THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn: 

Thực phẩm bảo vệ sức khỏe - Xác định hàm lượng hypericin và pseuhypericin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
2.  Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức: Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia

- Địa chỉ: 65 Phạm Thận Duật - Phường Mai Dịch - Quận Cầu Giấy - Hà Nội

- Điện thoại: 02439714512                                Fax: 024.39335738

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế
3.  Khái quát chung
3.1. Giới thiệu về đối tượng nghiên cứu:

3.1.1 Giới thiệu về Ban âu (St John’s Wort - Hypericum perforatum)

Ban âu (Hypericum perforatum), được gọi là St John's-wort là một loại cây thân thảo lâu năm thuộc họ Hypericaceae, phân bố ở Châu Âu, Châu Á và Bắc Phi và du nhập vào Hoa kỳ. Giống như các thực vật khác, thành phần hóa học trong St John's-wort là khác nhau về hoa, lá và thân, thời điểm thu hoạch khác nhau là khác nhau. Thời gian thu hoạch St John's-wort là giữa tháng 6 và tháng 9 vào thời điểm trước và ngay sau thời kỳ nở hoa.
St John’s wort được cho là thuốc an thần và có tính chất làm se da. Được sử dụng để điều trị kích thích, đau thần kinh, viêm xơ, đau thần kinh tọa, rối loạn thần kinh, lo lắng, trầm cảm như một loại thuốc bổ thần kinh và trong các chế phẩm dùng điều trị vết thương. St John’s wort được sử dụng rộng rãi trong các sản phẩm thảo dược cũng như trong liệu pháp chữa vi lượng đồng cân. Cây cũng được sử dụng trong thực phẩm và được Hội đồng Châu Âu phân loại là một nguồn tự nhiên của hương liệu thực phẩm.
Ngày nay, St Jonh’s Wort được biết đến với việc sử dụng nó trong việc điều trị các rối loạn trầm cảm từ nhẹ đến trung bình. Đây là một trong những sản phẩm thảo dược bán chạy nhất - số liệu bán hàng năm 1997 được báo cáo là gần 48 triệu đô la Mỹ.
3.1.2 Giới thiệu về hoạt chất 

Về mặt hóa học, chiết xuất từ St. John’s Wort chứa ít nhất sáu nhóm thành phần tự nhiên chính, bao gồm Napthodianthron (hypericin và pseudohypericin), flavonoid (rutin, hyperoside isoquercitrin, quercitrin và quercetin), phloroglucinols (hyperforin và adhyperforin), biflavonoids (I3, II8-biapigenin, I3’, II8-biapigenin), proanthocyanidins và axit chlorogenic.
Hypericin và Pseudohypericin đều là naphthodianthrone, một dẫn xuất anthraquinone, cùng với hyperforin, là một trong các thành phần hoạt động chủ yếu của Hypericum (Saint John's wort). Hypericin được cho là hoạt động như một chất kháng sinh, kháng vi-rút, chất ức chế kinase không đặc hiệu. Hypericin có thể ức chế hoạt động của các enzym dopamin β-prolyl, dẫn đến tăng nồng độ dopamin, mặc dù có thể làm giảm norepinephrine và epinephrine.

Ban đầu người ta tin rằng các hoạt động dược lý chống trầm cảm của hypericin là do ức chế enzyme monoamine oxidase. Chiết xuất thô của Hypericum là một chất ức chế yếu MAO-A và MAO-B. Hypericin bị cô lập không hiển thị các hoạt động này, nhưng có một số ái lực với các thụ thể NMDA. Điều này chỉ hướng các thành phần khác chịu trách nhiệm cho các hiệu ứng MAOI. Hiện nay cơ chế hoạt động chống trầm cảm là do sự ức chế tái hấp thu của một số chất dẫn truyền thần kinh.


Hình 1: Công thức cấu tạo hóa học của Hypericin và Pseudohypericin
Hypericin có nguồn gốc từ polyketides cyclisation. Sinh tổng hợp hypericin là tại con đường polyketide nơi một chuỗi octaketide đi qua quá trình của cylizations và decarboxylations tạo thành emodin anthrone được cho là tiền thân của hypericin. Phản ứng oxy hóa tạo ra protoforms mà sau đó được chuyển đổi thành hypericin và pseudohypericin. Những phản ứng này là cảm quang và diễn ra dưới tiếp xúc với ánh sáng và sử dụng enzyme Hyp-1
3.2. Một số phương pháp xác định hàm lượng hypericin và pseudohypericin:
Lauro Nuevas-paz và cộng sự (2005) đã nghiên cứu xác định hypericin trong hypericum được trồng tại Cuba, phân tích bằng HPTLC và HPLC. Đối với phương pháp phân tích bằng HPTLC tác giả sử dụng pha động là etyl axetat-axit focmic  axit axetic băng-nước tỉ lệ lần lượt (100:11:11:27): dung môi A; Toluen – etyl focmat – axit focmic tỉ lệ lần lượt (50:40:10): dung môi B và etyl axetat – diclorometan – axit focmic – axit axetic – nước tỉ lệ lần lượt (100:25:10:10:11): dung môi C, ở bước sóng 590 nm chỉ quan sát thấy pic của hypericin và pseudohypericin, không quan sát thấy bất kỳ pic nào khác ở bước sóng này , giới hạn phát hiện của phương pháp là 0,54µg hypericin. Đối với phương pháp phân tích bằng HPLC tác giả sử dụng cột C18 pha đảo, pha động dung môi A: hỗn hợp metanol – axetonitril (5:4), dung môi B: dung dịch trietylamoniaxetat 0,1M; sử dụng chương trình gradient tỉ lệ dung môi A: dung môi B (70:30), ở bước sóng này quan sát thấy 4 pic của các chất protopseudohypericin (2,18 phút); pseudohypericin (3,86 phút); protohypericin (5,43 phút) và hypericin (6,39 phút); giới hạn phát hiện của phương pháp là 18 ng hypericin.

Walker và cộng sự nghiên cứu xác định hypericin và pseudohypericin trong dược phẩm bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector huỳnh quang, mẫu được chiết trong etanol rất nhanh và hiệu suất thu hồi hypericin và pseudohypericin cao trên 95 % sau khi siêu âm trong 1 giờ. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao có thể phát hiện hypericin và pseudohypericin với sự có mặt của các thành phần khác trong Hypericum perforatum với độ đặc hiệu cao hơn LC-UV ở bước sóng 236 nm hoặc 592 nm và thậm chí còn hơn cả LC-MS/MS nếu chỉ kiểm soát ion phân tử. Giới hạn phát hiện thấp 0,18 ng và độ tái lập tốt dưới 5,5 %.
Hiện nay, nước ta vẫn chưa có một phương pháp nghiên cứu xác định hàm lượng hypericin và pseudohypericin trong thực phẩm và thực phẩm bảo vệ sức khỏe một cách toàn diện và được công nhận trên toàn quốc. Một số phòng thí nghiệm đã bước đầu triển khai xây dựng phương pháp để xác định hàm lượng hypericin và pseudohypericin trong thực phẩm và thực phẩm bảo vệ sức khỏe có chứa St. John wort như phương pháp sắc ký lớp mỏng (TLC), sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Tuy nhiên các phương pháp này vẫn chưa được nghiên cứu đầy đủ nên mới chỉ dừng lại ở mức áp dụng trong phạm vi phòng thí nghiệm, chưa thể coi là một phương pháp chuẩn để các phòng thí nghiệm khác trong cả nước áp dụng. Yêu cầu đặt ra là phải có một phương pháp chuẩn được ban hành để thống nhất sử dụng trong các phòng thí nghiệm.

Phương pháp của AOAC 2013.15 có một số ưu điểm: đơn giản, dễ thực hiện, hiệu quả cao. Hơn nữa phương pháp sử dụng HPLC đã được thẩm định và thử nghiệm liên phòng cho kết quả chính xác và tin cậy hơn, dễ áp dụng hơn do rất nhiều phòng thí nghiệm tại nước ta được trang bị hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Vì vậy có thể triển khai áp dụng phương pháp này trên thực tế sẽ cho hiệu quả tốt hơn. Đây là cơ sở để chúng tôi tiến hành nghiên cứu thực hiện hoạt động xây dựng dự thảo TCVN “Thực phẩm bảo vệ sức khỏe. Xác định hàm lượng Hypericin và Pseudohypericin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC)”.
4. Sự cần thiết của việc xây dựng các tiêu chuẩn 
Hiện nay vấn đề kiểm soát chất lượng của sản phẩm đang được quan tâm, việc xây dựng phương pháp chuẩn làm công cụ giúp các cơ quan chức năng kiểm soát và đánh giá được chất lượng của sản phẩm là rất cần thiết. Hơn nữa, tại Việt Nam chưa có một phương pháp chuẩn để ứng dụng phân tích hàm lượng Hypericin và Pseudohypericin trong các dạng nguyên liệu và sản phẩm thực phẩm chức năng giữa các phòng thí nghiệm. Vì vậy phương pháp được xây dựng phù hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm với độ nhạy, độ chính xác cao, ban hành thành tiêu chuẩn quốc gia áp dụng rộng rãi trong cả nước.
5. Phương thức xây dựng và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN

+ Phương thức thực hiện: 
	-  Xây dựng mới                                  (
	- Sửa đổi, bổ sung                               (

	- Chấp nhận tiêu chuẩn cũ                  (
	- Thay thế                                            (


+ Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN:   

· AOAC Official Method 2013.15 – Hypericin and Pseudohypericin in St John’s Wort. HPLC Method
6. Nội dung tiêu chuẩn

Dự thảo được xây dựng với các nội dung sau:
      Lời nói đầu

1 Phạm vi áp dụng

2 Nguyên tắc

3 Thuốc thử

4 Thiết bị, dụng cụ

5 Lấy mẫu

6 Cách tiến hành

7 Tính kết quả

8 Báo cáo thử nghiệm
      7. Thuyết minh đối với một số nội dung:

Bảng đối chiếu tiêu chuẩn viện dẫn:

	Nội dung
 tiêu chuẩn
	Tài liệu viện dẫn

AOAC 2013.15
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	HPLC method
	Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao

	Lời nói đầu
	
	Tham khảo các TCVN được xây dựng dựa trên AOAC

	1 Phạm vi áp dụng
	
	Tự biên soạn dựa trên nội dung của phương pháp

	2 Nguyên tắc
	A. Principle
	Chấp thuận nguyên vẹn

	3 Thuốc thử
	C. Reagent

D. Prepartation of standard and mobile phase solution
	Chấp thuận nguyên vẹn

	4 Thiết bị dụng cụ
	B. Apparatus
	Chấp thuận nguyên vẹn 

	5 Lấy mẫu
	
	Tự biên soạn dựa trên quy định xây dựng TCVN

	6 Cách tiến hành
	E. Sample preparation and determination


	Chấp thuận nguyên vẹn

	7 Tính kết quả
	F. Calculation
	Chấp thuận nguyên vẹn

	8 Báo cáo thử nghiệm
	
	Tự biên soạn, tham khảo các TCVN về phương pháp kiểm nghiệm thực phẩm


Kết luận: Dự thảo hoàn toàn tương đương với AOAC 2013.15 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019
TM. Ban soạn thảo
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