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Đặt vấn đề
Mục tiêu chính của liệu pháp kháng virus

cho bệnh nhân nhiễm virus gây suy giảm miễn
dịch ở người (HIV) là ức chế sự nhân lên của
virus. Để đạt được mục tiêu này, việc điều trị
kết hợp với hai hoặc nhiều thuốc kháng virus
đã được khuyến cáo từ thập niên 1990 [1]. 

Tenofovir disoproxil (TEN), thường được
bào chế ở dạng muối của acid furmaric (hình
1 A), là  tiền chất (prodrug) đã được FDA Hoa Kỳ

phê duyệt năm 2001 cho điều trị nhiễm HIV-1
và HIV-2 [2]. TEN thuộc nhóm thuốc kháng virus
có thể ức chế enzym sao chép ngược loại
nucleosid/nucleotid (nucleoside/nucleotide
reverse transcriptase inhibitors - NRTIs). Sau khi
hấp thu, TEN bị thuỷ phân diester và phosphoryl
hoá tạo ra dạng diphosphat (có khả năng cạnh
tranh với deoxyadenosin 5´-triphosphat gây ức
chế enzym quyết định sự phát triển DNA của
virus). Emtricitabin (EMT, hình 1 B) là một thuốc
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NRTI khác [3] có khả năng ức chế quá trình sao
chép ngược của HIV-1 nhờ cạnh tranh với
deoxycytidin 5'-triphosphat. Nhằm giảm thiểu
hiện tượng kháng NRTI, biệt dược Truvada
(phối hợp TEN và EMT) đã được kê đơn ở Hoa Kỳ
từ năm 2004 cho điều trị HIV-1 ở người lớn và
thanh thiếu niên cũng như dự phòng trước phơi
nhiễm HIV-1 qua đường tình dục ở những người
có nguy cơ cao [4].

Theo quy định của Dược điển quốc tế [5],
TEN và EMT trong viên nén hỗn hợp được định
lượng bằng phương pháp HPLC sử dụng cột
C18 (250  4,6 mm, 5 µm) và chương trình
gradient 19 phút với pha động A (kali
dihydrophosphat 27,2 g/L – nước (5 : 95, tt/tt))
và B (acetonitril – kali dihydrophosphat 27,2 g/L
– nước (70 : 5 : 25, tt/tt/tt)). Việc định lượng đồng
thời hai hoạt chất này trong chế phẩm cũng có
thể được tiến hành với các kỹ thuật sắc ký khác
như HPTLC [6] và HPLC đẳng dòng [7]. Ngoài ra,

một số phương pháp quang phổ tử ngoại cũng
có thể được sử dụng để định lượng TEN và EMT
trong hỗn hợp hai hoặc ba thành phần (ví dụ:
phổ tỉ đối đỉnh-tới-đỉnh [8], phổ đạo hàm và kết
hợp toán hoá [9]). So với HPLC và HPTLC, định
lượng đồng thời TEN và EMT bằng các phương
pháp quang phổ đã nêu có ưu điểm nổi bật là
thời gian phân tích ngắn hơn và chỉ sử dụng các
dung môi thân thiện môi trường. 

Nghiên cứu này được tiến hành nhằm đề
xuất phép định lượng đồng thời TEN và EMT
trong hỗn hợp hai thành phần bằng phép lấy
đạo hàm bậc nhất phổ tử ngoại nhờ thuật
toán biến đổi Fourier nhanh. Tính khả thi của
phương pháp quang phổ xây dựng được
đánh giá qua phép định lượng và thử độ hoà
tan hai hoạt chất này trong một chế phẩm
viên nén hiện đang lưu hành trên thị trường.

Cơsởlýthuyết
ĐạohàmbằngphépbiếnđổiFouriernhanh[10]
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Theo nguyên tắc, có thể khai triển một hàm tuần hoàn y(x) với chu kỳ L như một chuỗi Fourier: 
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                     (Phương trình 1) 
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Về mặt toán học, chuỗi Fourier có thể được tính gần đúng bằng cách sử dụng phép biến đổi 
Fourier rời rạc (Discrete Fourier transform - DFT). Do vậy, y(x) có thể đươc thay thế bởi N mẫu rời rạc 

�� � ������� với n = 0, 1, …, N – 1, và Yk được tính gần đúng như sau: �� � �
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phép toán Θ(N log N), có thể thực hiện việc tính các giá trị Yk (0 ≤ k < N) khi sử dụng phép biến đổi 
Fourier nhanh (Fast Fourier transform – FFT).  

Công thức tính đạo hàm của yn (0 ≤ n < N) sử dụng FFT để tính hệ số nội suy lượng giác 
(trigonometric interpolation coefficients) như sau. 

Đạo hàm bậc nhất của y(x) và yn sẽ cho kết quả tương ứng: 
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(Phương trình 3) 

Để tính ��", ��  được nhân với 
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k = N/2 nếu N là số nguyên chẵn. ��"  sau đó được tính từ ��" thông qua phép nghịch đảo FFT. 
Đạo hàm bậc hai của y(x) và yn sẽ cho kết quả tương ứng: 
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(Phương trình 5) 

Để tính ��"", ��  được nhân với ' 0
�� $1



 với k ≤ N/2 và nhân với ' 0
�� �$ ' ��1



 với k > N/2. ��"" 
sau đó được tính từ ��"" thông qua phép nghịc đảo FFT. 
 Cần chú ý rằng đạo hàm bậc hai sẽ không cho kết quả tương đương với hai lần đạo hàm bậc 
một liên tiếp trừ khi N là số nguyên lẻ (vì số hạng ���
 sẽ hoàn toàn triệt tiêu). Đạo hàm bậc cao hơn 

có thể tiến hành tương tự đạo hàm bậc một (với bậc đạo hàm lẻ) hoặc tương tự đạo hàm bậc hai 
(với bậc đạo hàm chẵn). 
Thuật toán làm trơn [11]  

 Hầu hết các thuật toán làm trơn đều dựa trên kỹ thuật “dịch chuyển và nhân”: lựa chọn một 
cửa sổ phổ có m điểm (thường là các số nguyên lẻ); lần lượt nhân từng điểm của một cửa sổ phổ 
này với một bộ các hệ số; sau đó, lấy tổng đại số của các phép nhân này đem chia cho tổng số các 
hệ số đã sử dụng để có được một điểm phổ làm trơn. Toàn bộ quá trình này được lặp lại khi cửa số 
phổ lựa chọn được dịch chuyển đi một điểm cho đến khi toàn bộ dải phổ được làm trơn. 
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Công thức tính cho thuật toán làm trơn đơn
giản nhất {có tên gọi: hình hộp chữ nhật
(rectangular boxcar) - hoặc trượt trung bình
không trọng số (unweighted sliding-average)}
cho cửa sổ phổ 3 điểm (m= 3) như sau: 

(Phương trình 6)
Trong đó Sj và Yj lần lượt là tính hiệu được làm

trơn và ban đầu của điểm thứ j (j = 2 ÷ n – 1, và n
tổng số điểm của toàn dải phổ ban đầu).

Với thuật toán làm trơn tam giác (triangular),
hàm làm trơn có trọng số (weighted) được sử
dụng là (ví dụ cho cửa số phổ 5 điểm (m=5,j=3
÷n–2):           

(Phương trình 7)
Tín hiệu sẽ ít nhiễu hơn nếu được làm trơn

nhiều lần. Thông thường, khi tiến hành làm
trơn n lần với cửa số phổ có độ rộng w tín hiệu
thu được sẽ tương đương với khi làm trơn với
của sổ phổ là n w–n+1. Ví dụ, làm trơn bằng
thuật toán tam giác một lần với cửa sổ phổ 5
điểm cũng giống như làm trơn bằng thuật
toán hình hộp chữ nhật hai lần với cửa số phổ
3 điểm.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
Các chế phẩm viên nén có chứa đồng thời

hai thành phần TEN 245 mg (tương đương với
300 mg dạng fumarat) và EMT 200 mg được
nghiên cứu gồm có: Emtricitabine/Tenofovir
disoproxil (Mylan Laboratories Limited - Ấn
Độ; SĐK: VN2-644-17, số lô: 3123184). Chất
chuẩn TEN (99,96 %) và EMT (100,1 %) có
nguồn gốc từ LGC Standards (Anh). Acid
hydrocloric 0,1M được sử dụng làm dung môi
hòa tan mẫu. Các dung dịch chuẩn được pha
từ các dung dịch chuẩn riêng rẽ TEN và EMT
100 mg/L trong bình định mức 50 mL. 

Để định lượng hoạt chất trong chế phẩm,

20 viên nén được nghiền mịn, trộn đều và cân
chính xác một lượng (tương ứng với khối
lượng trung bình của một viên) cho vào bình
định mức 50 mL, thêm khoảng 30-40 mL acid
hydrocloric 0,1M, lắc, siêu âm khoảng 15 phút
và thêm tiếp dung môi này cho tới vạch. Lọc,
loại bỏ khoảng 10 mL dịch lọc đầu; tiến hành
pha loãng 10 lần trong bình định mức 50 mL
được dung dịch đem đo quang với mẫu trắng
là acid hydrocloric 0,1M. 

Phép thử độ hòa tan được tiến hành trên
máy thử độ hòa tan Erweka DT 626 (Erweka
GmbH, Đức) với thiết bị cánh khuấy đặt ở tốc
độ 50 vòng/phút ở nhiệt độ 37 C. Môi trường
thử độ hòa tan là 900 mL dung dịch HCl 0,1M.
Tại các thời điểm xác định trong khoảng thời
gian 0 – 60 phút, lấy 3 mL mẫu để lọc; pha
loãng với tỉ lệ thích hợp bằng acid hydrocloric
0,1M trong bình định mức 10 mL rồi đem đo
quang. 

Phép đo độ hấp thụ quang được thực hiện
với máy quang phổ hai chùm tia UV-1800
Shimadzu (Nhật Bản) được kết nối với máy
tính (chạy hệ điều hành Window XP). Chế độ
đo độ hấp thụ: quét phổ từ 200 nm đến 400
nm; độ rộng khe sáng: 1,0 nm; tốc độ quét:
chậm; khoảng cách giữa hai điểm trên phổ:
0,05 nm; cuvet thạch anh 1 cm.

Biến đổi đạo hàm sử dụng bộ lọc Savitzky-
Golay được tiến hành với phần mềm UVProbe
phiên bản 2.4 (Shimadzu, Nhật). Biến đổi đạo
hàm bằng thuật toán biến đổi Fourier nhanh
được thực hiện với phần mềm MATLAB 2015a
(MathWorks, Mĩ), làm trơn được thực hiện với
phần mềm EXCEL 2016 (Microsoft, Mĩ) với các
thuật toán được xây dựng dựa vào các
phương trình ở mục “Cơ sở lý thuyết”.

Phương pháp phân tích đối chứng HPLC
theo nghiên cứu được công bố [7] được thực
hiện trên hệ thống Agilent 1200 Series HPLC
– PDA (Mỹ) với cột Luna® C18 (250 × 4,6 mm,
5 µm) – Phenomenex; pha động là hỗn hợp
acetonitril : 0,03 M kali dihydrophosphat được
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điều chỉnh với acid phosphoric để được pH
3,5 (60 : 40, tt/tt); bước sóng phát hiện: 270
nm; tốc độ dòng: 1,0 mL/phút; thể tích tiêm:
20 µL. Dung môi pha động, mẫu thử và chuẩn
đều được lọc qua màng 0,45 µm trước khi
phân tích trên hệ thống sắc ký. 

Kết quả nghiên cứu
Tiến hành lần lượt đo phổ hấp thụ của các

dung dịch chuẩn một thành phần TEN 24,5
mg/L, EMT 20 mg/L, hỗn hợp chuẩn hai thành
phần (TEN 24,5 mg/L + EMT 20 mg/L) và mẫu
(giả thiết đạt hàm lượng công bố) (hình 2).
Phổ hấp thụ UV của TEN và EMT lần lượt có
các cực đại tù tại các bước sóng 209,6 và 258,8
nm (TEN), và 287,1 nm (EMT). 

Hình 3A biểu diễn phổ đạo hàm thu được
bằng phép biến đổi Fourier nhanh phổ UV
của các dung dịch TEN và EMT ở nồng độ định
lượng, không được và được làm trơn 3 lần
bằng thuật toán làm trơn tam giác với cửa sổ
phổ có 17 điểm. Phổ đạo hàm bậc nhất của
hai dãy dung dịch chuẩn được trình bày ở
hình 3 B cho thấy ta có thể định lượng đồng
thời TEN và EMT lần lượt tại các bước sóng
giao điểm không (zero-crossing point): 230 và
246 nm. Bảng 1 biểu diễn kết quả khảo sát

tuyến tính của phép định lượng TEN và EMT
tại các bước sóng này. Hình 3B cho thấy
cường độ tính hiệu đạo hàm tại vị trí cực đại
của dung dịch TEN và EMT 52 mg/L thu được
bằng thuật toán Savitzky-Golay (phần mềm
UV Probe) giảm khoảng 15 lần so với phép
biến đổi Fourier nhanh. 

Kết quả định lượng một số chế phẩm hiện
đang lưu hành trên thị trường trình bày ở
bảng 2 cho thấy phương pháp quang phổ có
độ lặp tốt với RSD < 2 %. Độ đúng của phương
pháp này được đánh giá bằng kỹ thuật thêm
chuẩn (20 % so với hàm lượng ghi trên nhãn).
Kết quả cho thấy các % tìm lại với hai hoạt
chất TEN và EMT trong khoảng 98,8 – 101,6 %.
Kiểm định thống kê t-test (t tính < t bảng = 2,228)
và F-test (F tính < F bảng = 3,452) xác nhận không
có sự khác biệt đáng kể khi so sánh kết quả
định lượng (n = 6, p > 0,05) giữa phương pháp
quang phổ được xây dựng và phương pháp
HPLC đã được công bố [7]. 

Đường cong hòa tan (hình 4) cho thấy hơn
90% cả hai hoạt chất (so với hàm lượng ghi
trên nhãn) được giải phóng sau 10 phút với
chế phẩm được thử.  
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Hình2:PhổhấpthụUVcủacácdungdịchTEN24,5mg/L,EMT20mg/L,TEN24,5mg/L+EMT20
mg/Lvàmẫuthử



Hình4.Đườngconghòatancủamẫuthử
(trungbình±độlệchchuẩn,n=6)

Bảng1.Kếtquảkhảosátkhoảngtuyếntínhcủa
phépđịnhlượngTENvàEMTbằngquangphổ

*hệsốchắnkhác0khôngcóýnghĩathốngkê
(p>0,05)

Bảng2.Hàmlượng%sovớinhãncủaTENvà
EMTtrongmẫuthử

(viênnénEmtricitabine/Tenofovirdisoproxil)
(trungbình±độlệchchuẩn,n=6)

Bàn luận
Trong nghiên cứu này, dung môi hòa tan

mẫu đo quang là acid hydrocloric 0,1M vì nó
mô phỏng điều kiện hoà tan trong dạ dày (pH
= 1,5 – 3,5) của viên nén TEN-EMT. Sự lựa chọn
này cũng phù hợp vì cả hai chất đều có tính
base yếu (pKa = 3,75 với TEN và 2,65 với EMT
[12]) nên chúng có khả năng hoà tan tốt trong
môi trường acid. Hình 2 cho thấy TEN và EMT
(ở nồng độ định lượng) có tính cộng tính ánh
sáng trong khoảng bước sóng 200 – 320 nm
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Hình3.ĐạohàmbậcnhấtphổhấpthụUVbằngthuậttoánFFTcủa:(A)cácdungdịchTEN24,5
mg/L,EMT20mg/Ltrướcvàsaukhilàmtrơn,(B)dãydungdịchchuẩn4–52mg/Lvàmẫuthử,

vàbằngthuậttoánSavitzky-Golay(C)cácdungdịchTENvàEMT52mg/L
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Hoạt chất Bước sóng 
(nm) 

Phương trình hồi quy*  R2 

TEN 230 y = – 0,0143x – 0,00004 0,9990 

EMT 246 y = 0,0128x + 0,0118 0,9993 

 

 

TEN EMT 

HPLC Quang phổ HPLC Quang phổ 

98,8 ± 1,3 99,5 ± 2,1 100,7 ± 1,8 101,6 ± 2,7 

t tính = 0,694 
F tính = 2,609 

t tính = 0,679 
F tính = 2,250 

1.  
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và không có sự khác biệt đáng kể về hình
dạng phổ giữa dung dịch hỗn hợp chuẩn
(TEN 24,5 mg/L + EMT 20 mg/L) và mẫu đo có
nồng độ tương đương. Cực đại hấp thụ quan
sát được trên phổ UV là quá trình chuyển
dạng điện tử n  * và   * do sự có mặt
của các chromophore -nhóm mang mầu
[carbonyl, carboxyl, purine (TEN); carbonyl và
pyrimidine (EMT)] và các auxochrome - nhóm
trợ mầu (methyl, alkoxy, amino, fluoro, và
phosphoryl) trong phân tử của hai chất. Ngoài
ra, sự đan xen các dải phổ của TEN và EMT cho
thấy không thể trực tiếp định lượng từng thành
phần trong hỗn hợp bằng quang phổ UV
truyền thống. Đánh giá hình dạng phổ, đặc biệt
là sự khác biệt ở các bước sóng cực trị, chúng
tôi đã sử dụng phép lấy đạo hàm bậc nhất phổ
tử ngoại bằng thuật toán biến đổi Fourier
nhanh để có thể định lượng đồng thời TEN và
EMT trong hỗn hợp. Nguyên tắc của phép định
lượng này dựa vào việc xác định bước sóng để
định lượng một chất mà tại đó tín hiệu đạo hàm
của chất còn lại bị triệt tiêu.

Hình 3A cho thấy sự khác biệt giữa phổ
đạo hàm bậc nhất trước và sau khi làm trơn.
Khi  tăng, phép lấy đạo hàm bằng biến đổi
Fourier nhanh sẽ tạo ra tín hiệu ít nhiễu hơn
nhưng cường độ của tín hiệu cũng bị giảm đi.
Khảo sát cho thấy tín hiệu đạo hàm tối ưu có
thể đạt được với  = 1 nm kết hợp với làm
trơn phổ 3 lần bằng thuật toán tam giác với
cửa sổ phổ 17 điểm. Mục đích chính của quá
trình làm trơn phổ là giảm nhiễu. Với nhiễu
phân bố đều ở mọi bước sóng với độ lệch
chuẩn D, sau khi làm trơn một lần với thuật
toán tam giác (với cửa sổ phổ có m điểm)
lượng nhiễu còn lại trong tín hiệu sẽ là
D×0,8/√m [11]. Làm trơn nhiều lần sẽ giảm
nhiễu hiệu quả hơn so với làm trơn một lần
bằng thuật toán hình hộp chữ nhật, mặc dù
tín hiệu thu được sẽ có đáp ứng bước nhảy
chậm hơn.

Để so sánh, phép lấy đạo hàm bậc nhất
phổ tử ngoại cũng được thực hiện với bộ lọc
Savitzky-Golay với ∆λ = 4 nm (có sẵn trong
phần mềm Shimadzu UV Probe). Ở chế độ
mặc định, bộ lọc kỹ thuật số này tính giá trị
đạo bậc n (n  0, n = 0 tương ứng với làm trơn
phổ) tại điểm giữa của một cửa sổ phổ có 17

điểm. Nó dựa trên phép toán tích chập
(convolution) để giảm thiểu sai số bình
phương nhỏ nhất khi biểu diễn dữ liệu phổ
ban đầu bằng một hàm đa thức (polynomial).
Không thể phủ nhận rằng ứng dụng bộ lọc
Savitzky-Golay là bước ngoặt có tính đột phá
trong phân tích phổ. Tuy nhiên, nó vẫn còn
một số hạn chế: (i) chỉ áp dụng được với cửa
sổ phổ có số lẻ các điểm dữ liệu, (ii) không thể
tính giá trị đạo hàm cho các điểm quá gần với
điểm cuối của dải phổ, (iii) sự kết hợp của các
tham số (bậc đạo hàm, bậc đa thức và số điểm
dữ liệu) chỉ có sẵn trong bảng Savitzky –
Golay/Steinier, (iv) đây chỉ là phép tính gần
đúng giá trị đạo hàm, (v) lấy đạo hàm hai lần
hoặc nhiều lần liên tiếp không tạo ra một bộ
các hệ số tích chập như đã được trình bày
trong bảng Savitzky-Golay [13].

Hình 3B và C cho thấy phép lấy đạo hàm
bằng biến đổi Fourier nhanh kết hợp với làm
trơn (3 lần bằng thuật toán làm trơn tam giác
với cửa sổ phổ có 17 điểm) có ưu điểm nổi bật
so với bộ lọc Savitzky-Golay khi tạo ra tín hiệu
đạo hàm cao hơn 15 lần (giúp cải thiện độ
nhạy của phép đo). 

Phương pháp quang phổ của chúng tôi
được thẩm định các tiêu chí về độ lặp và độ
đúng theo hướng dẫn ICH Q2R1 [14]. Tương
quan chặt chẽ giữa tín hiệu đạo hàm và nồng
độ của TEN và EMT trong khoảng 4 ÷ 52 mg/L
đã được ghi nhận tại các bước sóng làm việc
(R2 > 0,990) (bảng 1). Khoảng tuyến tính được
khảo sát đã đáp ứng tiêu chí cho phép định
lượng (80 – 120 %) và thử độ hoà tan (40 – 120
%) so với nồng độ làm việc TEN 24,5 mg/L và
EMT 20 mg/L. Kết quả khảo sát độ đúng và
định lượng mẫu thực cho thấy sự có mặt của
tá dược trong viên nén không có ảnh hưởng
đáng kể đến độ lặp (RSD < 2 %) và độ đúng (%
tìm lại với kỹ thuật thêm chuẩn: 98,8 – 101,6 %)
của phép đo (bảng 2). Ngoài ra, không có sự
khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa phương
pháp quang phổ được xây dựng và phương
pháp HPLC đã được công bố (p > 0,05). Phương
pháp quang phổ này cũng chứng minh được
được khả năng ứng dụng cho phép thử độ hòa
tan của viên nén Emtricitabine/Tenofovir
disoproxil trong môi trường hòa tan là dung
dịch HCl 0,1M (hình 3). 
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Kết luận 
Dựa vào kết quả nghiên cứu của đề tài,

chúng tôi đã xây dựng được phép định lượng
trực tiếp, đồng thời TEN và EMT trong hỗn
hợp hai thành phần bằng phép biến đổi đạo
hàm phổ tử ngoại nhờ biến đổi Fourier nhanh
có độ chính xác (độ lặp lại và độ đúng) cao.
Phương pháp quang phổ đã nêu có khả năng
ứng dụng vào công tác kiểm nghiệm thuốc

(định lượng, thử độ hòa tan) do có yêu cầu kỹ
thuật đơn giản, tiết kiệm thời gian và chỉ sử
dụng các dung môi thông thường. Phương
pháp này có thể được sử dụng để giám sát
hàm lượng thuốc trong quá trình sản xuất,
đặc biệt khi số lượng mẫu lớn không thể thực
hiện được phương pháp sắc ký lỏng hiệu
năng cao (HPLC).
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