat lugng duge nghién citu danh gia :
- Hinh thic cam quan
- D6 4m
- Dinh tinh
- Binh lugng
- D6 hoa tan
Phuong phap danh gia:
Theo tiéu chuin cd s6

S6 mau thudc : 3 16 vi nang dugc bao ché theo quy trinh mbi 16
200g. .

- 1.6 010303 ngay san xudt 07/03/2003

- Ld 020303 ngay san xuit 08/03/2003

- L6 030303 ngay san xuit 09/03/2003
Diéu kién th& nghiém dé 6n dinh : -

- Thit nghiém cdp téc : ¢ 40% + 2°C, 75% + 5% RH trong 6
thang.
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- Thit nghiém dai han bao quan § diéu kién thyc : nhiét do va
do Am thay ddi theo khi hiu trong 1 nim (15° - 32° | 65% - 85%

RH).

K&t qua th nghiém do on dinh :

Bang két qua nghién citu d6 6n dinh ctta vi nang vitamin B12
trong thd nghiém cap téc (6 40°C £ 2°C, 75% + 5% RH)

Cac chi tiéu Ban dau Sau 3 thang Sau 6 thang
L6 010303
Hinh thie Dat Dat Dat
Db 4m 2,0% 2,2% 2,5%
Pinh tinh Dat Dat Dat
Dinh lugng 0,052¢g 0,050g 0,048g
Do hoa tan 82,6% 81,0% 79.2%
] L6 020303
Hinh thic Dat Dat Dat
Db &m 2,1% 2,4% 2,7%
Dinh tinh Dat Dat Dat
Dinh lugng 0,053g 0,052g 0,050g
Do hoa tan 83,2% 82,56% 80,5%
L5 030303
Hinh thic Dat Dat - Dat
D5 4m 1,7% 2,0% 2,4%
Dinh tinh bat Dat Dat
Dinh lugng 0,051g .10,050g 0,049¢
Do hoa tan 80,2% 78,6% 79,1%

K&t luin : Vi nang vitamin B,, n dinh sau 6 thang thi nghiém
cAp tdc ¢ 40°C + 2%, 75% + 5% RH.

. . 4.(/ g S"/a_eoq
NGUOI KIEM NGHIEM GIAM bOC TTKHCN DUQC
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Bang ké&t qua nghién citu d on dinh cta vi nang vitamin B12
trong thit nghiém dai han bao quan g diéu kién thuc.

Céc chi tidu Ban dau Sau 6 thaing | Sau 12 thang
L6 010303
Hinh thl.tc Dat Pat Dat
Do 4 Am 2,0% 2,2% 2,4%
Dinh tinh Dat Dat Dat
Dinh lugng 0,062g 10,061g 0,049¢
Db hoa tan 82,5% 80,0% 78,3%
16 020303
Hinh thiic Dat Dat Pat
Do dm 2,1% 2,3% 2,7%
Pinh tinh Dat Dat Dat
Dinh lugng 0,053¢g 0,051g 0,050g
Do hoa tan 83,2% 80,6% 84,6%
L5 030303 '
Hinh thic Dat Dat Dat
b5 dm 1,7% 2,0% 2,5%
Dinh tinh Dat | Dat Dat
Dinh lugng 0,051g 0,050g 0,049¢
D% hoa tan 80,2% 75,5% 78,5%

K&t luéin : Vi nang vitamin B,, 6n dinh sau 1 nim bio quan & diéu
klen thyc nhigt d¢ 15°°- 32°¢, do Am tudng ddi 65% - 85%. h*p‘k«#ﬁmﬁv'
Fo
18] 05/ 2e0¢

NGUOI KIEM NGHIEM GIAM DOC TTKHCN DUQC
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Phu luc 11
| TU LIEU NGHIEN cUU
pO ON DINH CUA VIEN NEN BAO PHIM VITAMIN B,, B, By,
Tén ch& ph&m : vién nén bao phim vitamin B,, B, B,,
Dang bao ché : vién nén bao phim

Ham lugng : Méi vién c6 125mg vitamin B,, 126mg vitamin B, 500mcg
vitamin B,, ' '

1. Céng thize thude cho 1vién Cho 100.000vién
Thiamin hydroclorid 125mg ' 1,25kg
Pyridoxin hydroclorid 125mg 1,26kg
Vinang vitamin B,, 0,5mg 50g

~ Lycatab 90mg 0,9kg
Avicel 90mg 0,9kg
Tinh bét sdn 55mg 0,65kg
H3 tinh bot 10% 150mg 1,6kg
Tale 4,5.mg 7' 45g
Aerosil - 3mg 30g
HPMC _ 9mg 90g
Titan dioxyd 3mg - 10g
PEG 6000 ' 1mg 10g
Erythrosine lake . 0,img ' lg

" Ethanol 90% ~ 0,2ml 2 lit

Bot vi nang Vitamin B,, gdm ¢6 : __

Vitamin B, 0,5mg 50g
Castor wax . 1,48mg 148¢g
Tween 80 0,05‘mg 5g
Tinh bot sén " vd 10mg vd 100kg

Cac chi tidu chit lugng duge nghién citu danh gia :
- Hinh thic cam quan
- Dinh tinh
- Pinh lugng
- D hoa tan

PL -48



Phuong phap danh gia:
Theo tiéu chudn cd sd
S6 mau thude : 316 vi nang dude bao ché theo quy trinh méi 16 200g.
- L6 010503 ngay san xudt 10/06/2003
- L6 020503 ngay san xudt 11/05/2003
- L6 030503 ngay san xuit 12/05/2003
Pidu kién thit nghiém dj 6n dinh: _
- Thit nghigm cp t&c : & 40°C £ 2°C, 75% + 6% RH trong 6 thang.

- Thu nghiém dai han bao quan 3 didu kién thyc: nhiét 4o va 40 4m
thay ddi theo khi hAu trong 1 nim (156%- 32°, 656% - 85% RH) .

K&t qua thit nghiém dj on dinh :
Bang k&t qua nghién ciu dj n dinh cla vién nén vitamin B,, B,
B,, trong thii nghiém cap tdc (§ 40°C + 2°C, 756% + 5% RH)

Cac chi tiéu- Ban dau Sau 3 thang Sau 6 thang
L5 010503

Hinh thic Dat Dat Dat

Dinh tinh Dat Dat Dat

Dinh lugng: : ’ -
- Thyamin HCl | 99,0% 98,5% ' 197,2%
- Pyridoxin HCl | 102,2% 100,6% 98,5%
- Cyanocobalamin | 105,6% .1 97,5% 93,2%

D¢ hoa tan 80,5% 75,0% 79,5%

| Ld 020503

Hinh thiic Dat Dat Dat

Dinh tinh Dat Dat Dat

Dinh lugng :

- Thyamin HCl 100,5% 98,7% 97,5%
- Pyridoxin HC1 | 101,1% 100,8% - |97,1%
- Cyanocobalamin | 106,7% 100,5% | 95,7%

D9 hoa tan 81,7% 80,6% 78,5%
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L8 030503

Hinh thitc Dat Dat Pat

Dinh tinh Dat | Dat Dat

Dinh lugng :

- Thyamin HCI 102,6% 1101,2% 99,5%
- Pyridoxin HCI 99,7% 98,1% * 97,7%
- Cyanocobalamin { 107,6% 101,3% . 95,7%

D% hoa tan 78,6% 82,3% 76,0%

K&t ludin : Vién nén vitamin B,, Bg, B,, 6n dinh sau 6 thang thit nghiém
cip toc i 400C 2°C 76% + 5% RH. .

) , : 4({:!5’ / tevy
NGUOI KIEM NGHIEM GIAM POC TTKHCN DUQC
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Bang ké&t qua nghién citu do én dinh cta vi nang vitamin B12
trong thit nghiém dai han bao quan d diéu kién thyc.

Cac chi tiéu Ban diu Sau 6 thang | Sau 12 thang
L6 010503 '

Hinh thie Dat Dat - Dat

Dinh tinh Dat Dat Dat

Dinh lugng:

- Thyamin HCI 99,0% 98,2% 97,6%

- Pyridoxin HCl 102,2% 101,3% 99,6%

- Cyanocobalamin | 105,5% 98,7% 94,2%

D hoa tan 80,5% 77,2% 75,6%
| L5 020503

Hinh thic Dat Dat Dat

Dinh tinh Dat Dat Dat

Dinh lugng :

- Thyamin HCI 100,5% 99,2% 96,7%
- Pyridoxin HCl 101,1%. 100,5% 98,56%
- Cyanocobalamin | 106,7% 101,7% 95,0%

D6 hoa tan 81,7% 82,6% 79,0%

L5 030503

Hinh thic Dat Dat Dat

Dinh tinh Dat Dat Dat

Dinh lugng :

- Thyamin HCl 102,6% 100,9% 99,7%
- Pyridoxin HCI 99,7% 98,3% 97,5%
- Cyanocobalamin. | 107,6% 102,6% 96,2%

D4 hoa tan 78,5% 80,5% 77,5%

K&t luin : Vién nén vitamin B,, B;, B,; 6n dinh sau 1 nim bao quan & - Lo

diéu kién thyc nhigt ) 15°- 32°C , d$ 4m tudng déi 65% - 85%.Fip b~ ’f:' o e

o . . , . 2ofoy{{ 200
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Bo Ve CONG HOA XA HOT CHONGHIA VEHET NAM
PHAN VIEN KIEM NGHIEM - ‘ Doc 1§p - Ty do - Hanh pliic

200 Ca Bic - Q.1 - Tp/1Id Chi Minh
T BIGR4SI - 8I68518

PHIEU KIEM NGHIEM

Sa: 062  MMVKN-Y(Y9

MAu kidm nghi¢n : Nguvén licu Magaldeue \
Ndi sin xudt + B mon haa 1y Dai Toe ¥ Duge Tp S Chi Minh

S 13 sin xudt, han dong @ MaAu nghién diu 398 — TID: 3-2000
86 diing ky kidm nghid¢m @ 18G 162

N pdi miu : Pai Hoc Y Phige
N piste méin : 126 Minh Qu:ing
Nputi nhiin mflu ¢ Prdin Thi Pl

Ngay gino nhin miu : 19-F1-99
Yéu ciu kidm nghi¢m 1 Phitm chit
Ti¢u chuiin sip dyng, tai li¢u kidw nphi¢m: USP 23

Tioh teang mAu khi nhéin s Nguyén lico dang bt triflng, dung, trong hao P han kin.

ViU CAU

K1 QUA

T
Dinb tinh:  Plai e phidan tng Tuda hoe die g eaa Magnesiuim

Aluminum
Giam_khoi luung do siy khd: Phar e 10,0 - 20,0%
Chloride hoa tan: [Khdng duite qua 3,5%
Sulfale hoa ton: [Khdng duike qui 1,9%
Nalrium: Khong dude qua 0,1 1%
I<im loai nding: Khimg duibe qui 00065

Mapnesium hydroxide Mg (U10),: Tlam lusug Magnesitm hydroxide
Mg(OE),, phdi dat-tit 49,2 — 66,6% tinh trén ché phitin di sily kho
Aluminun hydroxide AL{OH);:  Ham ludgng Aluminum hydroxide,
AL, phat datwr 32,1 - 45,9% tinh 0én ch@ phiim da siy kho
Binh lugng: TEm ludgng Magaldrate, AlLsMg o (0H16(S040)5, phai dat tir
Y0.0 - 105,0%, tinh rén ché phim da siv kho

Tap_chit hitu cd bay hoi:

- Methylen clorid: Khomg quad 500 ppm
- Henzen. | Khong qua 100 ppm
- Trichloroethylen: Khomg qua (00 ppm
- Chioreform: IKhamg guet 50O ppm

oA - Divaan: iNiange qua 100 ppm

TEvu ldgog Sullat: Tun hicng SO phai nam trong kKhoang 16,0 dén

21.0% 1inh ren ché phiny khan

n X a7 v - 2 -
D4 nhiém khuodn: Plhai dat veu ciu qui dinh

B min mau tring
hing

Ining

12at (10,28%)

Dat

(RHY

it

bt

Pal (50,07%)
Pat (33.19%)
[an (I1,72%)

BHH
Bat
(DAY
Pt
1D:u1

[at (19.62%)
[BHY
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CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Béc lip - Ty do - Hanh phiic

BO Y TE
PHAN VIEN KIEM NGHIEM
200 C6 Bic — Q.1 — TP.HCM

(Két qua duge dim bdo theo mau gdi tdi kiém nghi¢m)

. Miu ki€ém nghié¢m

Ndi san xuit

S6'16

S6 diang ky ki€ém nghiém
Noi géi mau

Ngudi giao méiu

Ngui nhin miu

Ngay giao nhin miu
Yéu cdu ki€m nghiém
Tiéu chuin ip dyng

Tinh trang mfu khi nhian :

o= 8368453 — Fax: 8367900

1$0/1EC 1702
VILAS 108

s& : 824 /PVKN-YC2004

PHIEU KIEM NGHIEM

: Vién Malumix (Magaldrate 480 mg)
: Khoa Dugc PHYD ~ B$ mdn héa ly

: Khing Handing : Khéng

: 23G 824 S& diing ky :

: Khoa Dugc PHYD - B§ mdn héa ly

: P46 Minh Quang } j"_':'_’,: .

: Trin Nguyén Phucng Thdo .' ; (\ e )\
: 20.9.2004 Lo

: Ph#m chit )

: USP24

D¢ déng déu'khéi lugng
Pora N
Pinh tinh

D4 hap thu acid

Ham Ilugng magnesi
hydroxyd
Ham hugng
hydroxyd
Dinh lugng

- Magaldrat

nhdém

Lugng mAu gdi: 100v. o ,//‘s;’ %\
| S AN
Chi tiéu ' /7 |\Mifc chat lugng S Két Jui ¢\\\>v
Tinh chat ! '\Vxen\\nen/tron mau

\ " |-trdng.>2 mat tron, canh
‘_\fa thanh vién lanh l4n

Theo USP 24 | Bat (RSD =0,9604)
Khéng qui 2 phuit Pat (1 phit)
Magnesi Ding

Nhdém Diing

Theo USP 24 Pat (14 mEq)

Tir 492 mg dén 666 mg Mg(0H), /1 g | Pat (585,3 mg)
magaldrat

Tt 321 mg dén 459 mg Al(OH); /1 g | Pat (345,7 mg)
magaldrat

Tir 90,0 % dén 1100 %
AlsMg (OH)3(S04),

Pat (103,1 %)

P$ nhiém khuin Phai dat yéu cdu quy dinh Pat
KET LUAN: Miu thit dat yéu cdu phim chat theo USP 24./-
N;,ay 45 thing AC nim 2004

S/ e Phﬁn ién Tru‘o‘ng

\
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_ TIEU CHUAN CG SO PHAN VIEN XIEM NGHIEM
BO Y TE vie ssTc: o6 FEA M TRA
; Sd Y Té DONG THAP 1en nang Nﬂiur.%_%ths‘ang/m...ﬂ;'tm o’ﬂ

CONGTY COPHAN XNK | DIFENAC-KD |Cohiéulgctyr: wov oo oim =

Y TE DOMESCO

: 100mg 5

. YEU CAUKY THUAT
1.1 Céng thitc diéu ché cho mét vién :

Diclotenac nair :MJt trdm miligam . ... ... ... 100 mg

Té duge vira di mot vién
1.2 Chat lugng nguyén phu lidu :

Diclofenac natri : Pat theo tiéu chudn USP 24

Avicel : Pat theo tiéu chudn USP 24

HPMC : Pat theo tiéu chudn USP 24

Eudragit RL : Pat theo tiéu chuin USP 24

PEG 6000 : Dat theo tiéu chudn USP 24

1.3 Ch4't lugng thanh phim:

3.1 M td: Vién nang khong mau, trong sudt, bén trong ¢6 chifa cdc vi hat hinh cdu mau
rdng hodc rdng nga.

1.3.2 Do déng déu khéi lugng: + 7,5% so vdi khdi luong trung binh cia lugng vi hat chifa wong

mot nang.
1.3.3 D¢ hoa tan: Lugng diclofenac natri hod tan trong mdi trudng thi phai dat cdc gidi han
sau :
Sau | pid A0 - 25%
Sau 2 gid 0 25-45%

Saud giy - 45— 70%
Sau 8 gidi : Khéng it hon 75%

1.3.4 Binh tinh: Bot thudc nghién 1Y vi hat ¢ trong nang phai cho phdn dng cia diclofenac
natri

1.3.5 Dinh Iugng: Ham lugng diclofenac natri C4H,yCLLNNaO; trong mdi vién nang phdi dat
95 - 105 mg tinh theo kh&i lugng trung binh cda vién

. PHUONG PHAP THU |

2.1 M6 ta: Biing cdm guan ché& phdm phai dat cic yéu cdu di néu

2.1 P4 dong dén khéi lugng: Thi theo DDVN I11-2002, phu luc 8.3

2.3 D6 hoa tan:

Diéu kién:

-Méi trudng: 1000 «ul dém phosphat pH 6,8 (Lay 22,4 m! NaOH 0,2M va 50 ml KH,PO; 0.2M

pha lodng v nude +ira dd 200 mi)

-Dung cu: gid.

-T&c db quay: 50 voug /phit.

Cach ti€n hanh:
trang : {14
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Cho vio mdi gid 1 vién nang, sau mdi 1 gid, 2 gid, 4 gid, 8 gid, rit chinh x4c “Pﬂn‘mgﬂmﬁmﬁm
& m3i binh, pha lodng (néu cdn) dé dugc cdc dung dich thif nhu sau: - 2

- Sau I gi¥: khong pha lodng DA THAM TRA
- Sau 2 gid: hit chinh xdc 5 ml dung dich pha lodng v6i dém phosphat pH 68 thaNEarGGithingd]...nam oY
- Sau 4 gi®: hit chinh xdc 5 ml dung dich pha lodng v6i dém phosphat pH 6,8 thanh 25 mT.

- Sau 8 gid: hit chinh xdc 5 ml dung dich pha loang vdi dém phosphat pH 6,8 thanh 50 ml.

*Dung dich chudn: cin chinh xdc khoang 50 mg diclofenac natri chuén cho vao binh dinbh mifc

100 ml, hda tan vi thém vira di d€n vach béng dung dich d¢m phosphat pH 6,8. Hiit chinh xac |

m! dung dich niy pha loing vdi dém pH 6,8 thanh 50 ml.

Do 46 hdp 1hu clia cic dung dich thir va chudn & budc song 276 nm.

Néng d8 diclofenac natri hoa tan dudc tinh theo cong thifc sau:

Sau 1 gid:
A
C (%)= ——X s xixC%xmooxl()O
A, 100 50
Sau 2 gidn:
A !
Cser= —LxmcxixCofoxgg—qx—g— )+ 10 xC,
) A, 50 0.1 50 1000
Sau 4 gid:
A
Cyiom= wamcxixc%xg-@xé )+—I-Q~—><C,+iq—x(]2
A, 50 0.1 5 1000 990
Sau 8 gio: ~
A
Cyum=| -J_xm(.x—]——XC'%xgm S—Q) 10 c,+io—xc,+ e,
A - 50 990 980

X + ——X
A, 0.1 5 7 1000
\ZuR ‘
A,: Do hap thu ciia miu thif
A, : D6 hip thu cla mau chuin
m,: Khéi hugng chudn (g)
C% : Ham 'wgng clia chudn
Yéu cdu:
a). Ldn thit thit nhdt: Thif trén 6 vién, khong dudc c6 vién nao vugt qud gidi han cho phép i
mBi cdc thoi didm 1, 2, 4 gid va khdng dugc ¢6 vién nao hoa tan it hon 75% tai thdi diém B gids:
néu khong dat thyc hién thit 14n th hai.
b). Ldn thit thit hai: Thit trén 6 vién, gid tri trung binh cla 12 vién da thit (LAn | + l4n 2) pha
nim trong gidi han cho phép tai mdi thdi didm 1, 2, 4 gi¥ va khong it hon 75% tai thati diém 8
git. Khdng duge ¢6 vién ndo léch qud gi6i han dudi -10% hodc qud gidi han wén +10% va
khéng c6 vién nio hoa tan it hon 65% & diém cudi ciing (8 gid), néu khong dat, thye hién thit
nghiém lan 3.
¢). Lén thir thit 3: Thit wén 12 vién, gié tri rung binh cla 24 vién da tht (lan 1+ 14n 2+ ldn 3)
phai nim trong gidi han cho phép tai mai thai di€m 1, 2, 4 gid va khong it hon 75% tai thdi di€m
8 gid. Khing qué 2 vién 1&ch qud gidi han dudi -10% hodc gidi han rén +10% hodc hod tan it

trang : 2/4




B ¥V TE
hon 65% & diém cudi cung (8 gid); khéng dude ¢6 vién ndo léch qué gidi han ﬂﬂﬂh‘ﬂéﬁ’lmﬁmﬁm
gidi han trén +20% hodc hoa tan it hon 65% & thdi diém cudi cung (8 gid).

2.4 Dinh tinh: DA TH Al M TRA
Liy mot lugng vi hat wong Ung khodng 100 mg diclofenac natri, nghién k thahh/b%mﬂmﬂd ndmeh
tan trong khodng 20 ml methanol, loc, thu duge dich loc ding phén tich (dungdfchAay 77" 7
A. Phuong phdp sic ky |6p mdng:

- Dung dich thi: Dung dich A.

- Dung dich chuan d8i chi€u: Hoa tan khodng 25 mg diclofenac natri trong Sml methanol.

- Chim riéng ré 5 pl mdi dung dich trén bdn mdng silicagel F254.

- Hé dung mdi khai trién: Amoniac-methanol-ethylacetat (10:10:80).

- Trién khai cho d&n khi dung méi di &ge 10 cm, 1am khd bdn mdng ngoai khong khi, quan sdt
dudi d&n tf ngoai & budc séng 254 nm. VEl tuong ing cda dung dich thit phdi c6 Rf pho hap
v6i vét clia dung dich chuan d6i chiéu.

B. Liy 1 ml dung dich A, thém 1i€p 0,2 ml hdn hdp dong thé tich mdi pha gém dung dich
kaliferricyanid 6 g/l va dung dich sdt (IIT) clorid. B€ trong t8i 5 phiit. Thém ti€p 1 m! dung dich
HC! 10 gA. PE€ rong (Gi 5 shit, xudt hién mau xanh va tia.

2.5 Dinh lugng :

Ham lugng diclofenac natri wrong méu thit duge xdc dinh bing phuong phdp sdc ky l0ng hiéu
ning cao theo cdc diéu kién sau:

Piéu kién sdc ky: CO6t C18 pha ddo. T6c d6 dong khodng 1,5 ml/ phit, budc s6ng 282 nm.

Pha dgng: methanol: dém phosphat pH 2 5 (75:25). Loc qua mang loc 0,45 pm, siéu am loai khi
trong 15 phit trude khi <iv dung.

(Dung dich dém phosphai pH 2,5 hdn hop déng thé tich gdm dung dich ac1d phosphoric ,1% vi
dung dich natri dihydro phosphat 0.16%, kifm tra va diéu chinh pH dén 2,5 + 0,01 bing cdch
thém dung dich acid phosphoric hodc natri dihydro phosphat.)

Dung djch thi: 1ay lugng v: hat ¢6 trong 20 vién nang nghién thanh bdt min, ¢an chinh xdc mdt
lugng bt hat twong dng khodng 100 mg diclofenac natri cho vao binh dinh mue 100 ml, thém 80
m! methanol 50%, 1{c déu. hod tan diclofenac biing cdch siéu d4m trong 60 phit. Thém methanol
50% d€n vach, loc qua mang loc milipore 0,45 um. LAYy dich loc pha lodng bing pha dong d& c¢6
dung dich thit ¢6 ndng dé khoing 0,005%.

Dung dich chudn: Can chinh xdc khodng 100 mg diclofenac natri chudn cho vio binh dinh mic
100 m}, thém 80 ml methanol 50%, lic cho tan, thém methanol 50% dén vach, ldc déu, loc qua
mang loc milipore 0,22 pm. L4y dich loc pha lodng bing pha déng d€ ¢ dung dich chudn ¢6
ndéng d6 khodng 0.005%.

Him lugng diclofenac nawi (C4H,¢C1;NNaO,) (mg) trong 1 nang dugc tinh theo cOng thic:

X({mg) =1‘_‘><MC xCx—hﬁIﬂ
rL' T
ty; dién tich dinh thua duge tit dung dich thit.
t.: dién tich dinh thu duge nr dung dich chufn.
Me: lugng chat chudn da cin (mg)
C: ham lugng cia chat chudn (%)
Mre: Khéi lugng trung binh ciia vién nang (mg)
Mrq: Khéi tugng chit thit d8 ¢in (mg)

Trang : 3/4



III . PONG GOI - GHI NHAN - BAO QUAN - HAN DUNG

- Epvil0vién

- Nhin ding qui ché

- Bdo qudn ndi khé mdt, trdnh 4nh sdng
- Han ding 24 thiang

-

BOY !E Cao Lanh, ngay 1 thdng 11 nam 2004
PHAN VIEN KIEM NGUHIEM GIAM POC

PA THAM TRA
Ngi yZ%..théuaA/L.ném a"’[

'M Trang : 4/4



CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Béc lgp - Ty do - Hanh phiic

BO YTE
PHAN VIEN KIEM NGHIEM
200 Co Bic — Q.1 — TP.HCM
‘R 8368453 — Fax: 8367900

PHIEU KIEM NGHIEM

1$0/IEC mzs
VILAS 108
S6': ZhH. /PVKN-TC2004

Miu ki€m nghiém : Vién nang DIFENAC - KD (Diclofenac SR 100 mg)
Ndi sdn xuit : Cty ¢6 phian XNK Y t€ Domesco
S4'16 1 02 Han ding
S& ding ky ki€m nghiém : 23Gtc 244 S& diing ky :
Ndi gdi miu : Cty ¢0 phdn XNK Y & Domesco :";' !
Ngudi giao méu : Lé Hau )
Ngudi nhén miu : Trin Nguy&n Phuong Thio
Ngily giao nhiin miu : 27.9.2004 :
Yéu cfiu ki€m nghiém : Thdm tra tiéu chudn va klem tra pham chit
Tiéu chudn dp dyng : TCCS : :
Tinh trang méu khi nhén : Vién nang ép vi bim IOv €6 in nhan. Lugng miu gdi: 100y,
Ot 6idu | Mife chfft-tytong 70z
Tinh chét Vidn na khongmau, trong sud
. |-bén tron;i\cliﬂ/cac vi hat hi
| maw tring,hoﬁc trdng nga \
D¢ aong déu khéi hwgng | + 7,5 KLTB vi hat trong nang )
Dinh tinh bicelofenac natri " | Puing
P46 hoa tan Theo TCCS Pat
Dinh lugng
- Diclofenac natri 95 % - 105 % Cy4HoCl;NNab; so Pat (100,83 %)
v6i ham hugng ghi trén nhan

mLm: Miu thi¥ 16 s6 02 dat yéu cdu phgm chit theo TCCS./-

Ngay 22 thdng A1 n&m 2004
Ki". Phéin Vién Trudng

PHO.2HAN TGN TRUONE




	Bai tom tat
	Muc luc
	Mo dau
	Chuong I: Tong quan ve mot so ky thuat moi da ung dung
	1. Phuong phap bao quan vi khuan bang ky thuat dong kho
	2. Ky thuat vi nang hoa ung dung trong baoche vi nang
	3. Bao che vi hat bang thiet bi tang soi
	4. Thiet ke va toi uu hoa cong thuc va qui trinh bao che bang phan mem thong minh

	Chuong II: Nguyen lieu va phuong phap NC
	1. Cac nguyen, vat lieu, thiet bi
	2. Phuong phap NC

	Chuong III: Noi dung NC, ket qua va ban luan
	1. NC bao che vien bao tan 
	2. NC bao che bot dong kho vi khuan Lactic lam men tieu
	3. NC bao che vien bao phim chua Amâicilin va Acid Clavulanic
	4. NC ung dung ky thuat vi nang de bao che thuoc vien Vitamin co sinh kha dung va do on dinh cao
	5. NC dieu che nguyen lieu duoc lieu va vien nen Magaldrat
	6. NC bao che vien nang PTKD voi hoat chat Diclofenac Natri

	Ket luan
	Tai lieu tham khao
	Phu luc



