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SÂM ẤN ĐỘ (WITHANIA SOMNIFERA) – 
XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CÁC WITHANOLIDE (WITHANOSIDE IV, WITHANOSIDE V, WITHAFERIN A,              12-DEOXYWITHASTROMONOLIDE, WITHANOLIDE A             VÀ WITHANOLIDE B) BẰNG PHƯƠNG PHÁP                             SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO  
Withania somnifera – Determination of withanolide (withanoside IV, withanoside V, withaferin A, 12-Deoxywithastromonolide, withanolide A and withanolide B) contents by high performance liquid chromatographic method
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Lời nói đầu

TCVN:2019 được xây dựng trên cơ sở tham khảo AOAC 2015.17 Withanolides (Withanoside IV, Withanoside V, Withaferin A, 12-Deoxywithastromonolide, Withanolide A, and Withanolide B in Withania somnifera. Liquid chromatographic method;
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Sâm ấn độ (Withania somnifera) – Xác định hàm lượng các withanolide (withanoside IV, withanoside V, withaferin A, 
12-deoxywithastromonolide, withanolide A và withanolide B) 
bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao  

Withania somnifera – Determination of withanolide (withanoside IV, withanoside V, 
withaferin A, 12-Deoxywithastromonolide, withanolide A and withanolide B) contents by
high performance liquid chromatographic method

1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng cácwithanoside IV, withanoside V, withaferin A, 12-deoxywithastromonolide, withanolide A và withanolide B trong nguyên liệu thô (củ) và cao khô của sâm ấn độ bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo.
2   Nguyên tắc

Các hợp chất withanolide cụ thể của cây Withania somnifera được tách chiết ra khỏi nền mẫu bằng dung môi metanol và sử dụng chương trình gradient trên cột sắc ký C18, detector UV ở bước sóng 227 nm.
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 hoặc có chất lượng tương đương. Nước sử dụng là nước đã loại ion hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 

3.1  Metanol (CH3OH).

3.2  Axetonitril (CH3CN).

3.3  Kali dihydro phosphat (KH2PO4).

3.4   Axit orthophosphoric (H3PO4).
3.5   Chất chuẩn withanoside IV.
3.6  Chất chuẩn withanoside V.
3.7   Chất chuẩn withaferin A.
3.8   Chất chuẩn 12-Deoxythastromonolide.

3.9   Chất chuẩn withanolide A.
3.10  Chất chuẩn withanolide B.
3.11   Pha động
Dung môi A: Hòa tan 0,136 g kali dihydro phosphat (KH2PO4) (3.3) vào 900 ml nước sử dụng cho HPLC và thêm 0,5 ml axit orthophosphoric (3.4) pha loãng đến 1 000 ml bằng nước đã được lọc qua lọc qua bộ lọc màng cỡ lỗ 0,45 µm (4.6) và loại bỏ bọt khí bằng máy rung siêu âm trong 3 min.

Dung môi B: Axetonitril (3.2).

3.12   Dung dịch hỗn hợp chất chuẩn 200 µg/ml
Cân chính xác 10 mg từng chất chuẩn withanoside IV (3.5), withanoside V (3.6), withaferin A (3.7),                  12-deoxywithastromonolide (3.8), withanolide A (3.9) và withanolide B (3.10) vào bình định mức            50 ml, hòa tan trong 10 ml metanol (3.1) bằng cách đun nóng nhẹ, làm nguội và thêm metanol đến vạch. Chuẩn bị thêm nồng độ các withanolide ở các mức nồng độ 150 µg/ml, 100 µg/ml và 50 µg/ml.
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   Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao, có bộ phận bơm dung môi với detector PDA hoặc UV kết hợp với phần mềm tính kết quả.
4.2   Cột phân tích HPLC.
4.3   Cân phân tích, chính xác đến 0,1 mg.
4.4   Bình định mức, dung tích 50 ml, 100 ml và 1000 ml. 
4.5   Bể siêu âm.
4.6   Bộ lọc màng, cỡ lỗ 0,45 µm.
4.7   Dụng cụ đun hồi lưu cách thủy.
4.8   Bình nón, dung tích 250 ml.

4.9   Bộ cô quay chân không.

5    Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không được quy định trong tiêu chuẩn này.

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   Cách tiến hành
6.1   Chuẩn bị mẫu

6.1.1   Mẫu nguyên liệu thô
Cân chính xác nguyên liệu sâm W.somnifera đã được đồng nhất, có chứa tương đương 5 mg withanoside IV, withanoside V, withaferin A, 12-deoxywithastromonolide, withanolide A và withanolide B (~ 2,5 g) vào bình nón 250 ml (4.8). Mẫu nguyên liệu được chiết bằng 100 ml metanol (3.1), đun hồi lưu cách thủy (4.7) khoảng 10 min đến 15 min và lặp lại quá trình chiết này 3 đến 4 lần cho đến khi dịch chiết không còn màu. Gộp các phần dịch chiết và cô trên bộ cô quay chân không (4.9) cho đến khi dịch chiết còn khoảng 40 ml. Làm mát và chuyển dịch chiết sang bình định mức 50 ml (4.4), định mức đến vạch bằng metanol (3.1). Lọc qua bộ lọc màng cỡ lỗ 0,45 µm (4.6).

6.1.2   Mẫu cao khô

Cân chính xác mẫu cao khô W.somnifera đã được đồng nhất, có chứa tương đương 5 mg withanoside IV, withanoside V, withaferin A, 12-deoxywithastromonolide, withanolide A và withanolide B (~0,5 g) vào bình nón 250 ml (4.8). Mẫu được chiết với 100 ml metanol (3.1), đun hồi lưu cách thủy khoảng 10 min đến 15 min và lặp lại quá trình chiết này 3 đến 4 lần cho đến khi dịch chiết không còn màu. Kết hợp các phần dịch chiết và cô trên bộ cô quay chân không (4.9) đến khi dịch chiết còn khoảng 40 ml. Làm mát và chuyển dịch chiết sang bình định mức 50 ml (4.4), định mức đến vạch bằng metanol (3.1). Lọc qua bộ lọc màng cỡ lỗ 0,45 µm (4.6).
6.2   Xác định
6.2.1   Điều kiện vận hành HPLC
Các điều kiện vận hành sau đây được coi là thích hợp:

     –  Detector: 
          PDA hoặc UV

     –  Bước sóng: 
          227 nm;

     –  Nhiệt độ buồng cột: 
 duy trì trong khoảng từ 20 oC đến 30 oC (thông thường 27 oC);
     –  Thể tích mẫu bơm: 
20 µl; 

     –  Tốc độ dòng: 
  
1,5 ml/min;

     –  Thời gian chạy:             
45 min.

Chương trình dung môi: 
	Thời gian, min
	Dung môi A, %
	Dung môi B, %

	0,01
	95,0
	5,0

	18,0
	55,0
	45,0

	25,0
	20,0
	80,0

	28,0
	20,0
	80,0

	35,0
	55,0
	45,0

	40,0
	95,0
	5,0

	45,0
	95,0
	5,0


CHÚ THÍCH: Các thông số về thể tích mẫu bơm, tốc độ dòng, nhiệt độ cột có thể được điều chỉnh tùy thuộc vào điều kiện thực tế của thiết bị HPLC được sử dụng.
6.2.2   Tiến hành phân tích

Bơm 20 µl hỗn hợp chất chuẩn và đo lặp lại 3 lần ở từng nồng độ khác nhau: 50 µg/ml, 100 µg/ml và 150 µg/ml.

Bơm 20 µl dung dịch mẫu thử đo lặp lại 2 lần.

Ổn định hệ thống:

Trước mỗi lần phân tích mẫu cần đảm bảo hệ thống HPLC là phù hợp để phân tích. Nếu hệ thống không đạt các yêu cầu, có thể thay đổi một số thông số của pha động hoặc thay cột sắc ký mới.

Độ lặp lại: RSD của diện tích pic phân tích lặp lại 03 lần ở mức nồng độ hỗn hợp chuẩn 50 µg/ml phải nhỏ hơn 2,0 % đối với từng withanolide.

Thời gian lưu tương đối của các chất như sau:

-  đối với withanolide IV: 


0,70;
-  đối với withanolide V: 


0,89;

-  đối với withaferin A: 


0,92;
-  đối với 12-deoxywithastramonolide: 
0,96;
-  đối với withanolide A: 


1,0 và 
-  đối với withanolide B: 


1,15.
Tính độ phân giải giữa Withanolide V và Withaferin A trong sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 50 µg/ml theo công thức sau:



R = 2 x (T2-T1)/(W1 + W2)

Trong đó: 


T1 và T2 
là thời gian lưu của withanolide V và withaferin A;
            W1 và W2 
là độ rộng chân pic tại đường nền.
Độ phân giải giữa withanolide V và withaferin A cần phải ≥ 3,0

Tính hệ số kéo đuôi của mỗi chất phân tích trong sắc ký đồ của dung dịch chuẩn 50 µg/ml theo công thức sau:

F = (L +R) / 2L

Trong đó: L là độ rộng chân pic (tính tại điểm 5 % chiều cao pic lớn nhất) từ đường cong lên tới đường thẳng trung tâm và R là độ rộng chân pic (tính tại điểm 5 % chiều cao pic lớn nhất) từ đường cong xuống tới đường thẳng trung tâm. Hệ số kéo đuôi phải ≤ 1,5 cho tất cả các chất nhóm withanolide.

Hệ số hồi quy tuyến tính khi lập đường chuẩn của các dung dịch từ 50 µg/ml đến 150 µg/ml đối với các chất phân tích phải ≥ 0,998.
7   Tính kết quả

Tính hàm lượng của từng chất withanolide, C, tính bằng phần trăm theo công thức (1) sau đây:




C = (Aa/As) x (ws/wa) x (Va/Vs) x P



(1)
Trong đó: 

Aa, As là diện tích pic trung bình của mẫu thử và của chuẩn;

ws, wa là lượng cân chất chuẩn và mẫu thử, tính bằng miligam (mg);

Va, Vs là thể tích dung dịch chiết mẫu cuối cùng và dung dịch chuẩn, tính bằng mililit (ml);

P là độ tinh khiết của chất chuẩn, tính bằng phần trăm (%).
Cách khác, dựa vào đường chuẩn của mỗi chất, có thể tính hàm lượng của các chất tương ứng theo công thức (2) sau đây:



Hàm lượng của từng withanolide (%) = [(Aa - b) x (Va/wa) x P] / a

Trong đó: 


    Aa   là diện tích pic trung bình của mẫu thử; 

                wa   là lượng cân mẫu thử, tính bằng miligam (mg);
                Va   là thể tích dung dịch chiết mẫu cuối cùng, tính bằng mililit (ml);
                P    là độ tinh khiết của chuẩn, tính bằng phần trăm (%);
                a và b là các hệ số trong phương trình đường chuẩn y = ax + b
8   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải bao gồm ít nhất các thông tin sau đây:

a) mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;
b) phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

c) phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

d) mọi điều kiện thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này hoặc được xem là tùy chọn, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả;

e) kết quả thử nghiệm thu được;
f) nếu kiểm tra độ lặp lại thì nêu kết quả cuối cùng thu được.
______________________
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