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L&i néi diu

TCVN 11837:2017 dwoc x4y dung trén co s& tham khao AOCAC 2008:11
Aconitum alkaloids in dietary supplements and raw botanical materials.
Liquid chromatographic with UV detection;

TCVN 11937:2017 do Ban ky thuat tiéu chuan qudc gia TCYN/TC/F6
Dinh duing va thirc &n kiéng bién soan, Téng cuc Tiéu chuén Do lwdng
Chét lwong thdm dinh, Bo Khoa hoc va Cong nghé cong bd.



TIEU CHUAN QUOC GIA , TCVN 11937:2017

Thwe pham bo sung va nguyén liéu thye vat — Xac dinh cac
aconitum alkaloid — Phwong phap séc ki long véi detector UV (LC-UV)

Foodstuffs dietary supplements and raw botanical materials — Determination of aconitum
alkaloids — Liquid chromatographic method with UV detection

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phurong phap sic ky 10ng voi detector UV @& xac dinh cac aconitum alkaloid
trong thire phdm bd sung va nguyén ligu thie vat chiva cay 6 dau (Aconitum sp.).

2 Nguyén tac

Cac aconitum alkaloid duoc chiét tir cac nén mau khac nhau bang dietyl ete voi sw cd mat cla
amoniac, chat chiét duoc lam sach bing chiét pha réan (SPE) va cac chat phan tich (aconitin,
mesaconitin va hypaconitin) duoc dinh lwgng bang sic ky Idng véi detector UV (LC/UV) & bwréde séng
235 nm. Cac chat dwgc khdng dinh bang sic ky Idng hai lan phé khdi lwang (LCIMS/MS).

3 Thubdc thir

Chi str dyng thude thir tinh khiét phan tich va nwéc da khir ion hodc nwéc cé chat lwgng twong duong,
trip khi ¢6 quy dinh khac.

3.1 Metanol, loai dung cho LC.
3.2 Axetonitril, loai dung cho LC.

CANH BAO: Axetonitril 12 dung mdi dé chay, cin tranh xa ngudn nhigt hoic ngon I(ra va co
thong gio pha hop.

3.3 Axit axetic, dung dich 0,1 %.
3.4 Axit formic.

3.5 Dietyl ete.
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CANH BAO: Dietyl ete 14 dung méi dé chdy, can tranh xa ngudn nhiét hodc ngon ltra va ¢c6 théng
gié phi hop.

3.6 Trietylamin.

3.7 Amoni hydroxit.

3.7.1 Amoni hydroxit, dung dich 5 %.

3.7.2 Amoni hydroxit, dung dich 10 %.

3.8 Amoni format.

3.9 Dung dich riva cét chiét pha ran

Trén 70 ml dung dich amoni hydroxit 5 % (3.7.1) véi 30 ml metanol (3.1).
3.10 Dung dich riva gidi cot chiét pha rin

Trén & ml dung dich amoni hydroxit 5 % (3.7.1) v&i 95 ml metanol (3.1).

3.11 Hon hop axetonitril-axit axetic 0,1 % (1 + 1).

3.12 Chat chuén ddi chirng

3.12.1 Aconitin, d tinh khiét 95 %. Bao quan noi t6i & nhiét 4o tlr 2 °C dén 10 °C.
3.12.2 Hypaconitin, dd tinh khiét 98 %. Bao quan noi toi & nhiét dd nhd hon 25 °C.
3.12.3 Mesaconitin, do tinh khiét 98 %. Bao quan noi tdi & nhiét dd nhé hon 25 °C.

3.13 Dung dich chuin
3.13.1 Dung dich chuan gbc hén hop, khoang 1 000 mg/l

Can chinh xac khoang 10 mg aconitin (3.12.1), hypaconitin (3.12.2) va mesaconitin (3.12.3) cho vao
binh dinh mirc dung tich 10 ml (4.13). Thém 6 mi hén hop axetonitril-axit axteic 0,1 % (3.11) vao binh
va lac dé hoa tan chét rdn. Thém dung méi dén vach.

3.13.2 Dung dich chuan trung gian hén hep, khodng 100 mg/i

Dung pipet (4.11) 14y 1,0 ml dung dich chudn géc hdn hop (3.13.1) cho vao binh dinh mirc dung tich
10 ml (4.13) va pha loang dén vach bang hdn hop axetonitril-axit axetic 0,1 % (3.11).
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3.13.3 Dung dich chudn Iam viéc, khoang 0,5 mg/l dén 20 mg/t

Chun bi m&i it nhét 5 dung dich chun lam viéc (bao gdm ca dung dich trdng hiéu chuan), ndm trong
dai 0,5 mg/l Gén 20 mg/l bing c4ch pha loang dung dich chuén trung gian hén hop (3.13.2) véi hén
hop axetonitril-axit axetic 0,1 % (3.11) nhu néu trong Bang 1. Nén s& dung pipet (4.11) véi dai thich
hop d& chuydn dung dich chudn. Thé tich clia dung dich chuan gbc da chuan bi phai di dé& chuan bj
hai day dung dich chuén 1am viéc,

CHU THICH: 3 aconitum alkaloid d& bi thiy phan trong metanol, d3c biét 1a trong diéu kign kibm. Chu k¥ ban rd ca aconitin,
hypaconitin v4 mesaconitin trong metanol véi 5 % amoniac Ia khoang 4 ngay dén 5 ngay. Tuy nhién, khdng cé ddu hiéu phan
ra cla alkaloid khi dwrgc bao quan trong méi trréing axetonitril hodc mdi trirding axit trong théri gian 6 thang.

Bang 1 - Chuin bj dung dich chuin lam viéc

Chudn | Thé tich chuin trung gian | Thé tich cudi Ndng d6 gan dang
hdn hep ml mgfl
fu Aconitin | Mesaconitin | Hypaconitin
Trang — 10 0,0 0,0 0,0
1 0,05 10 0.5 0,5 0,5
2 0,1 10 1 1 1
|__3_. 0,2 _ 10 2 2 2
4 0,5 10 5 5 5
5 1 10 10 10 10
6 2 10 20 20 20

3.14 Thubdc thir ding cho LC/UV

3.141 Pha ddng A di voi LC/UV, trietylamin 20 mM trong nuéc dugc didu chinh dén pH 3 béng
hén hop axit phosphoric-metanol (85 + 5).

3.14.2 Pha ddng B @i v&i LC/UV, metanol.
3.14.3 Pha ddng dbi v&i sac ky 1ong ghép khdi phé (déng dong).
Hén hop metanol-amoni format 20 mM trong axit formic 0,1 % (45 + 55).

4 Thiét bi, dung cu

St dung cac thiét bi, dung cu phong thir nghiém thong thudng va cy thé nhe sau:
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4.1 Hé thdng LCIUV, c6 detector quang phd tir ngoai kha kién, bom bdn kénh, bd 4y méu ty déng,
b$ phén gia nhiét cho cot, bd thu nhan va xi Iy sé ligu.

4.2 Hé thong sic ky long ghép khéi phd
May do phd khéi lrong ba tl cuc ¢6 ngudn ion phun dién tr va hé théng séc ky 16ng.

4.3 Cét sac ky (dung cho hé thdng LC/UV), vi du: Zorbax Eclipse XDB-C8, 5 ym, 4.6 x 150 mm véi
cot bao vé.

4.4 Cot sac ky (dung cho hé théng LC/MS/MS) vi du: Xterra MS €8, 3.5 pm, 2.1 x 150 mm.
4.5 Bb chiét pha ran, vi du: Gilson Inc.

4.6 Cot chiet, vi du: Oasis MCX SPE, 3 ml, 60 mg.

4.7 Can phin tich, c6 thé can chinh xac dén 0,1 mg.

48 Bésiéuam.

4.9 May ly tam, co toc do téi da 5 000 r/min v&i ban kinh cla roto 13 15 cm.

410 Ong ly tim, dung tich 50 ml.

411 Pipet, c6 thé phan phéi tr 100 ul 3én 1000 pl.

412 B® loc mang, vi du: Puradisc, 13 mm, kiéu xyranh lfoc, c& 16 0,45 um, Iam bang poly (vinyliden

florua).
4.13 Binh dinh m(rc, dung tich 10 mi.

4.14 May lac ngang, co thé dat tbc 6 dén 300 r/min.
5 Lay mau

Mau gl dén phong thtr nghiém phai ding Ia mau dai dién va khong bj hu hdng hosc thay dbi trong

sudt qué trinh bao quan va van chuyén.

Viéc Iy mAu khong quy dinh trong tiéu chudn nay. Néu khong c6 tiéu chudn cu thé ndo lign quan dén
san pham can phén tich thi cac bén tw thoa thuan vé véan d& nay.
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6 Cach tién hanh
6.1 Chiét

Ding can (4.7), can chinh xac khoang 1,0 g m&u cho vao éng ly tam dung tich 50 mi (4.10). Thém 1 mi
dung dich amoni hydroxit 10 % (3.7.2). Khudy déu @& lam am toan bé mau. Sau d6 thém 25 mi dietyl ete
(3.5) vao éng. Lic éng trén may I4c ngang (4.14) trong 1 h & td¢ 36 300 r/min. Ly tdm méu & 4 000 r/min
trong 10 min d& chét ran lang xuéng.

CANH BAO: D& tranh thit thoat ete bay hoi va nguy co nd, éng phai cé kha ning chiu dwoc
Iwc va phii dwoc day kin dé tranh ro ri,

Gan lop diety! ete vao mét éng ly tam khac. Lap lai qua trinh chiét mau hai l&n, mé&i lan véi 10 mi dietyl ete
va l4c éng, twong (rng 30 min va 10 min. Gop cac phan chiét va dé bay hoi dén khd hoan toan & nhiét dé
< 40 °C dwéi dong khi nito, Thém 5 ml hbn hop axetonitril-axit axetic 0,1 % (3.11) va siéu am trong
20 min @& loai bd can. Loc dung dich qua bd loc mang c& 16 0,45 um (4.12) sau d6 lam sach béng chiét
pha rén. Néu thoi gian khéng cho phép cac budc lam sach bang chiét pha rén tiép theo thi bao quan
dung dich & 4 °C. Tuy nhién, cac buéc tam sach phai duoc hoan thanh trong vong 2 ngay dén 3 ngay.

6.2 Lam sach cdt chiét pha rén trao doi cation hén hop

On dinh ¢t chiét pha ran vai 1 ml metanal (3.1) va 1 ml nwére. Sau khi nap 4 ml dung dich mau vao cjt
chiét pha ran, rira cot lién tiép v&i 1 mi dung dich axit axetic 0,1 % (3.3), 1 ml metanol (3.1), 1 ml
nwéc va 1 ml dung dich rba gidi c6t chiét pha rén (3.10). Lam khé cdt va rira giai cac chat phan tich
ra khdi cét béng 2 ml dung dich riva giai chiét pha ran. Téc d dong chay cho viéc nap dung dich méu
14 0,2 mi/min, tc 6 dong chay cho cac budc khac la 0,5 mi/min. Thu dung dich rlra gidi vao dng nghiém
clia hé thong chiét pha rén. Lam bay hoi dung.méi dén khd & nhiét @ nhé hon hodc bang 40 °C dudi
dong khi nito.

CHU THICH Cac chét phan tich s& bj phan hiy dan v&i chu ky ban rd Ja 4 ngay dén 5 ngdy khi dugc gilr trong dung dich rira
gidi chiét pha rén.

Hoa tan lai lvgng cin trong 1 ml hdn hop axetonitril-axit axetic 0,1 % (3.11) va siéu 4m trong 20 min.
Dung dich sdn sang dé phan tich sic ky sau khi cho qua bd loc mang c& 15 0,45 pm (4.12). Dung hdn
hop axetonitril-axit axetic 0,1 % dé pha loang thich hgp néu cac tin hiéu cla céc chét phan tich trong
dich chiét mau ndm ngoai dai higu chun,

6.3 Xac dinh cac aconitum alkaloid bing LC/UV
6.3.1 Diéu kién hoat déng LCIUV

Céc diéu kién van hanh sau day dwoc coi 1a thich hep:
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Nhiét do cot: 25 °C;
Téc d6 dong: 1,0 mi/min;
Thé tich tiém: 10 pl;

Buwdc séng phat hién: 235 nm;
Thoi gian chay: 56 min.

Chuong trinh gradient dwoc néu trong Bang 2. S4c ky db dién hinh cla dung dich chudn dwoc thé hién
trong Hinh 1,

Bang 2 - Chwong trinh gradient dé xac dinh LC/UV

Thé&i gian | Pha déng A | Pha dong B | Téc d6 déng
min % - % mifmin
0 70 30 1,0
20 70 30 1,0
25 60 40 1,0
40 60 40 1,0
50 30 70 1,0 i
51 70 30 1,0
60 70 i 30 1,0

VWD1 A, Butre séng = 235 nm (E060313110PPM.D)

“;::-nm. [re———
>n.m- Acoritins

= -
& “:___?-mu. Mok

T e ___.',;-.-_-.-w — o 3

Hinh 1 - S&c ky dé cla dung dich chuin hdn hop (10 pg/ml)

10
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6.3.2 Dwng dwong chuan

Dung dwdng chudn cla dién tich pic cla trng chat phan tich trong dung dich chun lam viéc theo
ndng dd chét phan tich.

6.3.3 Phép xdc dinh

X4c dinh ndng do clia tixng chét phan tich trong dung dich chiét mau tir dudng hiéu chudn. Néu ndng
d6 clia chét phan tich trong dich chiét mau vurot qua dai higu chuén, tién hanh pha lodng thich hop va
Iap lai viéc xac dinh.

6.4 Khing dinh bing sic ki ldng khéi phd
6.4.1 Khai quat

Khi mét aconitum alkaloid dwoc phat hién & néng dé 2 1 mg/kg bang LC/UV, dic diém nhan dang clia
chét dwoe khing dinh lai bang LC/MS/MS. Dé khéng dinh, cwdng dé cla tin hiéu céip ion kiém soat da
phén (ng twong (rng MRM phai 2 400 cps (Bang 4).

Béang 4 — Cap ion MRM dé khang dinh

Alkaloid lon me, m/z | lon con, m/z
Aconitin 646 586
Hypacanitin 616 556
Mesaconitin 632 572

6.4.2 Didu kién hoat dong LC/MS/MS

Caéc didu kién van hanh sau day dwgc coi 1a thich hop:
Cai aat MS: ché dg ion héa: ion hoa dwong phun dién ti;
Khi chén: 8 don vi;

B9 phéan tao sol khi: 15 don vi;

Dién thé ngudn phunion: 5000 V,

Nhiét d§: 350 °C.

Téc d6 déng chdy cha pha dong dugc dat & mive 200 pl/min,

11
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7 Tinh két qua

Tinh ndng db clia mdi chat phan tich trong mau thty, C, biéu thi bang miligam trén kilogam (mg/kg),
theo cong thirc sau:

C:Ax%x%q (1)

Trong dé:
A 12 ndng dd chét phan tich trong dung dich thi (xem 6.3.3), tinh bang miligam trén lit (mgfl);
W la khéi Igng clia mau d4 str dung, tinh bing gam (g);
V14 thé tich cubi clia dung dich méu, tinh bang mililit (ml);
D ta hé sb pha lodng, néu co;

5/4 1a hé sb dé tinh phan chat chiét 14y ra Gé lam sach.

8 Bado cao thir nghiém

Bao cao thr nghiém phadi it nhat bao gém cac thdng tin sau:
— moi thong tin can thiét cho viéc nhén biét day du vé mau;
~ phuong phap Iy mau, néu biét;

— phuwong phap thi, vién dén tiéu chuén nay;

— moi didu kién thao tac khong quy dinh trong tiéu chudn nay hodc duoc xem 1a ty chon, cling véi
moi tinh hudng bét thwdng c6 thé anh hudng dén két qua;

— két qua thir nghidm thu dwoc hodc néu kiém tra do lap lai thi néu két qua cudi cung thu duoc.

12



Két qua thir nghiém lién phong

Phu luc A
(tham khao)
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Bang A.1 — Két qua nghién civu lién phang thir nghiém ddi véi aconitum alkalold

trong thirc an bd sung

M3u® | Trungbinh | S, | RSD,, % | Sk | RSDgr, % | S6 phong | Chisd HorRat | $6 phéng
mg/kg thir nghiém thir nghiém
ngoai l& tham gia
Aconitin
A 0,73 0,13 16,7 0,25 - 33,0 2 1,98 9
B8 6,28 ‘ 0,22 35 1,80 28,8 1 2,37 10
C 4,21 0,14 34 0,63 15,3 2v 1,18 8
D 8,57 0,51 6,0 1,58 18,8 | 0 1,62 11
E 0,89 0,04 52 - 0,20 231 t 1,42 10
F NDs¢ — — = = — - 9
G ND — — — — — — 11
Mese;conitin
A 3,11 0.20 6,5 0,82 26,0 1 1,93 10
B 33,2 2,05 6,2 4,44 134 1 142 10
c 4,08 0,15 37 0,98 24,3 28 1,88 8
D 8,64 0,42 4,9 1,16 134 0 1,16 11
E 0,98 0,06 6,1 0,18 18,5 1 1,15 10
F ND — — — - - — g ]
G ND — _ —_ - 1 _ 10

13
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Bang A.1 (két thac)

Mau* | Trungbinh | S. | RSD,, % | Sr | RSDe, % | Sé phdng | Chisé HorRat | Sé phéng
mglkg thir nghiém thir nghiém
ngoai lé tham gia
Hypaconitin
A 1,10 0,16 13,9 0,31 273 2 1,74 9
B 852 1,64 1.9 5,5;7 6,5 2 0,80 9 ]
Cc 4,48 0,17 38 0,55 12,5 30 0,97 7
D 8,85 0,21 24 1,20 13,2 1 1,14 10
E 0,90 0,06 6,5 0,16 17,2 1 1,06 10
_mF ND — —_ — — 1d e 8
G N |- — | =] — - — 1
Trong d6
* Mau

la thike &n bd sung;
14 R. aconiti @a ché bién;
I thire &n bd sung d3 thém 5 mgrkg kiém chirng am;

A
B
c
D 12 bd sung lrgng cao 10 mg/kg nguyén ligu thire vat kidm chirng &m;
E 12 bd sung lwgng thip 1 mg/kg nguyén liéu thye vat kiém ching &m;

F 14 nguyén liéu thec vat kiém chirng 4m;

G |2 thire 3n bd sung kiém chirng am.

b Thém mét phong thir nghiém @ dwoc loai bo vi cac dir liéu nghi ngdr b 18n véi nhirng méu khac.
¢ ND la khong phét hign.

9 Haj phdng thir nghiém 44 dugc loai bd vi céc dir ligu nghi bj Bn véi nhirng miu khac.

S. D léch chuan l&p lai

RSD: D3 l&ch chuén trong d6i 1ap lai

Sr B8 léch chudn tai l4p

RSDr D06 l&ch chudn tuong dbi tai lap.
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