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Thwe phdm chirc ndng - Xac dinh ham lwong ephedrin va
pseudoephedrin bing phwong phap sic ky léng hiéu ning cao

Dietary supplements — Determination of ephedriie and pseudoephedrine content
by high performance liquid chromatographic method

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chuan nay quy dinh phwong phap séc ky 1dng hiéu nang cao v&i detector UV dé xac dinh ham
lwgng ephedrin (EP) va pseudoephedrin (PS) trong céc dang nguyén liéu thé, dich chiét tir cay ma
hoang (Ephedra sinica) v cac san phdm thire phdm chirc nang chira ham lwong thap cac ankaloid:
norphedrin (NE), norpseudoephedrin (NP), metylephedrin (ME) va metylpseudoephedrin (MP).

2 Nguyén tic

Céc alkaloid ephedrin trong mau thiy dugc chiét béing hdn hgp metanol va dung dich kalidihydro
phosphat 50 mM. Dich chiét dwgc lam sach bing chiét pha rin (SPE) sl dung cdt trao ddi cation manh
(SCX). Céc alkaloid dugc rira gidi khéi cdt SPE béng hdn hgp metanol-amoni hydroxid. Sau khi dwgc
pha loding va trung hoa, cac alkaloid dwgc tach béng HPLC st dung cbt sic ky ete phenyl, ché d6 rira
giai dang dong, phat hién va dinh lugng béing detector UV & buée séng 210 nm.

3 Thudc thir

Tét ca thubc thir dugc st dung phéi 1 loai tinh khiét phan tich, dung cho sic ky Iéng hiéu nang cao
ho#c ¢6 chat lwgng trong dwong. Nudc siv dung phéi 13 nwéc da khir ion hodic nwdc cd d9 tinh khiét
twong dwong, trir khi ¢é quy dinh khac.

CANH BAO: Cac chét chuin alkaloid va miu thir c6 thé gay dc hai nu hit phai hay hip thy
qua da gdy ngd dc cip tinh téi tim mach va hé thidn kinh trung wong. Vi vy cin tranh tiép xic
v&i da, mét va quin &o. Bao quan trong lo kin, tranh xa ltra va cac nguém nhiét,

3.1 Metanol.
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3.2 Dung dich dém pha d¢ng, 50 mM

Héa tan 13,6 g kali dihydro phosphat (KHzPO,) trong 1 lit nwéc. Pha méi hang tuln.
3.3 Phadjng

Trén 30 ml metanol (3.1) véi 970 ml dung dich dém pha djng (3.2). Loc qua mang lgc nylon 0,45 ym va
loai khi béing ap suét gidm. Dung dich da chuén bj chi siv dung trong vong 1 tuln.

3.4. Dung méi chiét

Tron 30 ml metanol (3.1) va 970 ml nwérc, thém 1,3 g kali dihydro phosphat, khudy cho tan hét, loai khi
dwéi ap suat gidm. Dung dich da chudn bj chi s& dyng trong vong 1 tuan.

3.5 Dung djch axit phosphoric, 500 mM

Hat khodng 3,5 ml dung dich axit phosphoric (HsPOs) 85 % vao 100 ml nuée, trdn ddu. Pha méi sau
2 tudn.

3.6 Dung djch axit phosphoric, 50 mM

HUt 345 pl dung dich axit phospheric 85 % che vao 100 ml nwér, tron déu, Pha méi sau 2 tun.
3.7 Dung dich rira giai SPE

Trdn 5 ml amoni hydroxid v&i 95 ml metanol. Pha méi sau 2 tudn.

3.8 Chét chudn ephedrine hydroclarua (EP-HCI) va pseudoephedrine hydroclorua (PS-HCI), tinh
khiét (2 99 %).

3.9 Dung dich chuin
3.9.1 Dung dich chudn géc

Can chinh xac 62,5 mg + 2 mg EP-HCI (3.8) (twong dwong 51 mg EP dang bazo ty do) va 7,5 mg
0,2 mg PS-HCI (3.8) (twong dwong 6,1 mg PS dang bazo ty do) vao ciing binh dinh mirc 25 ml (4.8).
Thém vao khodng 20 ml dung méi chiét (3.4), rung siéu am @& hoa tan (khoang 5 min), thém dung mdi
chiét (3.4) dén vach, tron déu. Dung dich chudn géc nay chira khodng 2,1 mg/ml EP dang bazo ty do
va 0,25 mg/ml PS dang bazo tw do

3.9.2 Dung djch chuin lam vigc

Ding pipet (4.7) 14y chinh xac dung dich chuan géc (3.9.1) theo nhur Bang 1 cho vao binh dinh mirc
50 ml (4.8). Pha loang bing dung méi chiét dén vach. Day dung dich chuin nay ¢t thé bén dwoc 2 tudn
& céc didu kién phong thiz nghiém,
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Bang 1 - Chudn bj cac dung dich chuin lam viéc

Dung dich Thé tich Thé tich Néng d6 céc alkaloid ty do,
chuén [am viéc dung dich dinh mie, Hg/mi
chuén géc, mi
mil EP PS
Tréng 0 50 0 0

1 0,5 50 205 25
2 1,0 50 41,0 4.9
3 1,5 50 61,4 74
4 2,5 50 102,4 12,3
5 3,5 50 1434 17,5
6 5,0 50 204,8 246

4 Thiét bj, dung cy
St dung c4c thiét bj, dung cy clia phong thir nghiém théng thueng va cu thé nhu sau:
4.1 Hé théng sic ky 1dng hig¢u ning cao, detector UV-Vis.

4.2 CHt phéan tich HPLC Phenomenex Synergi Polar RP (4,6 x 150 mm; c& hat 4 ym) ho&c twong
duong.

CHU THICH: Chidu dai va dudng kinh cla cht cé thé dwgc thay ddi theo k§ thust st dung HPLC.
4.3 Cin, c6 thé can chinh xac dén 0,01 mg.

4.4 B0 lgc dung méi, sir dyng mang loc nylon 0,45 pm.

4.5 B rung siéu am,

4.6 B chiét pha rin SPE, cé bd loc hit chan khéng, binh rira gidi, cft trac @di cation manh
(Phenomenex ho3c tong duong) chiva 500mg hat nhi.

4.7 Pipet tw ddng, c6 thé phan phéi cac thé tich tir 200 pl dén 1000 .
4.8 Binh djnh mirc, dung tich 10, 25, 50 va 100 ml.
4.9 May ly tdm, c6 thé dat téc dd 2 000 r/min,

4.10 May lic.
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5 Liymiu

Viéc ldy mau khéng dwoc quy dinh trong tiéu chuln nay.

M&u glri dén phong thtr nghiém phai ding 12 mau dai dién va khéng thay d@di trong sudt qua trinh van

chuyén hodc bdo quan,

6 Céch tién hanh
6.1 Chudn bj dung dich thiy
6.11 Maiu nguyén ligu thé

Can 2,0 g £0,2 g mAu thir 84 nghién, chinh xéc dén 0,01 mg, cho vao binh dinh mirc 100 ml (4.8). Thém
50 ml dung mai chiét (3.4), lic bang may lAc (4.10) trong 15 min, rung siéu 4m binh trong 45 min ma
khéng cAn kiém soat nhiét @6. Dé yén dén nhiét d phong, thém dung méi chiét (3.4) dén vach, trdn ddu.

6.1.2 MAu djch chiét tir cay ma hoang

Cén 280 mg + 30 mg mAu thir, chinh xac dén 0,01 mg, cho vao binh dinh méc 100 m {4.8). Thém 50 ml
dung méi chiét (3.4), ic bing may I4c (4.10) trong 15 min, rung siéu &m binh trong 10 min ma khéng can
kiém sodt nhiét do. D& yén dén nhiét do phong, thém dung méi chiét (3.4) dén vach, trdn déu.

6.1.3 Miu vién nang, vién nén chi¥a nguyén li¢u thd

Can 20 vién, chinh xac dén 0,01 mg. B4i véi vién nang cirng, My toan bd phin mau bén trong nang
vao binh chira, can lai khéi lwgng v, Béi véi vién nén, nghién dén bt min trong mét may nghién cafe
hoéc tuwong duong.

Can phan bot mAu cé ham Iwgng twong dwong véi 2,0 g 0,2 g nguyén liéu thd, chinh xac dén 0,01 mg
va chuyén vao binh dinh mirc 100 ml {4.8). Thém 50 ml dung méi chiét (3.4), I3c bing may Ic (4.10)
trong 15 min, rung siéu &m binh trong 10 min ma khéng cAn kiém soat nhiét d9. D& yén dén nhiét do
phéng, dinh thém dung méi chiét (3.4) aén vach, trén déu,

6.1.4 M3u vién nang va vién nén chiva djch chiét tir cdy ma hoang

Can 20 vién, chinh xac d@én 0,01 mg. DI véi vién nang cirng, Iy toan bd phin miu bén trong nang
vao binh chl¥a, cén lai khdi lvgng vé. Di véi vién nén, nghidn dén bt min trong mét may nghién cafe
hodc twong dwong.

Can phan bdt mau tuong duong véi 285 mg + 30 mg dich chiét tir cdy ma hoang, chinh xac dén 0,01 mg
va chuyén vao binh dinh mic 100 ml (4.8). Thém 50 ml dung méi chiét (3.4), lic bing may lc (4.10)
trong 15 min, rung siéu am binh trong 10 min ma khéng cin kiém so4t nhiét do. Dé yén dén nhiét 86
phéng, thém dung mai chiét (3.4) dén vach, tron déu.
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6.2 Tinh sach
6.2.1 Hoat héa cét SPE

Dat cot SPE vao hé chiét pha rén (4.6). Cho Ian legt 2 mi metanol (3.1), 1 ml dung dich axit phospharic
50 mM (3.6) qua cot, khéng dé khd cét. S& dung 4p suét chan khéng khoang 12,7 ¢m thlly ngan
(16,9 kPa) @& cho cac dung dich trén qua c6t véi tée db phit hep, tlly thude vao kich cé& hat nhdi va
khéi lrgng cac hat trong dung dich.

6.2.2 Nap cac dung dich chuin lam viéc

HGt 10 mi méi dung dich chuén 1am viéc (3.9.2) va dung dich tréng cho vao cac ¢t SPE @a hoat héa
(6.2.1). Cho céc dung djch nay qua cjt véi téc 4o khéng qua 2 mlimin t&i khé.

6.2.3 Nap dung djch thir

Lam sach cac dung dich ther béng cach: ly tm 10 ml dung dich thir (6.1) tai tdc dd xAp xi 2000 r/min
trong 10 min ho3c d& yén dung dich it nh4t 1 h.

HCGt 5 ml dung dich vao cit SPE da hoat héa (6.2.1). Cho c4c dung dich nay qua cét véi tée do khdng
qué 2 ml/min t&i khé. Loai bé dich ria gidi.

Dbi v6i méi 16 mAu, thyre hién miu tréng biing cach cho 5 mi metanol (3.1) di qua cdt.

6.2.4 Ruracdt

Rira cdt SPE véi 1 ml dung dich axit phosphoric 50 mM (3.6), hat khd d8 loai bd dich di qua cit.
Rira lai c6t bing 2 ml metanol (3.1), hut khd, loai bd dich qua cét,

6.2.5 Rira gidi cac alkaloid

Hung binh dinh mire 10 ml bén dwéi méi ¢t SPE.

Rra gidi ba J&n, mé&i 1an hat 1 ml dung dich rira gidi SPE (3.7) 1&n mdi cot SPE va rira gidi vao trong
binh dinh murc.

Thém khodng 5 ml axit phosphoric 500 mM (3.5) véo binh dinh mirc, dé yén dén nhiét 6 phong. Thém
dung dich axit phosphoric 500 mM (3.5) dén vach, trén d8u. Chuyén mét phan dung dich nay vao lo
bom méu ty déng cho HPLC. D4y 13 dung dich thir lam viéc.

Cée dung dich chun va dung dich mAu thir sau khi dwoc xi¥ Iy qua cdt SPE c6 thé bén dugc it nhét 1
thang khi bao quan & nhiét 4% phong.
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6.3 Xac dinh

6.3.1 Didu kién van hanh HPLC

Cét séc ky 42
Pha déng 35
Téc 45 dong 1,5 mi/min
Thé tich bom 20yl
Detector 210 nm
Dung méi rita kim bom mau Nuére
Nhiét d¢ cot 20°C
Thoi gian chay 20 min

CHU THICH 1: Cac thdng s6 vé ty 13 pha ddng, thé tich miu bom, téc 49 dong, nhiét dd budng cdl c6 thé dugc didu chinh tiy
thudic vo didu kién thuc té cla thiét bj HPLC dugc st dung.

CHU THICH 21 Vi cic miu c6 chira cafein cdn rira cft séc ky 10 min v&i hn hgp acetonitril : nuéc : dung dich axit
phosphoric (50 : 50 : 0,1) sau khodng 4 14n bom mAu, Can bng cit séc ky véi pha ddng trong 10 min sau m&i 14n rira cit.

6.3.2 Thoi gian lru twong déi so véi ephedrin

Bang 2 — Théi gian hwu twong déi cla cac alkaloid so véi ephedrin

Alkaloid Thei gian vy, min Théi gian lwvu tvong dbi
Norephedrin 4.9 0,61
Norpseudoephedrin 54 0,68
Ephedrin 8,0 1,0
Pseudoephedrin 94 1,2
Metylephedrin 12,8 1,6
Metylpseudoephedrin 13,2 1.7

6.3.3  Kidm tra dd dn djnh cia hé théng
a) b6 lap lai

Bom it nhét 5 14n dung dich chuln 8 4 (Bang 1), tinh RSD cuia dién tich pic EP va PS, RSDgr < 2,0 %
va RSDps = 3,0 %.

10



TCVN 11065:2016

b) B9 phan gidi: Tinh d6 phan giai clia cac pic EP va PS theo Cdng thirc (1)

T,-T,

Radus2-tt .
W+ W,

)

Trong do:

T., T2 14n lwot 14 thei gian lwu cla EP va PS;

Wi, W 1a dé rgng day pic.
Dé phan giai clia EP va PS tai dung dich chun sé 4 phai 2 2,0.
c) Hé sb kéo dudi: Tinh hé sb kéo dubi pic theo Céng thirc (2):

_L+R
2L

F

2

Trong d6:
L 1a d rong tinh tir diém bat dAu pic téi diém vudng gdc ha tir vj tri 5 % chidu cao pic xuéng;
R 1a 44 rong tinh tir diém vudng géc ha tir vi tri 5 % chidu cao pic xubng dén diém két thuc pic.

Hé s6 kéo dudi pic phai s 1,5 cho t&t ca céc pic alkaloid trong cac séc db bom cac dung dich chuan 1am
viéc (3.9.2).

d) Xac dinh hé sé twong quan: hé sé trong quan tuyén tinh 72 clia dién tich pic va ndng 46 mai
alkaloid cAn phai 2 95 %, sau khi da hiéu chinh ndng @3 mai chuan theo d3 tinh khiét ciia né.

6.3.4 Dyng dwong chuidn

Sau khi thiét bj da én dinh, tién hanh bom I4n Iwvgt cac dung dich chuln 1am viéc da 44 dwoc xi Iy qua
SPE (6.2) vao hé théng HPLC.

Xac dinh dién tich pic clia cac chun trén sic dd, dwng dwing chudn da vao dién tich hodc chidu cao
pic ctia mdi alkaloid v6&i ndng dd chuén lam viéc twong tng.

6.4 Phan tich miu thir
Bom mAu thtr véi cling didu kién nhi bom dung dich chudn hén hep, xac dinh dién tich hodc chidu cao pic.
Dya vao dudng chudn, xac dinh ham lweng ephedrine, pseudoephedrine c6 trong mau thi.

Néu dién tich pic hodc chidu cao pic clia mAu Iém hon dién tich pic hodc chidu cao pic clia chudn cao
nhét thi phai tién hanh pha lodng mau va bom lai.

11
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7 Tinh két qua

Tinh ham lwgng cac alkaloid-HCI c6 trong mAu, X, dugc biéu thj bing microgam trén gam (ug/g), theo
Cong thire (3):

=CXVKD
w

X

3

Trong d6:
C  lanbdng do alkaloid trong mAu thi, tinh dwec tir dwdng chun;
V  lathé tich chiét mau (& day V = 100 mi);
D lahé sé phalogng (& day D = 10/5=2);
w  la khéilwgng mau (g).

Tinh ham lwong céc alkaloid dang base cé trong mau, X, dugc bidu thi bing microgam trén gam (ug/g),
theo Céng thirc (4):

X,=X-08192 @)

Trong @6 0,8192 14 hé sé quy ddi t» alkaloid-HCI sang alkaloid dang base.

8 Bao cdo thir nghiém

Béo céo thlr nghiém phai ghi rd:

— moi thong tin can thiét @& nhan biét dy al vé méu thir,
— phuaong phép Iy miu da sir dyng, néu biét;

— phuong phap thir 43 diing, vién dan tiéu chuln nay;

— tAt ¢a cac chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay, hoic tuy ¥ lya chon cling véi cac chi
tiét bat thurorng nao khac cé thé anh hwdng dén két qua;

~ két qua thlr nghiém thu duoc;

— néu kiém tra 49 Ip lai thi néu két qua cudi ciing thu duge,

12
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Phu luc A
(Tham khao)
Két qua thir lién phong thir nghiém

Bang A.1 — Cac két qua cia phép thir lién phong thiv nghiém

Séan phim $é phong Ham lweng RSDy, % RSDg, % Chisd
thdr nghidm # | trung binh, pg/g HorRat
Ephedrin
Thye vat 10(2) 6180 0,98 3,98 0,92
Vién nang Ephedra 10 (0) 7050 1.8 6,59 1,56
Dich chiét théng thudng 10(2) 64400 0,64 2,13 0,70
Vién nang cong thirc 10(1) 21900 2,56 347 0,98
Thém mirc thap 10(2) 5790 3,03 3,50 0,81
Thém mic cao 10(2) 58100 1,98 6,60 2,15
Pseudoephedrin
Thire vat 10 (0) 1270 4,08 9,64 1,77
Vién nang Ephedra 10 (0) 2270 2,01 11,2 223
Dich chiét théng thuéng 10 (0) 9410 2,58 9.0 2,23
Vién nang cdng thtrc 10 (0) 1960 2,58 11,3 2,21
Thém mic thap 10(0) 783 9,63 10,6 1,81
Thém mirc cao 10(2) 8683 4,70 11,4 2,78
Téng (Ephedrin + pseudoephedrin)
Thire vat 10 (0) 7450 3,03 * 4,38 1,06
Vién nang Ephedra 10 (0) 9320 1,83 7,486 1,84
Dich chiét théng thuéng 10(2) 74300 0,85 2,03 0,69
Vién nang cdng thirc 10 (1) 23900 2,38 3,60 1,03
Thém murc thip 10(1) 6570 2,76 3,50 0,82
Thém muic cao 10(1) 65200 2,57 10,1 3,34

CHU THICH:

* Trong ngoac don 14 sb phong thir nghiém ngoai 1&;
RSD; va RSDg trong (ing 12 dd lach chulin twong ddi 13p lai va d9 léch chudn twong déi téi 1ap.

13
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