THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA
1. Tên tiêu chuẩn
Thực phẩm chức năng: Xác định hàm lượng Valerenic acid bằng phương pháp pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC-UV)
2. Tổ chức (hoặc cá nhân) đề nghị

- Tên tổ chức (cá nhân):         Viện Kiểm nghiệm ATVSTP quốc gia

- Địa chỉ: Số 65 Phạm Thận Duật – Cầu Giấy – Hà nội

Điện thoại: 043.9714512 (CQ)                          Fax: 04.39335738
- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế

3. Tình hình đối tượng tiêu chuẩn trong nước và ngoài nước

3.1. Giới thiệu về đối tượng nghiên cứu:
a, Cây nữ lang (Valeriana officinalis):


Cây nữ lang có tên khoa học là Valeriana officinalis, là một loài thực vật có hoa trong họ Kim ngân (Valerianaceae). Loài này được Carl Linnaeus mô tả khoa học đầu tiên năm 1753. Nữ lang là loài thực vật có bông nhỏ, màu hồng lợt hay trắng trên những cuống cao và mạnh. Hoa có mùi thơm dịu dễ chịu. Trong mùa xuân cây nữ lang trổ nhiều lá và che kín mặt đất. Cuối tháng tư cuống cây bắt đầu chồi ra khỏi lá um tùm và mọc cao khoảng hai mét vào mùa hè. Vào tháng bảy cây bắt đầu trổ những bông màu hồng có mùi thơm nhẹ Thời gian hái: Hoa được thu hoạch vào tháng 7/8; rễ cây vào tháng 10.  Thành phân cây nữ lang có chứa chất: acid valerenic và các chất khác. Tác dụng chữa bệnh: Chống hồi hộp, mất ngủ. Cây nữ lang có thể dùng làm trà, cồn thuốc hoặc làm thuốc viên để uống. Khi mất ngủ có thể dùng cây nữ lang làm trà uống trước khi đi ngủ. 

Trong y học cổ truyền phương Tây: Nữ lang – Valeriana officinalis chủ yếu được sử dụng làm thuốc lợi tiểu, giảm đau và chữa hen, ho. Chỉ từ thế kỷ 18, một thầy thuốc người Anh tên là Hill, mới phát hiện tác dụng an thần thần của vị thuốc này. Từ đó nữ lang thường được sử dụng chữa trạng thái lo âu, bồn chồn; được xếp cùng loại với những thuốc reserpin và phenothiazin. Thuốc an thần là loại thuốc có nhu cầu lớn ở các nước châu Âu. Sau khi phát hiện tác hại của loại thuốc an thần tổng hợp (thuốc thalidomide), đã xuất hiện xu hướng quay trở lại sử dụng thuốc an thần chế từ nữ lang, vì có ưu điểm là ít độc, không gây phản ứng phụ tai hại cho người bệnh và có thể dùng cho trẻ em.

Theo Đông y: Nữ lang có vị cay đắng, tính ấm, không độc; vào 2 kinh Tâm và Can. Có tác dụng trấn tĩnh an thần, hành khí chỉ thống, hoạt huyết thông kinh. Chủ trị thần kinh suy nhược, trống ngực, tim loạn nhịp đập dồn từng cơn, mất ngủ, thao cuồng, đau dạ dày và ruột do co thắt, viêm khớp xương, chấn thương do bị ngã hay bị đánh, đau thắt lưng, kinh nguyệt không điều hòa, bế kinh, …Tại các vùng miền núi phía Bắc nước ta, đồng bào dân tộc ít người thường dùng cây nữ lang làm thuốc an thần, chữa động kinh và sốt cao hóa cuồng, buồn phiền hồi hộp, ám ảnh sợ hãi, còn dùng chữa đau dạ dày, đau khớp hay tổn thương do bị ngã, bị đòn, còn lá thường dùng để nấu nước tắm ghẻ.

Kết quả nghiên cứu dược lý những thập niên gần đây cho thấy, nữ lang có một số tác dụng chủ yếu như sau:
- An thần, giảm đau, chống co thắt: Tinh dầu và muối sinh vật trong nữ lang có tác dụng tăng cường quá trình ức chế vỏ đại não, giảm độ hưng phấn của phản xạ thần kinh, giãn cơ, giải trừ sự co thắt cơ trơn.

- Đối với hệ tim mạch: Có tác dụng giãn rộng, tăng lưu lượng máu qua động mạch vành, cải thiện tình trạng thiếu máu ở cơ tim, giảm mức tiêu hao ô-xy của cơ tim, chống rối loạn nhịp tim, hạ huyết áp.

- Bảo vệ gan: Bảo vệ tế bào gan trong trường hợp bị tetrachoromethane làm tổn hại.

- Kháng khuẩn, chống viêm: Có tác dụng ức chế, tiêu diệt một số loại vi khuẩn và vi-rút, mạnh nhất là đối với vi khuẩn gam-dương (Gram – positive bacterium); dùng chữa trị viêm ruột do Rotavirus đạt hiệu quả tốt.

b, Vài nét về Valerenic acid:


Valerenic acid có công thức phân tử là C15H22O2, khối lượng phân tử là 234,3 g/mol và tên khoa học là (2E)-3-[(4S,7R,7aR)-3,7-dimethyl-2,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-yl]-2-methylacrylic acid.
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Hình 1: CTCT của Valerenic acid và đặc điển thực vật của cây nữ lang 
Valerenic acid là một hợp chất sesquiterpenoids có trong tinh dầu của cây nữ lang. Chất này thường bị nhầm lẫn với acid valeric và  acid valproic. Cay nữ lang thường được dùng để an thần, chống mất ngủ. Tuy nhiên cơ chế tác dụng thì chưa được nghiên cứu chính xác. Có khả năng cao là các thành phần trong cây này cùng hiệp đồng tác dụng, trong đó nổi bật là thành phần valerenic acid. Một nghiên cứu vào năm 2014 cho thấy Valerenic acid hoạt động như một receptor GABAA chọn lọc.
3.2. Một số phương pháp xác định Valerenic acid:
Hiện nay, nước ta vẫn chưa có một phương pháp nghiên cứu xác định hàm lượng Valerenic acid trong thực phẩm chức năng 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 Valerenic acid trong dược liệu và thực phẩm chức năng có nguồn gốc dược liệu. 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.
Có rất nhiều các tác giả trên thế giới đã tiến hành các nghiên cứu về phân tích Valerenic acid trên các nền mẫu khác nhau. Phương pháp được sử dụng chủ yếu là phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector UV (HPLC-UV) và sắc ký lớp mỏng hiệu năng cao (HPTLC). Các chất phân tích được chiết ra khỏi nền mẫu sử dụng dung môi thích hợp. Dịch chiết được loại tạp chất, làm sạch và làm giàu mẫu rồi tiến hành phân tích định lượng.

Tác giả Saeedeh Ghafari và cộng sự đã nghiên cứu sử dụng cả phương pháp HPLC và HPTLC để phân tích Valerenic acid trong các dạng bào chế khác nhau: viên nén, viên nang cứng, dạng dung dịch. Chất phân tích được chiết ra khỏi nền mẫu bằng dung dịch methanol 80%/nước. Với kỹ thuật HPTLC sử dụng hệ pha động triển khai là ethyl acetate- hexane- methanol (0.5: 3: 7). Với kỹ thuật HPLC sử dụng pha tĩnh là cột C18 và pha động là acetonitrile, tốc độ dòng là 0.8ml/phút, bước song xác định là 220nm. Phương pháp này cho thấy sự đơn giản, hiệu quả, dễ áp dụng.
Các tác giả M. Goppel, G. Franz cũng đã nghiên cứu qui trình chiết tách các chất nói chung trong mẫu cây nữ lang và phân tích theo dõi độ ổn định hàm lượng valerenic acid của sản phẩm trong quá trình bảo quản. Mẫu phân tích được chiết với dung dịch methanol 40% kết hợp rung siêu âm trong 15 phút, sau đó được ly tâm, lọc lấy dịch đem đi phân tích trên hệ thống HPLC-UV. Các điều kiện chạy máy gồm có cột pha tĩnh có bản chất C18, pha động gradient giữa acetonitrile và nước, bước sóng định lượng là 225nm, nhiệt độ buồng cột là 300C, tốc độ dòng 0,8ml/phút.
 N. Singh và các cộng sự  đã nghiên cứu phát triển phương pháp xác định Valerenic acid trong 02 giống nữ lang khác nhau (Valeriana jatamansi và Valeriana officinalis) bằng phương pháp sắc ký lớp m ỏng hiệu năng cao (HPTLC).  Phương pháp này cũng sử dụng bản mỏng HPTLC silicagel GF254 và khai triển với hỗn hợp dung hexane: ethyl acetate: acetic acid (75:25:0.5). Sau khi được triển khai xong, bản mỏng được dẫn xuất với thuốc thử anisaldehyde và acid sulfuric ở 1100C trong 02 phút. Chất phân tích được định lượng ở bước sóng 700nm.
So với phương pháp HPTLC thì phương pháp HPLC-UV có một số ưu điểm: đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp, hiệu quả cao. Hơn nữa phương pháp HPLC-UV 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 với detector UV. 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 đề tài này.

4. Lý do và mục đích xây dựng TCVN


Mục đích xây dựng TCVN:  Đưa ra được phương pháp có độ chính xác cao, độ nhạy tốt và có thể áp dụng được trên cả nước để xác định hàm lượng Valerenic acid trong thực phẩm chức năng và dược liệu.
5. Phương thức thực hiện và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN

5.1. Phương thức thực hiện

+ Xây dựng mới


(
+ Sửa đổi, bổ sung
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+ Chấp nhận tiêu chuẩn quốc tế

(
+ Thay thế
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5.2. Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN

The United States Pharmacopeial Convention (USP 30/NF25) : “Powdered Valerian Extract”.
6. Bố cục, nội dung các phần chính của TCVN dự kiến

TCVN dự kiến bao gồm 12 mục sau:

1. Phạm vi áp dụng 

Thực phẩm chức năng, nguyên liệu thô và dịch chiết cây nữ lang (Valeriana officinalis). 
2. Tài liệu viện dẫn
The United States Pharmacopeial Convention (USP 35/NF30) (2013): “Powdered Valerian Extract”.
3. Nguyên tắc
Các chất phân tích được chiết tách khỏi nền mẫu với hỗn hợp dung môi là methanol 70%/nước. Sau đó dịch chiết được xác định trên hệ thống HPLC với detector UV.
4. Thuốc thử
a. Chuẩn Valerenic acid 
b. Methanol (HPLC)
c. Acid phosphoric (HPLC)
d. Nước cất (HPLC)
e. Pha động cho HPLC-UV: 
- kênh A: trộn 6,0ml acid phosphoric 85% trong 900 ml nước cất, định mức 1000 mL, lắc đều, loại khí.

- kênh B: trộn 6,0ml acid phosphoric 85% trong 900 ml methanol, định mức 1000 mL, lắc đều, loại khí
f. Dung dịch chuẩn gốc: Cân chính xác 1 lượng chuẩn tương đương 10mg valerenic acid cho vào các bình định mức 50ml, hòa tan và định mức bằng methanol thu được các dung dịch chuẩn gốc 200µg/ml . Bảo quản tránh ánh sáng tại nhiệt độ 40C. 
g. Dung dịch chuẩn làm việc: Hút chính xác 1,0ml mỗi dung dịch chuẩn gốc cho vào bình định mức 10ml, hòa tan và định mức bằng methanol thu được dung dịch chuẩn trung gian 0,02mg/ml. Bảo quản tránh ánh sáng tại nhiệt độ 40C. 
5. Thiết bị và dụng cụ:
a. Hệ thống HPLC-UV: bơm dung môi, bơm mẫu tự động, detector UV
b. Cột phân tích C18 (250mm x 4,6mm; 5,0µm) và tiền cột tương ứng.
c. Cân phân tích chính xác đến 0,1mg và 0,01mg.

d. Bể rung siêu âm.

e. Micropipet: loại 100 và 200µl
f. Bình định mức 50ml, 100ml (loại LAG)
g. Xi lanh và màng lọc 0,45µm
h. Vial: phù hợp với hệ thống HPLC
6. Lấy mẫu:
7. Chuẩn bị mẫu thử:

           Trước khi tiến hành phân tích, mẫu được trộn đều hoặc đồng nhất kỹ bằng máy đồng nhất mẫu. Mẫu rắn được nghiền mịn. Mẫu lỏng được lắc đều.
8. Cách tiến hành

a. Dự kiến quy trình chuẩn bị mẫu
-    Cân khoảng 1,0g mẫu đã đồng nhất trên cho vào bình định mức 50ml, lắc 2 phút trong bể điều nhiệt cách thủy 500C. Siêu âm 15 phút và thêm 30 ml methanol, siêu âm thêm 15 phút nữa. Lấy ra, làm mát và định mức bằng methanol. Lắc đều hỗn hợp và lọc qua màng lọc cho vào vial rồi tiến hành phân tích trên hệ thống HPLC.   
b. Dự kiến quy trình phân tích trên HPLC-UV:
-  Cột sắc ký: Cột C18 (250mm x 4,6mm; 5µm) hoặc tương đương
· Pha động: phối hợp 2 kênh: 
· kênh A: trộn 6,0ml acid phosphoric 85% trong 900 ml nước cất, định mức 1000 mL, lắc đều, loại khí.

·  kênh B: trộn 6,0ml acid phosphoric 85% trong 900 ml methanol, định mức 1000 mL, lắc đều, loại khí

theo gradient sau:
	Phút
	% kênh A
	% kênh B

	0
	40
	60

	15
	5
	95

	25
	5
	95

	30
	40
	60


· Nhiệt độ buồng cột: 400C Thể tích bơm mẫu 25 µl
· Bước sóng phát hiện và định lượng 225nm.

· Tốc độ dòng pha động: 1,0 ml/phút

9. Tính toán

· Dựng đường chuẩn dựa vào diện tích pic của chất phân tích nồng độ chuẩn làm việc tương ứng.

· Từ diện tích pic chất phân tích mẫu thử, tính được nồng độ mỗi chất đó dựa vào đường chuẩn trên.

· Tính hàm lượng mỗi alkaloid trong mẫu (%, w/w) theo công thức:
                   (%, w/w) = [(C x D x V)/ W] x 100%
Trong đó: C: nồng độ chất phân tích tính từ đường chuẩn (mg/ml)

                 D: hệ số pha loãng 
                 V: thể tích dung môi chiết (ml)

                  W: khối lượng mẫu phân tích đã cân (mg)
10. Độ thu hồi, độ lặp lại:
· Độ thu hồi: được tính thông qua tỉ lệ diện tích píc chất phân tích của mẫu trắng thêm chuẩn với diện tích píc chất phân tích của dung dịch chuẩn.

· Độ lặp lại:  hiểu thị qua độ lệch chuẩn tương đối (RSD%) sau khi có kết quả thẩm định, từ đó đưa ra được chênh lệch cho hai lần làm song song.

11. Báo cáo thử nghiệm

PAGE  

