THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn: 

Rauwolfia serpentine – Xác định hàm lượng reserpine và rescinnamine bằng phương pháp sắc ký lỏng
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:
a, Vài nét về thảo dược Rauwolfia serpentina:
Rauwolfia (Rauwolfia serpentina), được phiên âm là ravolphia, là một loại cây thuốc thuộc họ bông tai. Gốc của nó được nghiền và đóng gói ở dạng bột hoặc được làm thành viên nén hoặc viên nang. Rauwolfia là một hợp chất thường được sử dụng trong y học châu Á, bao gồm cả y học Ayurveda truyền thống có nguồn gốc từ Ấn Độ. Các thành phần hoạt tính của nó gồm khoảng 50 alkaloid đã được xác định, trong đó các thành phần có hoạt tính chính là reserpine, rescinnamine và deserpidine (Spinella, 2001). 

Rauwolfia đã được sử dụng như một loại thuốc chống loạn thần tốt nhất trong y học phương đông, và nó cũng tiếp tục được sử dụng như thuốc an thần. Hợp chất này được Ủy ban EU phê duyệt để điều trị tăng huyết áp và mất ngủ. Tuy nhiên, lợi ích của nó bị giới hạn bởi các hiệu ứng khác nhau. Khi dùng, rauwolfia làm giảm huyết áp và có thể dẫn đến chóng mặt. Ngoài ra, rauwolfia có tác dụng đối kháng đáng kể trên dopamine. Mặc dù điều này có thể thúc đẩy an thần và ngủ, nó cũng có thể gây ra tác dụng phụ thường liên quan đến triệu chứng trầm cảm. Khi sử dụng rauwolfia, cần được theo dõi cẩn thận về các tác dụng phụ, và lưu ý không dùng cho trẻ em, nên chỉ sử dụng đối với thanh thiếu niên,. Liều điển hình là 600 mg / ngày, uống khoảng 1 giờ trước khi đi ngủ. Vì việc sử dụng rauwolfia dẫn đến giảm hoạt động của monoamine, những người dùng hợp chất này nên được theo dõi để có phát hiện các triệu chứng trầm cảm. Ngoài ra, rauwolfia được chống chỉ định trong thai kỳ, vì vậy khi sử dụng cho phụ nữ vị thành niên, họ cần được tư vấn về sự cần thiết phải sử dụng biện pháp tránh thai (Kinh tế Y tế, 2007). 
b, Vài nét về hoạt chất Reserpin và Rescinnamin:
Reserpine (còn được gọi bằng tên thương mại Raudixin, Serpalan, Serpasil) là một alkaloid indole, thuốc chống loạn thần, và thuốc hạ áp đã được sử dụng để kiểm soát huyết áp cao và giảm các triệu chứng tâm thần, mặc dù vì sự phát triển các loại thuốc tốt hơn cho những mục đích này và vì nhiều tác dụng phụ của nó, nó hiếm khi được sử dụng ngày nay. Cơ chế hạ huyết áp của reserpine là kết quả của khả năng làm suy yếu các catecholamin (trong số các chất dẫn truyền thần kinh monoamine khác) từ các dây thần kinh giao cảm ngoại vi. Những chất này thường tham gia vào việc kiểm soát nhịp tim, lực co thắt tim và kháng mạch máu ngoại vi. 


Hình 1: Công thức cấu tạo của Reserpine

Theo thông tin về gói, liều reserpine điển hình để sử dụng như một thuốc chống cao huyết áp nên dao động từ 0,1 đến 0,25 mg mỗi ngày. 

3.2. Một số phương pháp xác định reserpin và rescinnamine
Phương pháp AOAC 977.31 xác định Reserpin - Rescinnamine trong thuốc uống rauwolfia serpentina bằng phương pháp quang phổ huỳnh quang. Reserpin -Rescinnamine được chiết bằng dimethyl sulfoxit-metanol. Sau đó thêm H2SO4, thuốc uống được chiết trong CHCl3, sau đó tách các chất ảnh hưởng bằng sắc ký trong NaOH-đất diatome và cột sillica gel. Reserpin - Rescinnamine được rửa giải từ cột bằng CHCl3-metanol và xác định bằng quang phổ huỳnh quang. Tuy nhiên phương pháp này khá phức tạp.
AOAC 976.34 xác định hàm lượng Reserpin trong thuốc uống bằng phương pháp huỳnh quang bán tự động. Reserpin được hòa tan trong dung dịch H3PO4 0,25 M, có chứa hỗn hợp metanol 20 % và V2O5, sau đó được xác định bằng phương pháp huỳnh quang.
A. Srivastava và các cộng sự (2006) nghiên cứu xác định hàm lượng Reserpin trong Rauvolfia serpentia bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo sử dụng detector diode phát quang, sử dụng cột RP-18e, chương trình gradient pha động kết hợp của đệm phosphat (NaH2PO4) 0,01 M (pH 3,5) chứa axit axetic băng 0,5 % và acetonitril, tốc độ dẫn mẫu 1,0 mL/phút với bước sóng 254 nm. Giới hạn phát hiện 8 µg/mL, giới hạn định lượng 23 µg/mL. Độ thu hồi 98,38 %. Phương pháp đơn giản, độ tái lặp tốt và dễ thực hiện.
Ceieri UR (1998) nghiên cứu xác định reserpine và rescinnamine trong bột và viên nén Rauwolfia serpentine, sử dụng detector huỳnh quang, đã được nghiên cứu liên phòng thí nghiệm . Quy trình chiết xuất và tinh chế là một phương pháp đơn giản hiện tại được sử dụng để phân tích các sản phẩm này. Mẫu được phân tán trong CH3OH, thêm H2SO4 0,5 N và hỗn hợp được chiết 5 lần bằng 30 mL CHCl3. Việc tách LC được thực hiện trên cột pha thường. Pha động là methanol có thể thêm một lượng nhỏ dung dịch của muối natri axit 1-pentanesulfonic để đạt được các đặc tính rửa giải mong muốn. Reserpine và rescinnamine rửa giải cùng một lúc nhưng có thể được định lượng riêng bằng các thiết lập thích hợp của detector huỳnh quang. Reserpine được xác định ở bước sóng kích thích 280 nm và bước sóng phát xạ 360 nm, bởi vì rescinnamine hoàn toàn không phát huỳnh quang ở các bước sóng này. Rescinnamine được xác định ở bước sóng kích thích 330 nm và bước sóng phát xạ 435 nm, vì reserpine hoàn toàn không phát quang ở bước sóng này. Các vật liệu sau đây được sử dụng cho nghiên cứu: một mẫu bột R. serpentine tiêu chuẩn của Hoa Kỳ (USP), một loại thuốc có nhãn 100 mg R. serpentine và 2 loại viên nén có nhãn 50 mg R. serpentine. Trong số 4 mẫu chuẩn bị, 2 mẫu mù trùng lặp đã được chuẩn bị. Ba dữ liệu được phân tích trong 8 phòng thí nghiệm. Một trong 2 viên được dán nhãn chứa 50 mg R. serpentine được phân tích chỉ bởi 7 trong 8 phòng thí nghiệm tham gia. Hàm lượng kết hợp trung bình của reserpine và rescinnamine là 0,444 % đối với nguyên liệu thô USP và 0,132; 0,135 và 0,137 % đối với 3 viên nén thương mại. Giá trị độ lệch chuẩn tương đối có thể lặp lại là 5,72; 5,93; 8,61 và 3,48 % và độ lặp lại độ lệch chuẩn tương đối là 2,57; 4,87; 3,19 và 1,99 % cho 4 mẫu. Các nhà nghiên cứu đã tiến hành xác định độ thu hồi của reserpin và rescinnamine theo phương pháp này từ các hỗn hợp mô phỏng chiết xuất mẫu. Thu hồi trung bình 15 lần xác định là 100,1 %, với độ lệch chuẩn tương đối là 1,3 %. Phương pháp sắc ký lỏng để xác định reserpine và rescinnamine trong R. serpentine dạng bột và viên nén đã được áp dụng đầu tiên bởi AOAC INTERNATIONAL-AOAC 997.10. Phương pháp này là cơ sở khoa học cho chúng tôi xây dựng dự thảo TCVN
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, việc thực hiện thử nghiệm xác định hàm lượng Reserpin và Rescinnamin trong thực phẩm chức năng là điều đáng quan tâm. Vì vậy phương pháp được xây dựng mang tính cập nhật và phù hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm, phương pháp đơn giản, nhanh chóng, nhạy, đặc hiệu có thể 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 997.10 – Reserpine and Rescinnamine in rauwolfia serpentina in powders and tablets. Liquid chromatographic 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 997.10
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	Liquid chromatography method
	Phương pháp sắc ký lỏng 

	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 solutions
	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
	
	

	6.1 Chuẩn bị mẫu
6.2 Xác định 

	E. Analyte isolation
F. LC Determination of Reserpine

G. LC Determination of Rescinnamine


	Chấp thuận nguyên vẹn

	7 Tính kết quả
	
	Chấp thuận nguyên vẹn

	7.1 Hàm lượng reserpine
	F. LC Determination of Reserpine


	Chấp thuận nguyên vẹn

	7.2 Hà lượng rescinnamine
	G. LC Determination of Rescinnamine


	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 997.10 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019
TM. Ban soạn thảo
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