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THỰC PHẨM BẢO VỆ SỨC KHỎE –                                              XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG SILYMARIN BẰNG
  PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO
Dietary supplements – Determination of silymarin content 
by high performance liquid chromatographic method
HÀ NỘI – 2020
Lời nói đầu

TCVN .... :2020 được xây dựng trên cơ sở tham khảo United States Pharmacopoiea convention 35 (USP 35) - Dietary Supplements Chapter - Milk Thistle, Powdered Milk Thistle Extract,  Milk Thistle Tablets, Milk Thistle Capsules monograph;
TCVN  .......2020 do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia biên soạn, Bộ Y tế đề nghị, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng thẩm định, Bộ Khoa học và Công nghệ công bố.
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Thực phẩm bảo vệ sức khỏe – Xác định hàm lượng silymarin
bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Dietary supplements – Determination of silymarin content 
by high performance liquid chromatographic method
1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng silymarin (tính theo silybin) trong nguyên liệu và các sản phẩm thực phẩm bảo vệ sức khỏe có chứa silybum marianum (Milk Thistle) bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC).
LOQ…………
2   Nguyên tắc

Các silymarin trong mẫu được chiết bằng metanol, lọc rồi tiến hành phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với detector UV ở bước sóng 288 nm.
Trong silybum marianum, thành phần silymarin (tính theo silybin) bao gồm tổng hàm lượng các chất silychristin, silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A và isosilybin B.
3   Thuốc thử

Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, dùng cho sắc ký lỏng hiệu năng cao và nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác. 

3.1   Axit phosphoric (H3PO4), 85 %.
3.2   Chất chuẩn silybin (hỗn hợp silybin A và silybin B). 
3.3  Bột cao khô silybum marianum đã được tiêu chuẩn hóa theo USP. 
3.4   Metanol (CH3OH). 

3.5   Etyl axetat (C4H8O2).
3.6   Pha động cho HPLC-UV:
- Kênh A: Hỗn hợp của nước:metanol:axit phosphoric (80:20:0,5 thể tích) 
- Kênh B: Hỗn hợp của metanol:nước:axit phosphoric (80:20:0,5 thể tích)
3.7   Dung dịch chuẩn gốc silybin 1,0 mg/ml 
Cân chính xác khoảng 100 mg silybin cho vào bình định mức 100 ml, hòa tan và định mức bằng  metanol thu được dung dịch chuẩn gốc silybin 1,0 mg/ml.

3.8  Dung dịch chuẩn làm việc silybin

Pha loãng dung dịch chuẩn gốc (3.7) với metanol để được dãy dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ 0,004 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,02 mg/ml; 0,05 mg/ml và 0,20 mg/ml.
3.9   Dung dịch chuẩn cao chiết silybum marianum 
Hòa tan một lượng chính xác bột cao khô silybum marianum đã chuẩn hóa (3.3), rung siêu âm 20 min và pha loãng bằng metanol để có được dung dịch có nồng độ khoảng 0,7 mg/ml. Chuyển 1,0 ml dung dịch này vào bình định mức 5 ml và thêm metanol đến vạch. Lọc qua màng lọc 0,45 µm.
3.10   Hexan (C6H14).

4   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

4.1   Thiết bị sắc ký lỏng hiệu năng cao3), gồm bơm, bộ loại khí, bộ bơm mẫu tự động, bộ ổn định buồng cột, detector UV-Vis (hoặc PDA), máy tính có phần mềm kiểm soát và phân tích dữ liệu.
4.2   Cột phân tích C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 µm) và tiền cột tương ứng hoặc loại tương đương
CHÚ THÍCH: Loại cột, chiều dài và đường kính của cột có thể được thay đổi theo kỹ thuật sử dụng HPLC.

4.3   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg.
4.4   Bể rung siêu âm, có thể duy trì nhiệt độ 50 oC.
4.5   Máy nghiền, có khả năng nghiền mẫu thử lọt qua sàng có cỡ lỗ 0,5 mm.
4.6   Máy lắc vortex.
4.7   Máy đo pH.
4.8   Bình định mức, dung tích 25 ml, 100 ml và 1 000 ml.
4.9   Pipet tự động, có thể phân phối các thể tích từ 50 μl đến 200 μl và từ 500 μl đến 2 500 μl, đã được hiệu chuẩn.
4.10   Màng lọc xyranh, bằng PTFE, kích thước 13 mm, cỡ lỗ 0,45 μm.
4.11  Lọ đựng mẫu cho HPLC, có nắp vặn được phủ teflon.
4.12  Bộ lọc dung môi sắc ký, sử dụng màng nylon cỡ lỗ 0,45 μm.
4.13   Xyranh, dung tích 3 ml.
4.14   Thiết bị chiết hồi lưu. 

5   Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này. Nên lấy mẫu theo tiêu chuẩn có liên quan.
Mẫu gửi đến phòng thử nghiệm phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.

6   Chuẩn bị mẫu thử

6.1   Bột thô silybum marianum 
Cân khoảng 10 g silybum marianum đã được xay mịn, chính xác đến 0,1 mg, cho vào trong ống chứa mẫu và đậy lại bằng một ít bông. Chuyển ống chứa mẫu vào bình cầu 250 ml của bộ chiết có chứa 150 ml dung dịch hexan (3.10), chiết trên thiết bị chiết  hồi lưu (4.14) trong 4 h. Sau đó để nguội về nhiệt độ phòng, tháo bình cầu có chứa dịch chiết hexan ra khỏi thiết bị chiết và loại bỏ dung môi hexan. Loại bỏ lớp hexan còn dính trong ống bằng cách làm khô tự nhiên. Chiết hồi lưu tiếp ống chứa mẫu với khoảng 100 ml etyl axetat (3.5). Sau 8 h, chuyển dịch chiết vào bình định mức 100 ml (4.8), thêm metanol (3.4) tới vạch và lắc đều. Chuyển 1 ml dung dịch này vào bình định mức 25 ml, pha loãng bằng metanol đến vạch. Lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.10) rồi tiến hành phân tích trên thiết bị HPLC. 
6.2   Bột cao khô silybum marianum 
Chuyển một lượng bột cao khô được cân chính xác đến 1,0 mg, có chứa khoảng 40 mg silymarin, cho vào bình định mức 100 ml (4.8). Thêm 70 ml metanol (3.4), rung siêu âm (4.4) trong 20 min. Làm mát đến nhiệt độ phòng và pha loãng đến vạch bằng metanol. Lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.10) rồi tiến hành phân tích trên thiết bị HPLC.

6.3   Viên nén, viên nang 
Đồng hóa ít nhất 20 viên. 
Chuyển một lượng mẫu đồng nhất có chứa khoảng 100 mg silymarin, cho vào bình định mức 100 ml (4.8), thêm 90 ml metanol (3.4), rung siêu âm (4.4) trong 20 min, thỉnh thoảng lắc đều. Làm mát đến nhiệt độ phòng và pha loãng đến vạch bằng metanol. Lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.10) rồi tiến hành phân tích trên thiết bị HPLC.

7   Cách tiến hành
7.1   Điều kiện vận hành HPLC
Các điều kiện phân tích trên hệ thống HPLC sau đây được cho là thích hợp:

(   Pha động kênh A: Hỗn hợp của nước:metanol:axit phosphoric (80:20:0,5 thể tích) 

(  Pha động kênh B: Hỗn hợp của metanol:nước:axit phosphoric (80:20:0,5 thể tích) theo chương trình gradient trong Bảng 1.
Bảng 1 – Chương trình gradient pha động phân tích Silymarin
	Thời gian                     (min)
	Kênh  A                 (%)
	Kênh B                (%)

	0 đến 5
	85
	15

	5 đến 20
	85 đến 55
	15 đến 45

	20 đến 40
	55
	45

	40 đến 41
	55 đến 85
	45 đến 15

	41 đến 55
	85
	15


(   Nhiệt độ buồng cột: 40 0C

(   Bước sóng phát hiện và định lượng 288 nm.

(   Tốc độ dòng pha động: 1 ml/min
(   Thể tích bơm mẫu: 10 µl.
CHÚ THÍCH: Các thông số về tỷ lệ pha động, thể tích mẫu bơm, tốc độ dòng, nhiệt độ buồng cột có thể được điều chỉnh tùy thuộc vào điều kiện thực tế của thiết bị HPLC được sử dụng.

Kiểm tra sự ổn định của hệ thống:
Cân bằng hệ thống bằng dung môi pha động ít nhất 30 min. 
Sắc đồ dung dịch chuẩn cao chiết Silybum marianum (3.9) phải giống với sắc đồ tham chiếu (được nhà sản xuất cung cấp kèm theo).
Bơm lặp lại năm lần dung dịch chuẩn làm việc silybin (3.8) (chất chuẩn có nồng độ ở giữa). 
–  Độ phân giải giữa silybin A và silybin B: ≥ 1,0
–  Hệ số kéo đuôi pic trong khoảng từ 0,8 đến 2,0
–  Độ lệch chuẩn tương đối của tổng diện tích hai pic giữa năm lần bơm không được > 2 %.
7.2   Dựng đường chuẩn

Sau khi thiết bị đã ổn định, tiến hành bơm lần lượt các dung dịch chuẩn làm việc đã được chuẩn bị vào hệ thống HPLC.
Xác định diện tích hai pic silybin A và silybin B, dựng đường chuẩn dựa vào tổng diện tích hai pic này và nồng độ chuẩn làm việc tương ứng.

7.3   Xác định
Bơm mẫu thử và dung dịch chuẩn cao chiết Silybum marianum (3.9) với cùng điều kiện như bơm dung dịch chuẩn, xác định diện tích các pic.
Xác định các pic của tương ứng với các chất silychristin, silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A, và isosilybin B bằng cách so sánh sắc đồ của dung dịch cao chiết Silybum marianum chuẩn với sắc đồ tham chiếu (xem Bảng 2) và tính diện dích các pic này. 
Bảng 2 – Thời gian lưu tương đối của các chất
trong sắc đồ cao khô chuẩn Silybum marianum
	Chất
	Thời gian lưu tương đối

	Silychristin
	0,68

	Silydianin
	0,73

	Silybin A
	1,00

	Silybin B
	1,05

	Dehydrosilybin
	1,09

	Isosilybin A
	1,15

	Isosilybin B
	1,19


8   Tính kết quả

8.1   Tính hàm lượng của từng chất silymarin riêng rẽ

8.2   Tsinh tổng hàm lượng các silymarin
Nồng độ chất phân tích trong dung dịch thử, C, biểu thị bằng miligam trên mililit (mg/ml), được tính theo Công thức (1): 
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Trong đó: 

            A 
là diện tích pic của chất phân tích; 

           b 
là hệ số b trong phương trình đường chuẩn y = ax + b;

          a  
là độ dốc của đường chuẩn.

Hàm lượng silymarin (theo silybin) trong Silybum marianum, X, biểu thị bằng phần trăm khối lượng, được tính theo Công thức (2):
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(2)

Trong đó: 

C 
 là nồng độ chất phân tích tính từ đường chuẩn (mg/ml);

D   là hệ số pha loãng;

V  
là thể tích dung môi chiết, tính bằng mililit (ml);

W   là khối lượng mẫu phân tích đã cân, tính bằng miligam (mg).
9   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải ghi rõ:

–  mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử; 

–  phương pháp lấy mẫu đã sử dụng, nếu biết;

–  phương pháp thử đã dùng, viện dẫn tiêu chuẩn này;

–  tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng đến kết quả;

–  kết quả thử nghiệm thu được.
____________________________
3)  Có thể sử dụng Agilent HPLC 1100 series của Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, USA. Thông tin này đưa ra để thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn và tiêu chuẩn này không ấn định phải sử dụng chúng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho các kết quả tương đương.
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