
TẠP CHÍ Y DƯỢC HỌC CẦN THƠ – SỐ 29/2020 

171 

 

5.  Lam A. Y. M., Wong D. S. Y., Lam L. K., Ho W. S. & Chan H. H. L. (2001), A Retrospective 

Study on the Efficacy and Complications of Q-Switched Alexandrite Laser ìn the Treatment 

of Acquired Bìlateral Nevus of Ota-Like Macules, Dermatologic surgery, 27(11), pp 937-

942.  

6. Landi M. T., Baccarelli A., Tarone R. E., Pesatori A., Tucker M. A., Hedayati M., et al. 

(2002), DNA repair, dysplastic nevi, and sunlight sensitivity in the development of 

cutaneous malignant melanoma, Journal ofthe National Cancer Institute, 94(2), pp 94-101 

7. Lauren A. Baker A. G. P. (2014), Drug-Induced Pigmentary changes. In A. G. P. Diane 

Jackson Richards (Ed.), Dermatology azlasfor skin of color, pp 39-43  

8.  Mizoguchi M, Murakami F, Ito M, et al (1997), Clinical, pathological, and etiologic aspects 

of acquired dermal melanocytosis. Pigment Cell Res;10: pp 176-83 

9.  Park JM, Tsao H, Tsao S (2009), Acquired bilateral nevus of Ota-like macules (Hori nevus): 

etiologic and therapeutic considerations, J Am Acad Dermatol.;61(1): pp 88-93 

10. Polnikorn N, Tanrattanakorn S, Goldberg DJ (2000), Treatment of Hori's nevus with the Q-

switched Nd:YAG laser. Dermatol Surg; 26: pp 477-80 

11. Sun CC, Lu YC, Lee EF, et al (1987), Naevus fusco-caeruleus zygomaticus. Br J 

Dermatol;1: pp 545-53. 

12. Wang B.-Q., Shen Z.-Y., Fei Y., Li, H., Liu J.-H., Xu H., et al. (2011), A population-based 

study of acquired bilateral nevus-of-Ota-like macules in Shanghai, China, Journal of 

lnvestigative Dermatology, mm, pp 358-362 
(Ngày nhận bài: 10/08/2020 - Ngày duyệt đăng: 09/09/2020) 
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TÓM TẮT 
       Đặt vấn đề: Sibutramine và phenolphthalein là hai chất thường xuyên được trộn trái phép 

trong các sản phẩm thực phẩm chức năng giảm cân. Tuy nhiên, chúng đã bị loại khỏi thị trường do 

sibutramin gây tác dụng phụ nghiêm trọng lên tim mạch, phenolphthalein được phát hiện là chất 

gây ung thư và cũng được coi là nguyên nhân gây ra những thay đổi trong DNA. Mục tiêu: Xây 

dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời sibutramine và phenolphthalein trong thực phẩm 

chức năng giảm cân bằng phương pháp HPLC đồng thời ứng dụng quy trình để phân tích 

sibutramine và phenolphthalein trong một số mẫu thực phẩm chức năng giảm cân thu thập trên thị 

trường. Đối tượng và phương pháp: Mẫu thực phẩm chức năng mua trên thị trường được xây dựng 

và thẩm định quy trình theo hướng dẫn của AOAC. Kết quả: điều kiện sắc ký: cột Restek C18 (250 

mm x 4,6 mm; 5µm), pha động: acid formic 0,1%/acetonitril – methanol – ammonium acetate 

0,2%/methanol – nước (40:60), chế độ rửa giải gradient; quy trình được thẩm định với độ thu hồi 

của phương pháp từ  91,87 – 96,46% và RSD trong khoảng 1,48 – 4,11%, giá trị LOD và LOQ lần 

lượt là 0,33 mg/kg và 1 mg/kg. Kết luận: Quy trình định lượng đồng thời sibutramine và 
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phenolphthalein trong thực phẩm chức năng giảm cân đã được xây dựng và thẩm định đạt yêu cầu, 

phương pháp đã ứng dụng thành công trên 10 mẫu thực phẩm chức năng giảm cân trên thị trường. 

      Từ khóa: sibutramin, phenolphthalein, thực phẩm chức năng giảm cân, HPLC-PDA. 

 

ABSTRACT 

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SIBUTRAMINE AND 

PHENOLPHTHALEIN IN NATURAL WEIGHT LOSS SUPPLEMENTS 

BY HPLC-PDA 
Nguyen Thai Ngoc Mai, Nguyen Thi Ngoc Van* 

Can Tho University of Medicine and Pharmacy 

      Background: Sibutramine and phenolphthalein are two substances that are frequently 

illegally mixed in weight loss supplements. However, they were removed from the market due to the 

serious cardiovascular side effects of sibutramine, phenolphthalein found to be a carcinogen and 

also considered the cause of changes in DNA. Objectives: Determination and validation 

simultaneous sibutramine and phenolphthalein in weight loss supplements by HPLC and applying 

the procedure to analyze sibutramine and phenolphthalein in some weight loss supplement samples 

collected in market. Materials and Methods: sibutramine and phenolphthalein in weight loss 

supplements, the method was validated under AOAC guidance. Results: Chromatography 

condition: Restek C18 column (250mm x 4,6mm; 5µm) with a gradient mode using formic acid 

0,1%/acetonitrile – methanol – ammonium acetate 0,2%/methanol – water (40:60) as mobile phase. 

The recovery of method ranged 91.87 – 96.46% and RSD is from 1.48 – 4.11%, the LOD and LOQ 

were 0.33 mg/kg - 1 mg/kg, respectively. Conclusion: The results of the study showed that the 

proposed HPLC-PDA methods precise and accurate. The method was helpful for identification and 

quantification of the prohibited substances in weight loss supplements in the market. 

Keywords: sibutramine, phenolphthalein, slimming dietary supplements, HPLC-PDA. 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

  Theo Tổ chức Y tế Thế giới (World Health Organization – WHO), tình trạng béo 

phì trên thế giới đã tăng gần gấp ba lần kể từ năm 1975 [9]. Với tình trạng thừa cân và béo 

phì tăng cao trong cuộc sống bận rộn hiện nay thì thay vì thực hiện chế độ ăn uống và tập 

luyện lành mạnh, nhiều người lại tìm đến những sản phẩm giảm cân với mong muốn giảm 

được cân nặng một cách nhanh chóng. Một mặt, tuy việc sản xuất, kinh doanh, xuất nhập 

khẩu các sản phẩm thuốc giảm cân dưới dạng thực phẩm chức năng đang phát triển nhanh, 

mạnh và ngày càng đa dạng nhưng nước ta nói chung và Bộ Y tế nói riêng chưa thực sự đưa 

ra chính sách quản lý nghiêm cũng như những quy định cụ thể đối với loại mặt hàng này. 

Các loại thuốc giảm cân này chủ yếu là ở dạng uống, có ảnh hưởng trực tiếp đến bên trong 

cơ thể và sức khỏe của con người. Ngoài ra, các sản phẩm làm đẹp trên thị trường là những 

sản phẩm vì mục đích thu được lợi nhuận cao nên khó tránh khỏi một số nhà sản xuất muốn 

đẩy mạnh tiêu thụ, có thể trộn trái phép các hoạt chất tân dược hoặc một số chất cấm vào 

các sản phẩm thuốc giảm cân được ghi là có nguồn gốc thảo dược để chúng tạo ra hiệu quả 

nhanh chóng hơn. Theo FDA và nhiều bài báo của các tác giả được công bố, các chất thường 

được trộn vào các sản phẩm giảm cân trên là sibutramine và phenolphthalein, là những chất 

có thể gây ra tác dụng phụ cực kỳ nghiêm trọng cho sức khỏe con người, thậm chí là có thể 

dẫn đến tử vong [6], [8], [9]. Do đó, nghiên cứu được thực hiện nhằm xây dựng và thẩm 

định quy trình định lượng đồng thời sibutramine và phenolphthalein có trong thực phẩm 

chức năng giảm cân bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao. 
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II. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 2.1. Nguyên liệu 

- Chất chuẩn sibutramine hydroclorid monohydrat (HPC): Lot: 794648; độ tinh kiết 

≥ 99,9% (HPLC). Chất chuẩn phenolphthalein (LGC): Lot: W1016520; độ tinh khiết ≥ 

99,82% (HPLC). Chất chuẩn clenbuterol (LGC): Lot: G1023427; độ tinh khiết 97,08% 

(HPLC). 

- Methanol, acetonitrile, nước cất đạt chuẩn HPLC (Merck). Acid formic, 

ammonium acetate, NaCl, MgSO4 khan, dung dịch ammoniac 25% (Fisher). 

 2.2. Thiết bị 

     Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC Shimadzu (LC 20AD) gồm hệ thống tiêm mẫu tự 

động, bơm, lò cột và trang bị đầu dò PDA, cột Restek C18 (250 mm x 4,6 mm; 5µm) và các 

thiết bị khác 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

Chuẩn bị mẫu phân tích 

Hỗn hợp chuẩn gốc: Cân chính xác 10mg sibutramine, phenolphthalein hòa tan trong 

bình định mức 10mL với methanol, lắc kĩ, bổ sung dung môi đến vạch, thu được dung dịch 

hỗn hợp chuẩn gốc có nồng độ mỗi chất chuẩn là 1000µg/mL. 

    Mẫu thử: Cân chính xác khoảng 0,5g mẫu thử chiết 2 lần, mỗi lần với 5mL MeOH, siêu 

âm trong 10 phút. Gộp dịch chiết đem đi thổi khô dung môi. Tiến hành loại tạp phân cực 

bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng. Tiếp tục loại tạp kém phân cực bằng cách lắc với hexan. 

Cuối cùng lọc vào vial rồi tiêm vào hệ thống sắc ký. 

Khảo sát điều kiện sắc ký: Các điều kiện sắc ký cố định như cột sắc ký Restek C18 

(4,6 x 250mm; 5µm), thể tích tiêm 20µL và tốc độ dòng 1mL/phút. Tiến hành khảo sát các 

điều kiện sắc ký bao gồm chương trình rửa giải, bước sóng phát hiện, thành phần và tỉ lệ 

pha động để lựa chọn điều kiện sắc ký tối ưu.  

2.4. Nội dung nghiên cứu 

Xây dựng và thẩm định quy trình phân tích 

 Thẩm định quy trình phân tích theo hướng dẫn của AOAC bao gồm các chỉ 

tiêu: tính tương thích hệ thống, tính đặc hiệu, khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện 

(LOD) và giới hạn định lượng (LOQ), độ chính xác và độ đúng [3]. 

Ứng dụng 

Định lượng sibutramin và phenolphthalein trên 10 mẫu thực phẩm chức năng 

giảm cân trên thị trường.  

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quả khảo sát, lựa chọn điều kiện sắc ký 
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Bảng 1. Điều kiện sắc ký 

Cột sắc ký Restek C18 (4,6 x 250mm; 0,5µm)  

Pha động A Acetonitrile/0,1% formic acid  

Pha động B Methanol 

Pha động C Methanol – water (40:60)/0,2% ammonium acetate 

Chương trình 

gradient 

Thời gian (phút) Pha động A (%) Pha động B (%) Pha động C 

(%) 

1 0 30 70 

5,5 0 10 90 

6 25 35 40 

13 25 65 10 

14 70 30 0 

19 90 10 0 

Tốc độ dòng 1 mL/phút 

Thể tích tiêm 20 µL 

Nhiệt độ cột 30oC 

Bước sóng phát hiện 225nm 

Hình 1: Sắc ký đồ hỗn hợp chuẩn sibutramine, phenolphthalein và nội chuẩn ở điều kiện 

sắc ký lựa chọn 

3.2. Kết quả thẩm định quy trình phân tích 

Tính tương thích hệ thống 
      Tiến hành tiêm lặp lại 6 lần mẫu hỗn hợp chuẩn siburamine và phenolphthalein nồng 

độ 20ppm và nội chuẩn nồng độ 20ppm với điều kiện HPLC đã chọn. Kết quả cho thấy RSD 

thời gian lưu và diện tích đỉnh thấp (< 2%) và RSD của tỉ lệ diện tích pic của các chất phân 

tích và nội chuẩn đáp ứng yêu cầu theo hướng dẫn của AOAC (RSD < 15%). 
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Bảng 2. Tính tương thích hệ thống 

  Thời 

gian 

lưu 

(tR) 

Diện tích 

đỉnh (S) 

Hệ số 

bất 

đối 

(As) 

Độ phân 

giải (Rs) 

Hệ số 

dung 

lượng 

(k’) 

Số đĩa lý 

thuyết 

(N) 

Phenolpthalein TB 6,74 1206546 1,145 11,053 2,744 8056 

SD 0,004 1177 0,001 0,102 0,002 14,919 

RSD% 0,05 0,1 0,11 0,92 0,07 0,19 

Sibutramine TB 15,94 442991 1,137 39,776 7,856 154326 

SD 0,012 5106 0,01 0,05 0,007 1365 

RSD% 0,08 1,15 0,84 0,13 0,09 0,88 

Độ đặc hiệu 

      Tiến hành phân tích mẫu chuẩn, mẫu trắng, mẫu thử giả lập, mẫu dung môi hòa tan, 

mẫu dung môi pha động, mẫu dung môi chiết. Kết quả phân tích được trình bày trong hình 

2 cho thấy ở sắc ký đồ mẫu trắng, mẫu dung môi hòa tan, mẫu dung môi pha động, mẫu 

dung môi chiết không xuất hiện pic trùng thời gian lưu với các chất cần phân tích so với sắc 

ký đồ của hỗn hợp các chất chuẩn. Trên sắc ký đồ của mẫu thử thêm chuẩn có xuất hiện các 

pic có thời gian lưu trùng với các chất phân tích trong mẫu chuẩn. Như vậy phương pháp có 

tính đặc hiệu đạt yêu cầu.  

 

Hình 2: Sắc ký đồ thẩm định tính đặc hiệu 

 (1: Dung môi pha động; 2: Dung môi hòa tan; 3: Dung môi chiết; 4: Mẫu chuẩn 

clenbuterol; 5: Mẫu chuẩn phenolphthalein; 6: Mẫu chuẩn sibutramine; 7: Mẫu hỗn hợp 

chuẩn; 8: Mẫu trắng; 9: Mẫu thử thêm chuẩn) 

Tính tuyến tính 

     Tiến hành phân tích 8 mẫu thử giả lập có nồng độ từ 1 – 80ppm, nồng độ nội chuẩn 

cố định là 20ppm với điều kiện HPLC đã chọn. Xây dựng phương trình hồi quy thể hiện 

mỗi tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của phenolphthalein và sibutramine. 
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LOD và LOQ 

      LOD và LOQ được xác định dựa vào giá trị số tín hiệu/ nhiễu (S/N) tại nồng độ thấp 

nhất mà S/N lần lượt 3 và 10. 

Bảng 3. Kết quả thẩm định tính tuyến tính, LOD và LOQ 

 Phương trình hồi qui R2 LOD (ppm) LOQ (ppm) 

Phenolpthalein y = 146066x - 122622 0,9989 0,33 1 

Sibutramine y = 41104x - 10455 0,9999 0,33 1 

Kết quả thẩm định cho thấy trong khoảng nồng độ 1-80 ppm có sự tương quan tuyến 

tính giữa nồng độ và diện tích pic của các chất phân tích với hệ số tương quan R2 > 0,995. 

LOD và LOQ của hai chất cần phân tích giá trị tương đối thấp (0,33 - 1 ppm).  

Độ đúng và độ chính xác 

     Thêm vào mẫu trắng một lượng xác định hỗn chuẩn sibutramine và phenolphthalein 

tương ứng với ba mức nồng độ 4ppm, 8ppm, 12ppm. Độ đúng được xác định dựa trên % 

lượng chất thu hồi so với lượng chuẩn đã thêm vào. Ở mỗi nồng độ được phân tích lặp lại 6 

lần mỗi ngày, trong 3 ngày liên tiếp.  

Bảng 4. Kết quả thẩm định độ đúng và độ chính xác 

Chất phân tích 

Độ thu hồi (%) 
Độ chính xác 

(8ppm) (n = 6) 

4ppm 8ppm 12ppm 
Trong ngày 

RSD % 

Liên ngày 

RSD % 

Phenolpthalein 
93,55 

 

96,46 

 

93,97 

 

1,48 2,46 

Sibutramine 
91,87 

 

94,43 

 

92,02 

 

2,24 3,10 

Độ thu hồi trong khoảng 91,87 – 96,46%. RSD% của các phân tích trong ngày và 

liên ngày đều thấp. Như vậy, phương pháp đã xây dựng có độ thu hồi và độ chính xác đạt 

yêu cầu theo quy định AOAC. 

3.3. Ứng dụng quy trình định lượng các sibutrmine và phenolphthalein trong một số 

thực phẩm chức năng thực tế trên thị trường 

Quy trình phân tích sau khi thẩm định đạt yêu cầu được ứng dụng để định lượng 2 

chất cấm trong 10 mẫu thực phẩm chức năng giảm cân. Kết quả phân tích được trình bày ở 

bảng 5. 

Bảng 5. Kết quả định lượng sibutramine và phenolphthalein trong một số sản phẩm 

Chất phân tích Số lượng mẫu nhiễm Khoảng nồng độ nhiễm (mg/kg) 

Phenolpthalein 4 21,07 – 16349,46 

Sibutramine 8 17,51 – 14460,69 

Kết quả từ bảng 4 cho thấy phenolphthalein có trong 4/10 mẫu, sibutramine phát 

hiện trong 8/10 mẫu với khoảng nồng độ từ 17,51 – 16349,46 mg/kg.  

IV. BÀN LUẬN 

      Thực phẩm chức năng là một nền mẫu phức tạp, các chất cấm trộn trái phép ở nồng độ 

rất nhỏ nên việc lựa chọn quy trình xử lý mẫu và thiết bị phân tích phải đòi hỏi có khả năng 

làm sạch mẫu, phân tích đồng thời các chất phân tích với độ nhạy và độ đặc hiệu cao. Dịch 

chiết được loại tạp phân cực bằng phương pháp chiết lỏng - lỏng và dùng dung môi hữu cơ 
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để loại tạp kém phân cực. Kết quả cho thấy phương pháp xử lý mẫu tuy đơn giản nhưng cho 

hiệu suất thu hồi khá cao, độ lặp lại ổn định. Chuẩn nội dùng trong nghiên cứu clenbuterol 

đáp ứng yêu cầu phân tích do có tính chất tương tự chất phân tích nên loại bỏ được ảnh 

hưởng tới quá trình xử lý và phân tích mẫu. Trên thế giới và Việt Nam đã có rất nhiều nghiên 

cứu đưa ra các phương pháp xác định riêng hoặc đồng thời sibutramine và phenolphthalein 

với nhiều kỹ thuật phân tích khác nhau như: Sắc ký khí ghép khối phổ (GC-MS) [3]; Sắc ký 

lỏng ghép khối phổ (LC-MS/MS) [7]; Sắc ký lỏng siêu cao áp (UHPLC-DAD) [10]; Sắc ký 

lỏng hiệu năng cao (HPLC) [1], [2], [4], [8]. Tuy nhiên, nghiên cứu này lựa chọn HPLC là 

kỹ thuật phổ biến, thường quy, có độ chính xác cao để phân tích sibutramine và 

phenolphthalein trong thực phẩm chức năng giảm cân. Phương pháp đã xây dựng có khả 

năng định tính và định lượng được đồng thời 2 chất nghiên cứu với LOD và LOQ trong 

khoảng từ 0,33 - 1 ppm. So sánh với các nghiên của đã công bổ của tác giả Ma Wei và cộng 

sự, giá trị LOD của phương pháp xây dựng thấp hơn chứng tỏ quy trình đạt độ nhạy cao hơn 

[8]. Tình trạng các sản phẩm thực phẩm chức năng giảm cân lưu hành trên thị trường Việt 

Nam nhiễm chất cấm khá nhiều và ở nồng độ cao, so với các nghiên cứu đã công bố trước 

đó thì hàm lượng chất cấm được trộn cao hơn gấp nhiều lần [2], [10]. 

V. KẾT LUẬN 

      Nghiên cứu đã ứng dụng phương pháp HPLC - PDA để xây dựng quy trình định lượng 

đồng thời sibutramine và phenolpthalein trộn trái phép trong thực phẩm chức năng giảm 

cân. Phương pháp đáp ứng yêu cầu phân tích chất trộn trái phép với độ chọn lọc cao, khoảng 

tuyến tính với hệ số tương quan cao, giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng thấp, đạt độ 

đúng và độ chính xác. Phương pháp đã ứng dụng xác định các chất sibutramine và 

phenolphthalein trộn trái phép trong một số mẫu thực phẩm chức năng giảm cân trên thị 

trường. 
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TÓM TẮT 

  Đặt vấn đề: Viniferifuran là hợp chất chuyển hóa thứ cấp thuộc nhóm hợp chất dimer của 

stilben polyphenol, có chứa vòng benzofuran trong cấu trúc. Hợp chất này được công bố có các tác 

dụng sinh học đa dạng như chống oxy hóa, kháng viêm, kháng ung thư, bảo vệ tế bào tổn thương 

bởi sự chiếu xạ. Mục tiêu nghiên cứu: Trong nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu tiến hành tổng hợp 

viniferifuran từ monomer resveratrol ở quy mô phòng thí nghiệm. Đối tượng và phương pháp 

nghiên cứu:  Viniferifuran được tổng hợp qua 4 giai đoạn phản ứng: Từ resveratrol thực hiện phản 

ứng biomimetic, xúc tác FeCl3 tạo thành hỗn hợp sản phẩm; Tiến hành tinh chế bằng sắc ký cột cổ 

điển thu được hỗn hợp viniferin; Acetyl hóa hỗn hợp này và tiếp tục cho phản ứng thơm hóa với 2,3-

Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) chuyển vòng dihydrobenzofuran thành vòng 

benzofuran; Sau đó, kiềm hóa sản phẩm sẽ thu được viniferifuran tinh khiết; Sản phẩm sau khi tổng 

hợp được tiến hành xác định cấu trúc bằng các phương pháp phổ hiện đại MS và NMR. Kết quả: 

Qua các giai đoạn phản ứng và tinh chế, nhóm nghiên cứu đã tổng hợp thành công viniferifuran từ 

resveratrol. Nghiên cứu đã mô tả quy trình thực hiện, điều kiện của từng giai đoạn phản ứng đồng 

thời kết quả và biện giải phổ đồ cấu trúc. Kết luận: Nghiên cứu đã xây dựng thành công quy trình 

tổng hợp viniferifuran quy mô phòng thí nghiệm theo điều kiện thực nghiệm cụ thể tại trường Đại 

học Y dược Cần Thơ. Kết quả nghiên cứu có tiềm năng được áp dụng trong các nghiên cứu tổng hợp 

hóa dược, phục vụ việc nghiên cứu tổng hợp các hợp chất tiềm năng mới có hoạt tính sinh học cao. 

Từ khóa: viniferifuran, polyphenol, resveratrol, hợp chất thiên nhiên, tổng hợp hữu cơ, 

các phương pháp quang phổ phân tích, NMR. 
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