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MO DAU

Viét Nam c¢6 kinh nghiém tir 1au doi vé viée sir dung duoc liéu va ché pham
c6 ngudn goc duoc liéu dé diéu tri bénh. Nhiéu duoc liéu da duoc str dung tir rat 1au
qua kinh nghiém dan gian, kién thtc y hoc ¢ truyén, bai thudc gia truyén,... Diép ha
chau diang (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae) 1a mét trong
nhitng duoc lidu duoc sir dung rat pho bién va da duoc cdng nhan sir dung chang
nhitng theo Y hoc Viét Nam ma con khap noi trén thé giGi vai tac dung chinh la cai
thién chirc nang gan & cac ddi tuong viém gan do nhiéu nguyén nhan khac nhau, dic
biét la viém gan B [4], [21], [53], [56], [76], [100].

T6 chirc y té thé gi6i va Dugc dién cac nudc déu di dua ra cac yéu cau kiém
tra chét lugng cac thude tir duoc lidu phai dya trén cac k¥ thuat phan tich hi¢n dai,
v6i viée st dung cac chat d6i chiéu phu hop [103]. Duoc dién Viét Nam V da co
chuyén luan Diép ha chiu ding va cao dic Diép ha chau ding [2]. Duogc dién My
hién hanh ciing da c6 cac chuyén luan duoc liéu Diép ha chau ding, bot Diép ha chau
ding [98]. Cac chuyén luan trén déu co cac chi tiéu dinh tinh, dinh lwong st dung
chat chuan ddi chiéu la chat diém chi phyllanthin.

Hién nay, trén thi trudng nhiéu san pham tir Diép ha chau ding, cha yéu duoc
bao ché tir nguyén liéu 1a cao toan phan, véi cong dung la cé hiéu qua trong tac dung
bao vé gan. T4t ca nhirng san pham nay déu cong b chét luong dua trén tiéu chuan
co so tu xay dung. Pa sd, cac tiéu chuan co sé ciia cac thanh pham dugc xay dung
chi dya trén viéc dinh lugng hon hop toan phan bang phuong phap khong dic hiéu,
khong dua duogc chi ti€u dinh lugng cac hop chét co hoat tinh sinh hoc cling nhu chua
xac dinh muc ham luong cho céc chét c6 hoat tinh trong lidu diéu tri do thiéu chat
chuan d6i chiéu va chua c6 nghién ctru vé duge dong hoc cua cac chit co hoat tinh
sinh hoc cho cac san pham tir dugc liéu nay. Trong khi tac dung sinh hoc cta Diép
ha chau dang khong chi do phyllanthin ma con c6 hypophyllanthin va niranthin. Céac
chat nay c6 vai tro hét sirc quan trong trong tac dung bao vé gan, khang viém, chong

ung thu [30], [67].



Bén canh d6, cdng tac tiéu chuan héa dugc liéu hay san pham tir duoc liéu con
tuong d6i kho khin va dang con bo ngd trong linh vuce kiém nghiém do thiéu phuong
phap thu, chat chuan ddi chiéu, cao chuan dbi chiéu,... Mt khac, cac chat chuan doi
chiéu chua san c6 va gia thanh rat cao; phuong phap thir ciing can xay dung cho phu
hop Vi trinh d6 khoa hoc k¥ thuat chung cua ca thé gidi dé nang cao chat lugng cac
san pham trén. Ngoai ra, nghién ctu sinh kha dung nham danh gia cac théng s dugc
dong hoc cua ché pham tir Diép ha chau dang s& giap minh chang hd tro diéu tri bao
vé gan hiéu qua hon.

Do d6, viéc phan lap cac chat c6 hoat tinh sinh hoc 1am chat dbi chiéu, tiéu
chuan hoa cao Diép ha chau ding ciing nhu xac dinh sinh kha dung cua ché pham dé
1am co s& cho viée kiém tra chat luong va wdc dinh liéu dung cho cic san pham tir
Diép ha chau ding 1a hét stc can thiét. Tir cac 1y do trén, dé tai “Thiét 1ap chat d6i
chiéu hypophyllanthin, niranthin va danh gia mot s6 thong sé duoc dong hoc cua cao
chuén hoa diéu ché tir Diép ha chau ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.,
Euphorbiaceae)” dugc thuc hién véi cac muc tiéu cu thé nhu sau:

- Chiét xuat, phan lap, tinh ché hypophyllanthin, niranthin tir Diép ha chau
ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).

- Thiét 1ap chat d6i chiéu hypophyllanthin, niranthin tir Diép ha chau déng
(Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).

- Diéu ché va tiéu chuin hoa cao Diép ha chau ding (Phyllanthus amarus
Schum. et Thonn.).

- Panh gia mdt s6 thong s6 duogc dong hoc cua cao chuan hoa diéu ché tur Di¢p

ha chau dang (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. TONG QUAN DIEP HA CHAU PANG
1.1.1. Tén goi, phan loai [1], [4]

Tén thyc vat: Diép ha chau déng.

Tén khac: Ché dé rang cua, ché dé than xanh, cam kiém, kién déng, co tran
chau, rut dat, tran chau thao, 130 nha chau, diép hoa thi.

Tén khoa hoc: Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae.

Theo hé théng phan loai cua Takhtajan A. nam 2009 [94], cAy Diép ha chau

déng c6 vi tri phan loai thyc vat nhu sau:

Gidi (regnum) Plantae

Nganh (division) Magnoliophyta (ngoc lan)

Lop (class) Magnoliopsida (ngoc lan)

B (ordo) Euphorbiales (thau dau)

Ho (familia) Euphorbiaceae (thau dau)

Chi (genus) Phyllanthus

Loai (species) Phyllathus amarus Schum. et Thonn.

1.1.2. Phan bb - sinh thai

Euphorbiaceae 1a mot ho thuc vét 16n bao gdm khoang 6.500 loai trong 300
chi. Phyllanthus ciing 1a mét chi 16n, ¢6 khoang 200 loai ¢ My, 100 loai & Chéu Phi,
70 loai & Madagascar, phan con lai & chau A va chau Uc. Diép ha chiu ding 1a cay
ua sang, wa am nhung khong chiu dugc ngap ung. Cay song dugc trén nhiéu loai dat
(dat bazan, dat pha cat, dat cat, dat phu sa...) pH tir 5,0 dén 6,5. Bién do nhiét thich
hop cho cdy sinh truong 1a 25-30 °C. Cay ra hoa quéa nhiéu, tai sinh t6t tir hat, vong
doi kéo dai 3-5 thang. Trong ty nhién, cdy thudng moc trén dat 4am & ven doi, trén
nuong ry, bai hoang hay ven dudng di va quanh lang ban, & ca mién ndi 1an trung
du va dong bang [21].
1.1.3. Pic diém thue vat

Cay thao cao 40-80 cm, than tron, bong, mau xanh, phan nhanh déu, nhiéu. La
moc so le xép thanh hai diy sit nhau tréng nhu 14 kép hinh 16ng chim. Phién 14 hinh

bau duyc, dai tir 5 mm dén 10 mm, rong 3 mm dén 6 mm, mau xanh thAim & mit trén,



mau xanh nhat & mdt dudi. Hoa duc va hoa cai moc thanh cum. Hoa duc c6 cudng
ngan 1 mm dén 2 mm, dai 5, c6 tuyén mat, nhi 3, chi nhi dinh nhau. Hoa céi c6 cuéng
dai hon hoa duc. Qua nang, nhan, hinh cau, duong kinh 1,8 mm dén 2 mm, c6 dai

t6n tai. Qua chira 6 hat hinh tam giac, duong kinh 1 mm, hat ¢ soc doc ¢ lung [1].
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Hinh 1.2. Mit dudi cua la (trai) va cac qua (phai) Diép ha chau déng
1.1.4. Bo phan dung, gieo trong, thu hai [4].

B0 phan dung: Toan cay - Herba Phyllanthi amari

Gieo trong: Gieo hat & vuon wom: thang 1-2, tréng cdy con: thang 2-3, thu
hoach: thang 4-5 (sau khi tréng 45-50 ngay). Nhin chung, thoi vu tréng Diép ha chau
dang kéo dai ca mua kho, tin dung trdi nang dé phoi.

Thu héi: Sau khi trong khoang 45-50 ngay, cdy Diép ha chau ding cao 60-70
cm la thu hoach. Niang suét dat 10-12 tin twoi/ha/vu. Mot nam c6 thé trong 2 vu. Diép
ha chau dang 1a cay thudc dé trong, cdy khong kén dat.

1.1.5. Thanh phin héa hoc trong Diép ha chau ding

Thanh phan hoéa hoc cua Phyllanthus amarus bao gom: lignan, alkaloid,

flavonoid, tannin thity phan (Ellagitannin), polyphenol, triterpen, sterol va tinh dau,

nhu bang liét ké trong Bang 1.1.



Bang 1.1. Thanh phan hoa hoc trong Diép ha chau dang

Nhom Hoat chat

Tai lidu

Alkaloid  Epibubbialin, isobubbialin, norsecurinin, securinin, securinol,
4-methoxy-nor-securinin, dihydrosecurinin, allo-securin,
tetrahydrosecurinin, 4-methoxy dihydrosecurinin,
4-hydrosecurinin, 4-methoxy tetrahydrosecurinin

[8], [46]

Flavonoid  Quercetin, rhamnocitrin, rutin, apigenin, luteolin, kaempferol,
allocatechin, astragalin, quercetin-3-O-glucosid, quercitrin,
4'.5,7-triethoxy-3,3',6-trimethoxy flavon, phyllanthusiin

[5], [47],
[89]

Lignan Phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, phyltetralin,
nirtetralin, isonirtetralin, hinokinin, lintetralin, isolintetralin,
demethylenedioxy niranthin, 5-demethoxy-niranthin, 7'-
oxocubebin dimethyl ether, (3-(3,4-dimethoxybenzyl)-4-(7-
methoxybenzo[1,3]dioxol-5-yl-methyl)-dihydrofuran-2-on, va
4-(3,4-dimethoxyphenyl)-1-(7-methoxybenzo[1,3]dioxol-5-yl)-
2,3-bismethoxymethylbutan-1-ol.

[10], [53],
[54], [81],
[84], [85],
[90],
[91].

Sterol Amarosterol A, amarosterol B, cycloeucalenyl acetat,
macdougallin, ergosta-5,7,22-trien-3-ol acetat, 17-(1,5-
dimethylhexyl)-6-hydroxy-5-methylestr-9-en-3-yl acetat,
stigmasterol, B-sitosterol, daucosterol, stigmast-5-en-3-ol oleat,
6,7-epoxypregn-4-en-9,11,18-triol-3,20-dion, 11,18-diacetat,
bufalin, 3-acetoxy-7,8-epoxylanostan-11-ol

[47]

Tannin va Amariin, acid amariinic, amarulon, corilagin, geraniin, acid

phenol geranic, furosin, phyllanthusiin A, B, C va D, acid ellagic, acid
repandusinic, elaeocarpusin, acid 4-galloyl quinic, acid gallic,
gallocatechin, 1,6-digalloylglucopyranose, acid 4-O-
galloylquinic, acid quicnic, acid geraniinic B, cidrepandusinic
A, isocorilagin, melatonin.

[47]

Terpenoid Phyllanosid, 2Z, 6Z, 10Z, 14E, 18E, 22E-farnesyl farnesol,
linalool, phytol, olean-13(18)-en, methyl ursolat, barringenol
R1, Phenazin va dan chit phenazin 2Z, 6Z, 10Z, 14E, 18E,
22E-farnesyl farnesol, lupeol, phyllanthenol, phyllanthenon,
phyllantheol, acid oleanolic, acid ursolic

[47], [56]

Nhém Acid cinnamic, acid 4-hydroxy-3-methoxy-benzoic, acid
khac brevifolin carboxylic, rhodopin

[47]

1.1.6. Tinh chét 1y héa mot s6 hop chit lignan
1.1.6.1. Phyllanthin [105]
Cong thuc phan ti: C2sH3406

Phyllanthin ~ (IUPAC):  4-[(2S,3S)-3-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-4-

methoxy-2-(methoxymethyl)butyl]-1,2-dimethoxybenzen
CAS: 10351-88-9
Khéi lugng phén ti: 418,5 g/mol


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10351-88-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

Hé sb log Pow: 3,2

Tinh tan: tan trong dung moi hiru co nhu cloroform, methanol, ethanol, kém
tan trong nudc

Diém chay: 96 °C
1.1.6.2. Hypophyllanthin [105]

Cong thtrc phan tir: C24H3007

Hypophyllanthin (IUPAC): (7R,8R,9S)-9-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-methoxy-
7,8-bis(methoxymethyl)-6,7,8,9-tetrahydrobenzo[g][1,3]benzodioxol

CAS: 33676-00-5

Khéi lwong phan ti: 430,5 g/mol

Hé s6 log Pow: 3,6

Tinh tan: Tan trong dung moi hitu co nhu cloroform, dicloromethan, ethyl
acetat, dimethylsulfoxid, aceton ~ 0,2 trong ethanol, ~10 mg/mL trong
dimethylsulfoxid, ~ 30 mg/mL trong dimethylformamid.
1.1.6.3. Niranthin [105]

Cong thtrc phan tir: C24H3207.

Niranthin (IUPAC): 6-[(2R,3R)-3-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-4-
methoxy-2-(methoxymethyl)butyl]-4-methoxy-1,3-benzodioxol.

CAS: 50656-77-4

Khéi lwong phén ti: 432,5 g/mol

Hé sb log Pow: 4,1

Tinh tan: Tan trong dung méi cloroform, dicloromethan, ethyl acetat,
dimethylsulfoxid, aceton.
1.1.6.4. Nirtetralin [105]

Cong thuc phén ti: C2sH3007

Nirtetralin (IUPAC): (5R,6S,7S)-5-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-methoxy-6,7-
bis(methoxymethyl)-5,6,7,8-tetrahydrobenzo[f][1,3]benzodioxol

CAS: 50656-78-5

Khéi lugng phan tir: 430,5 g/mol

Hé s6 log Pow: 3,6


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50656-77-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50656-78-5&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

Tinh tan: Tan trong dung moi cloroform, dicloromethan, ethyl acetat,
dimethylsulfoxid, aceton.
1.1.6.5. Phyltetralin [105]

Cong thirc phan tir: C24H3206

Phyltetralin (IUPAC): ((1R,2S,3S)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-6,7-dimethoxy-
2,3-bis(methoxymethyl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen

CAS: 123048-17-9

Khéi luong phan ti: 416,5 g/mol

Hé s6 log Pow: 3,8

Tinh tan: Tan trong: cloroform, dicloromethan, ethyl acetat, dimethylsulfoxid,

aceton.

OMe OMe

Phyllanthin Hypophyllanthin

OMe OMe OMe

Niranthin Nirtetralin Phyltetralin
Hinh 1.3. Cong thirc héa hoc ciia mot sd lignan

1.1.7. Tac dung sinh hoc
Diép ha chau dang 1a mot thao dugc di duoc sir dung 1am thude tir 1au doi.
Thanh phan héa hoc cua ciy rat phong phii, da dang, c6 chira nhiéu nhom chéat nhu

alkaloid, flavonoid, lignan, tannin thuy phan (ellagitannin), polyphenol, triterpen,



sterol va tinh dau. Diép ha chiu dang c6 nhiéu tac dung duoc 1y c6 ich trong diéu tri
bénh, dd co rat nhiéu cong trinh khoa hoc nghién ctru vé tac dung dugc 1y cua ciy
Diép ha chau ding nhu tac dung bao vé té bao gan, trji viém gan, hoat tinh khang khoi
u, tac dung khang viém, khang khuan, khang ndm va ky sinh tring. Ngoai ra, con c6
hoat tinh khang HIV, chéng oxy hoa, ha duong huyét va cholesterol trong mau.

Nhiéu cong trinh nghién ctru vé tic dung ciia Phyllanthus amarus trong nuéc
cling nhu trén thé gigi, co thé liét ké trong bang sau:

Bang 1.2. Tac dung sinh hoc cay Diép ha chau dang

Tac dung sinh hoc Tai liéu tham khéo

Bao vé té bao gan, tri viém gan [36], [50], [56], [60], [68],
[79], [83], [93], [96], [100]

Hoat tinh khang khdi u [11], [35], [37], [45], [49],
[68]

Chéng oxy hoa [39], [51], [104], [64],
[65], [66], [87]

Hoat tinh khang HIV [32], [42], [57], [73]

Téc dung khang khuan, khang nam va ky sinh [14], [16], [70], [69], [71],

tring [77], [86], [99], [104]

Khang viém, giam dau [21], [30], [41], [42], [55],

” [68], [88]
Tiéu duong [12], [13], [27], [72], [95]
Tim mach, ha huyét ap [24], [33], [80]

1.1.8. Pdc tinh va chong chi dinh

Dié¢p ha chau déng khong c6 ddc tinh dugc ghi nhan. Kushwaha S.K. va cong
su da thuc hién thir nghiém doc tinh cép v6i 1iéu 300, 600, 2000 va 5000 mg/kg
trong luong co thé trén chudt cua dich chiét Phyllanthus amarus bang dudng udng.
Két qua xac nhan khong co trudng hop tir vong nao duoc ghi nhan va nghién ciru cho
thay khong c6 thay d6i dang ké vé hanh vi chung, trong luong co thé, hinh dang tong
thé cua cac co quan ndi tang, cac chi sb huyét hoc va sinh héa cling nhu cAu trac mo
hoc clia gan ciing cho thiy ban chat khong doc hai ctia ché pham nay. Cac nghién ciru
sinh hoa cho thay khong cé sy thay doi dang ké vé nong do ALT, AST, albumin,
triglycerid, cholesterol va albumin. Khong c6 bang chimg nao dugc tim thay vé xuat

huyét, ton thuong té bao gan, bién d6i md, hoai tur trung tam hay thay ddi sb luong té



bao Kupffer trong gan. Khong c6 ting huyét 4p, khdng gy doc cap tinh cho than hay
nhiém doc gan [48].

1.2. CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUU VE CHIET XUAT, PHAN LAP,
TINH CHE HQP CHAT LIGNAN TU DIEP HA CHAU PANG

1.2.1. Céc nghién ciu vé quy trinh chiét xuit

1.2.1.1. Chiét xuat bang dung méi hiru co

Dung méi hitu co 1a dung méi dau tay trong cac nghién ciru chiét xuat hoat
chat tir duoc liéu. Tuy vao nhom hoat chét mong mudn chiét xuét, bd phan, loai dugc
li¢u ma nha nghién ctru lya chon loai dung moi, k¥ thuat thich hop. Mdt sb tac gia
nghién ctru chiét bang Soxhlet, da sb thi chiét bang phuong phap ngam & nhiét do
thudng, ap suat thuong. C6 mot sd tac gia Gmg dung bién phap k¥ thuat dic biét c6
thé 1am rat ngdn thoi gian chiét nhu: siéu Am, phuong phap tao dong xody va phuong
phéap mach nhip [7].
1.2.1.2. Chiét xuat bang chét léng siéu téi han

Nhitng nim gan day, phuong phap chiét xuit bing chit 1éng siéu téi han
(super-critical fluid extraction, SFE) thuong dugc ap dung dé chiét xuat cac hop chit
tur nhién quy c6 trong cac loai thuc vat cé chira nhiéu cac hop chét trong do.

Tac gia Pereira R. G. va cong sy da dung CO2 long siéu ti han dé chiét xuat
phyllanthin va niranthin & cac ap suat khac nhau (10, 20, 30 MPa) va nhiét do (30,
40, 50 °C) va c6 so sanh véi diéu kién c6 bo sung 10 % két hop dung méi ethanol -
nude (50: 50) nhan thay rang ¢ diéu kién cé bo sung két hop dung méi lam ting toc
d6 thu hoi cac lignan nhung tinh chon loc giam (nhiéu tap khac) va nhiét do, ap suat
khong anh huong dang ké dén ning suét chiét trong truong hop két hop dung moi
[78].
1.2.1.3. Chiét hd tre vi séng

Chiét xuét c6 hd trg vi séng (Microwave Assisted Extraction, MAE) ngay cang
nhan dugc sy quan tim nhu mot phuong phép thay thé tiém ning cho cic phuong
phap chiét 16ng - ran truyén théng, chu yéu do tiét kiém dang ké thoi gian xir 1y va
luong dung moi tiéu thy. Chiét xuat dudi hd tro vi song (MAE) hay don gian 1a chiét

xuat bang vi song 1a mot k¥ thuat chiét xuat twong d6i mai két hop chiét xuat bang vi
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song va dung méi. Trong qua trinh gia nhiét bang vi séng, su truyén ning lugng xay
ra theo hai co ché: quay ludng cuc va dan ion thong qua sy ddo nguoc cia cac ludng
cuc va su dich chuyén cua cac ion tich dién co trong chit tan va dung moi.

MAE 14 mot qua trinh st dung ning luong vi séng dé 1am nong dung mai tiép
xtc v6i mau nham phan tach cac chat phan tich tir nén mau vao dung méi. Trong
chiét xuit, chiéu xa vi sdng vao méi trudng c6 chira cac tiéu phan dugc liéu va dung
moi phan cuc, cac phan tir dung moi va cac chat phan cuc s& dao dong va nong 1én
nhanh chong 1am ting kha ning hoa tan cc chat vao dung méi. Thém vao do, vi song
cling 1am ph4 huy cau tric vach té bao thuc vat 1am céc chat tan giai phong truc tiép
vao dung mai chiét 1am cho qua trinh chiét chuyén thanh hoa tan don gian. Piéu nay
1am cho viéc chiét xuat nhanh hon nhung ciing 1am dich chiét nhiéu tap chéat hon [27].

Gan day, nhiéu bao cdo da duoc thue hién vé viée ap dung MAE trong viéc
chiét xuit cac san phim tu nhién, ching han nhu sennosid tir 14 mudng trau, chit
chdng oxy hoa tir vo khoai tay, pectin tir ba tao, flavonoid tir r& hoang ky, phyllanthin
tu Phyllanthus amarus.
1.2.1.4. Chiét dwéi ap suit cao

Mot k¥ thuat chiét hién nay cling dugc st dung trong chiét xut hién dai 1a
chiét dué6i ap suit cao (Pressurized Liquid Extraction — PLE). Kha ning hoa tan cia
cac chét trong dung moi phu thude nhiéu vao nhiét do. Khi nhiét do tang, kha nang
hoa tan cac chét ting nén cé thé giam luong dung moi sir dung va giam thoi gian
chiét. Tuy nhién, trong diéu kién binh thuong, viéc ting nhiét do dé chiét phu thuoc
vao nhiét d6 soi ciia dung moi va khi dung méi hoa hoi thi kha ning hoa tan cac chat
khong con nita. Bé khic phuc diéu nay, nguoi ta tién hanh chiét cac chat dudi ap suat
cao dua vao nguyén tic: nhiét do soi ctia chat long tang khi ap suét ting. Nhiét do va
ap suat cao 1am ting kha ning hoa tan va khuéch tan ctia dung moi dé cho viéc chiét
xuat hiéu qua hon [68].

Ngoai dung méi, phuong phap chiét xuat anh huong dén hiéu qua ctia qué trinh
chiét va lugng hoat chat mong muén can lay, phuong phéap thu hoach va so ché dugc

lidu trudc khi chiét xuat ciing anh hudng 16n dén hidu qua cta qua trinh.
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1.2.2. Cac quy trinh tinh sach, tinh khiét hoa

Thong thudng sau khi phan 1ap, do tinh khiét ctia chat thuong dat duoc trén
80 %. Qua trinh tinh ché 1am sach nhidm ting do tinh khiét, loai tiép cac vét tap hoic
phan chit phan 1ap kém theo, chua thé hodc khong thé loai hét trong diéu kién phan
1ap. Cac nha nghién ctru thudng mudn phan 1ap dugc cac chat & dang tinh khiét dé c6
thé x4c dinh cdu trac héa hoc bang cac phuong phap héa Iy hién dai. Do d6, do tinh
khiét ctia cac chat can phai dat trén 95 %, do tinh khiét nay cang cao két qua xac dinh
cdu tric cang chinh xac. Tuy nhién, trong qué trinh phan 1ap, ¢6 rat nhidu truong hop
du da qua rat nhiéu cong doan, tham chi thuc hi¢n sic ky cot nhiéu 1an van chua thu
duogc chat tinh khiét. Dé dap tng yéu cau vé do tinh khiét can phai tinh ché lai cac
hop chat nay. Tuy thudc vao ban chét 1y hoa cua cac hop chat can phan 14p ma lua
chon phuong phép tinh ché phu hop. Cac phuong phap tinh ché c6 thé thuc hién:

- Don gian nhét 13 4p dung tinh tan va két tinh sir dung cac dung moéi ¢ diéu
kién néng dé hoa tan chon loc tap va loai bo tap bé“mg cach loc léy chét; hodc co thé
hoa tan chét, loc loai bo tap it tan, sau d6 két tinh lai chat. K§ thut nay ciing 1a k¥
thuat co ban va thuong duoc ap dung.

- Lip lai qua trinh sic ky cot gidng nhu giai doan phén 1ap, lya chon phan
doan tinh khiét hon hodc thay ddi dung méi rira giai hodc ty 16 thanh phan cua dung
moi rira giai.

- Tién hanh sic ky cot nhu giai doan phan 1ap, nhung thay doi kiéu sic ky, vi
du nhu giai doan phan 1ap sir dung sic ky hip phu pha thuan trén silica gel, giai doan
tinh ché st dung sic ky phan b pha dao trén C8, C18 hoic sir dung sic ky thim qua
gel.

- Tién hanh phuong phép sic ky hé thong sic ky ban diéu ché/ diéu ché tu
dong va cdt ban diéu ché/ diéu ché loai hiéu nang cao chuyén dung.
1.2.3. Céc cong trinh nghién ciu chiét xuat, phan 1ap hop chit lignan tir ciy
Diép ha chau ding

Cong trinh nghién ciu ngoai nwdc

Niam 2003, Kassuya C. A. L. va cong su da dung dung moi n-hexan chiét 1 kg

bot 14 Phyllanthus amarus bang cach ngadm va co duéi ap suat giam thu duoc 55 g
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cao chiét n-hexan. Lay 20 g cao chiét n-hexan cho hap phu qua cét silica gel 60, pha
dong la n-hexan — ethyl acetat (70 : 30) thu dugc 5 phan doan. Phan doan 4 va 5 giau
lignan duoc tinh ché bang sic ky cot nhanh (5 cm), sir dung silica gel 60 (0,04 - 0,063
mm) va rira giai bang hdn hop dung moi n-hexan — ethyl acetat véi ti 18 ting dan (90 :
10), (89 : 11), (88 : 12) va (85 : 15), xac dinh bang SKLM thu duoc 5 lignan gém:
nirtetralin, niranthin, hypophyllanthin, phyltetralin va phyllanthin [40].

Niam 2007, Maciel M. A. M. va cong su di chiét toan cay Phyllanthus amarus
(124,5 g) bang phuong phap ngdm kiét vi methanol, c¢6 chan khong dich chiét thu
duoc cao methanol 13,6 % (16,9 g) va cho qua cét silica gel (230-280 mesh) thu duoc
téng cong 43 phan doan. Phan doan 36-43 giau lignan s& dugc rira giai bang hdn hop
hexan - ethylacetat véi ti 1€ (50:50 - 0:100) va thu duoc 6 lignan: isolintetralin (2,3-
demethoxy-seco-isolintetralin diacetat), demethylenedioxy-niranthin, 5-demethoxy-
niranthin, niranthin, phyllanthin and hypophyllanthin [52].

Nam 2008, Srivastava V. va cong su dd xdy dung quy trinh chiét xudt cac
lignan tir Phyllanthin amarus nhu sau: Liy 4,0 kg phan cdy trén mit dat da phoi kho
va nghién thanh bot min dem chiét & nhiét do phong (25 + 3 °C) v6i ethanol (10 L x
3) bang phuong phap ngam kiét; dich chiét ethanol dugc c6 chan khéng dé thu dugc
cin (804 g). Thém nudc, sau d6 chiét phan doan v6i n-hexan, cloroform va n-butanol.
Cao phan doan n-hexan (290 g) duoc tién hanh sic ky cot trén silica gel (1,5 kg; 60-
120 mesh). Qua trinh rira giai duoc thyc hién véi nhiéu ty 16 n-hexan va ethyl acetat.
Phéan doan 312 — 318 va phan doan 337 — 341 dugc rira giai bang n-hexan — ethyl
acetat (90 : 10, tt/tt), 1an lugt thu dugc cac hop chat C (300 mg) va D (200 mg). Cac
phan doan 373 — 439 cua n-hexan — ethyl acetat (90 : 10 va 85 : 15) thu dugc hop
chat B (1,60 g), trong khi cac phan doan 454 — 529 cuia n-hexan — etyl axetat (80) thu
duoc hop chit A (6,10 g). Cac chat A va B duogc tinh ché bang su két tinh ctia hdn
hop cloroform — methanol. Cac hop chat C va D khong két tinh va dugc tinh ché bang
sic ky long diéu ché: Shimadzu LC-8A; Detector PDA, cot: 25 cm x 21,2 mm
(SupelcosilTM L-18, 12 pm), dung méi pha dong: methanol — nude (70 : 30), toc do
dong: 15 mL/ph(t, phat hién 220 nm; hop chat C (R¢= 20,18 phut) va hop chit D (Rt
= 18,97 phut). Ciu tric cta cac hop chat A — D dd duoc chimg minh bang cach so
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sanh dir lidu pho véi dit liéu pho da cong bd cua phyllanthin (A), hypophyllanthin
(B), niranthin (C), and nirtetralin (D) [92].

Niam 2010, Hamrapurkar P. va cong sy dd chiét xuit phyllanthin tir
Phyllanthus amarus bang phuong phap Soxhlet: Nguyén liéu bot cua toan cdy duoc
chiét voi methanol bang thiét bi Soxhlet va dich chiét dugc pha lodng thich hop voi
methanol; va bang phuong phéap chiét xut 1ong siéu t6i han (SFE): Nguyén liéu bot
toan cdy qua ray 40 mesh (1,0 g) duoc chuyén vao binh trich ly ctia SFE. Nguyén liéu
dugc chiét xuit bang CO; siéu téi han voi cac diéu kién tdi wu héa 13: khi CO2, 4p
suét 150 bar va toc do dong 2,5 mL/ phut, nhiét @6 45 °C, dung méi methanol, tdc do
dong 0,2 mL/ phut [29].

Nam 2013, Parvathaneni M. va cong su dd chiét bot toan cay Phyllanthus
amarus (5 kg) bang phuong phap Soxhlet véi n-hexan. Dich chiét duogc ¢6 chan
khong & 40 °C dén can. Cao n-hexan (25 g) dugc phan doan qua sic ky cot silica gel
(100 x 3,5 cm) véi dung méi rira giai lan lugt n-hexan (100 %), n-hexan — ethyl acetat
(95 : 5) va n-hexan — ethyl acetat (90 : 10). Kiém tra cac phan doan bang SKLM. Gop
cac phan doan gidng nhau dem c6 va tinh ché bang sic ky 16ng diéu ché, thu duoc
phyllanthin va hypophyllanthin voi do tinh khiét > 95 % [74].

Nam 2013, Yuandani va cong su da ngdm bot toan cay Phyllanthus amarus
(500 g) v6i methanol ti & (1 : 10), chiét 3 1an. Cd cac dich chiét dugi ap suat giam
thu duoc cao. Phin doan cao bang sic ky cot chan khéng trén cot silica gel H (30 x 7
cm, 10-40 um) véi hé pha dong n-hexan — cloroform (10 : 0 — 1 : 9) va cloroform —
methanol (10 : 0 — 0 : 10). Tiép tuc phan lap cao phan doan thu duoc bang sac ky
cot (60 x 3 cm, 40-63 um) voi hé pha dong n-hexan — ethyl acetat (10: 0 —> 1 : 9).
Tinh ché bang két tinh dung méi vai ethyl acetat - n-hexan thu duoc 115 mg
phyllanthin va 235,5 mg hypophyllanthin véi do tinh khiét > 98 % [102].

Nam 2014, Liu S. va cong sy da dung ethanol 80 % (300 L x 3) dé chiét xuat
toan cay Phyllanthus niruri (100 kg bot kho) trong hai ngay. Dich chiét dugc cd dung
moi dudi chan khong thu can (10,2 kg). Hoa can trong nudc va chiét bang ether dau
hoa. C6 thu hoi ether dau hoa, thu can (3,1 kg), hoa can véi ethanol — nudce (3 : 2).

Loai dung méi thu duoc 450 g can, ding can nay dé tién hanh sac ky cot (10 kg silica
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gel, 200-300 mesh) v4i pha dong 13 ether dau hoa — ethyl acetat, thu duoc 6 phan
doan. Ly 5 g & phan doan 6 dugc tiép tuc cho qua sic ky cot (2 kg silicagel, 200-300
mesh) véi hé dung méi ether dau hoa — ethyl acetat (2 : 1) dé phén 1ap duoc niranthin.
Thuc hién tuong tur 5 1an va thu duogc 4,1 g niranthin ¢ do tinh khiét 99 % [50].

Nam 2016, Garg C. va cong su da nghién ctru dy doan cac diéu kién toi vu dé
chiét xuat phyllanthin duéi hd tro vi song (MAE) tir Phyllanthus amarus bang cach
st dung phuong phap dap tng bé mat (RSM). Ap dung thiét ké moé hinh ldp tdm dé
xac dinh anh hudng cua thoi gian chiét xuit, cong suét chiéu xa va ndng d6 methanol
dén luong phyllanthin. Cac diéu kién chiét xuét toi uvu di duoc du doan 13 nong do
methanol 65 %, cong sut chiéu xa 60 % va thoi gian chiét 3 phut. Him luong
phyllanthin 0,063 % thu dwoc cao hon so v6i chiét xuat Soxhlet va chiét ngdm dam
(marceration) [27].

Nam 2019, Noor M.A.N. va cong su da chiét xuat, phan l1ap hypophyllanthin,
niranthin va lintetralin ttr Phyllanthus amarus nhu sau: Toan cay Phyllanthus amarus
kho (2,01 kg) duoc nghién thanh bot. Chiét lién tuc bang ethanol trong 3 ngay va lip
lai ba l1an & nhiét do phong va loc. Dich chiét ethanol thu dugc (95,8 g) sau d6 duogc
chiét phan doan qua cac dung moi hexan, ethyl acetat va methanol. C6 loai bo dung
moi dudi ap sudt giam va thu duoc cao. Cao hexan va ethanol dd dugc kiém tra ham
lwong thanh phan héa hoc bang cach st dung SKLM va phat hién vét bing acid
sulfuric 10 %. Sau do, cac cao duoc sic ky cot trén silica gel st dung hdn hop n-
hexan, n-hexan - diclomethan, diclomethan va diclomethan - methanol lam dung méi
rira giai. Tinh ché bang sic ky diéu ché pha dao thu dugc ba hop chat. Hop chat
hypophyllanthin thu dugc tir cao hexan, hop chét niranthin va lintetralin thu duoc tix
cao ethanol [67].

Cong trinh nghién ciru trong nwoc

Nam 2008, tac gia Huynh Ngoc Thuy da xay dyng quy trinh chiét cao toan
phan tir Diép ha chau dang c6 tac dung ha enzym gan va duoc dung dé tach cac phan
doan theo dinh huéng tac dung sinh hoc nhu sau: tir 10 kg duoc liéu than va 14 chiét
Xuat v&i dung mai ethanol thu duoc 1,2 kg cao chiét A (hiéu suat 12 %). Tir cao chiét

A thu duoc 0,55 kg cao chiét B (phan tan trong ethanol - nuéc) va 0,45 kg cao chiét
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C (phan khong tan trong ethanol - nugc). Binh tinh thanh phan cao chiét B cho thay
c6 sy hién dién cua cac alkaloid. Tir cao chiét toan phan B duoc tach cac phan doan
va da phan lap dugc 6 hop chat tinh khiét gdom: 500 mg nirurin, 10 mg epibubbialin,
30 mg phyllanthin, 6 mg acid p-coumaric, 1000 mg acid galic va 15 mg uracil [8].

Nam 2010, nhém tac gia Tran Anh Tuén da nghién ctu thanh phan hoa hoc ¢o
hoat tinh sinh hoc tir dich chiét methanol caa Phyllanthus amarus va phan lap duoc
7 hop chat gdbm: 75 mg quercetin, 21 mg astragalin, 14 mg quercitrin, 17 mg
isoquercitrin, 6,5 mg pinoresinol, 10 mg syringaresinol va 24 mg hypophyllanthin
[10].

Niam 2012, nhém tac gia Lir Thi Kim Chi va Nguyén Ngoc Vinh da nghién
ctru khao sat chiét xuét tir cay Diép ha chiu ding bang phuong phap chiét nong voi
dung moi dicloromethan trén qui moé 16n tur 9,0 kg dugc li€u thu dugc 110,36 g cao
dic dicloromethan. Tién hanh sic ky cot cua 60 g cao dac dicloromethan, thu dugc
phan doan 9 va 10, c6 loai dung méi xuét hién taa két tinh hinh kim. Sau d6, tinh ché
tia nhiéu lan bang methanol va thu dugc 890 mg hop chit phyllanthin tinh sach va
thiét lap danh gia dung lam chét chuan [3].

Nhdn xét: Phyllanthus amarus c6 lich st sir dung 14u doi trong y hoc ¢ truyén
va phyllanthin 1 mot trong nhirg hop chét co tac dung manh ciia nd. Pa sb cac cong
trinh nghién cau dung bot toan cay Phyllanthus amarus dé chiét xuét cao giau lignan
bang phuong phap ngadm hoic ngim kiét hodc Soxhlet voi dung méi n-hexan,
methanol, ethanol. Phan 1ap cac hop chat lignan tir cao phan doan qua sic ky cot.
Tinh ché cac chat phan Iap bang mét trong cac phuong phap: két tinh dung mai, sac
ky cot, sac ky long diéu ché thu duoc cac hop chat lignan chinh cua Phyllanthus
amarus nhu: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin, phyltetralin véi do
tinh khiét > 95 %.
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Bang 1.3. Céc cong trinh chiét xuat, phan lap cac hop chit lignan

Tac gia, Hop chit lignan Dung moi Phwong phap phan 13p, tinh  TLTK
nim céng bd phén l1ap dwoc chiét ché
Kassuya va Nirtetralin n-hexan Sic ky cot nhanh bang hon  [40]
cong su (2003)  Niranthin hop dung mdi n-hexan — ethyl
Hypophyllanthin acetat
Phyltetralin
Phyllanthin
Maciel M. A. Phyllanthin Methanol Séc ky cot bang hdn hop dung  [52]
M. va cong su Hypophyllanthin moi n-hexan — ethyl acetat
(2007) Niranthin
Isolintetralin
Demethylenedioxy
-niranthin
5-demethoxy-
niranthin
Srivastava V. va Phyllanthin Ethanol Séc ky cot bang hon hop dung  [92]
cong su (2008)  Hypophyllanthin moi n-hexan — ethyl acetat
Niranthin Tinh ché bang két tinh dung
Nirtetralin mdi véi hdn hop cloroform —
methanol va sic ky long diéu
ché.
Hamrapurkar P.  Phyllanthin Methanol Soxhlet [29]
va cong su CO; siéu t61 han
(2010)
L Thi Kim Chi  Phyllanthin Dicloromethan  Séc ky cot [3]
va cOng su Tinh ché bang két tinh dung
(2012) moi
Parvathaneni Phyllanthin n-hexan Soxhlet [74]
M. vacong sy Hypophyllanthin Phan lap bang sac ky cot voi
(2013) hdn hop dung mdi n-hexan —
ethyl acetat
Tinh ché bang sic ky long
diéu ché
Yuandani  va Phyllanthin Methanol Phan lap bang sac ky cot chan  [102]
cong su (2013)  Hypophyllanthin khong, sac ky cot
Tinh ché két tinh dung mai véi
ethyl acetat — n-hexan
LiuS.vacong  Niranthin Ethanol 80 %  Phan lap va tinh ché bang sic  [50]
su (2014) ky cOt vdi hé dung moi ether
dau hoa — ethyl acetat
Garg C. va cong Phyllanthin Methanol HO tro vi song (MAE) [27]
su (2016)
Noor M.A.N. va Hypophyllanthin n-hexan Sic ky cot voi dung mdi  [67]
cong su (2019)  Niranthin Ethanol n-hexan va methanol
Lintetralin Tinh ché biang sic ky diéu ché
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1.3. CAC PHUONG PHAP PINH LUQNG CAC HQP CHAT LIGNAN
TRONG DIEP HA CHAU
1.3.1. Trong miu dwoc liéu

Cong trinh nghién ciru ngoadi nwéc

Nam 2006, Arvind K. T. va cong su da khao sat phuong phap HPTLC dé kha
ning phan tach t6t giita phyllanthin va hypophyllanthin tir cac hop chat khac & céac
loai Phyllanthus khac nhau. Viéc tach phyllanthin va hypophyllanthin dugc thuc hién
trén silica gel 60 Fass, rira giai bang hé dung mai khai trién n-hexan — aceton — ethyl
acetat (74 : 12 : 8), phat hién bang phun thudc thir vanilin trong acid sulfuric ddm dic
va ethanol. Qua4 trinh quét va dinh luong cac vét (spots) dugc thuc hién & budce song
580 nm. Ty 1& thu hdi cua phyllanthin va hypophyllanthin 1an luot 13 98,7 % va
97,3 %. Phuong phap nay di dugc thim dinh xac dinh d6 tinh khiét dinh, giéi han
phat hién va gidi han dinh Iugng [17].

Niam 2006, Dhalwal K. va cong sy di xay dung phuong phap HPTLC dé dinh
luong dong thoi phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic va acid ellagic trong cay
Phyllanthus amarus va ham luong cac chét tim thiy lan luot twong tmg 1a 0,37 %;
1,16 %; 0,36 % va 0,17 %. Phuong phap da dugc tham dinh vé do chinh xéc, do lap
lai va d6 dung. D6 chinh x4c ctia phuong phap lan lugt twong tng 1a 1,01 %; 0,79 %;
0,98 % va 1,06 % dbi v&i phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic va acid ellagic.
Do dung cua phuong phép lan luot tuong tng 13 99,09 %; 99,27 %; 98,69 % va
100,49 % ddi voi phyllanthin, hypophyllanthin, acid gallic va acid ellagic. Phuong
phap HPTLC duoc dé xuat don gian, chinh xac, dic hiéu, nhay va dang. Phuong phap
nay c6 thé duoc str dung dé kiém tra chat luong thuong quy ddi vdi nguyén lidu tho
Phyllanthus amarus va cac ché pham chira Phyllanthus amarus [22].

Nam 2007, Murugaiyah V. va cong su da phat trién phuong phap phan tich
méi bang ki thuat HPLC vé&i dau do huynh quang dé xac dinh dong thoi bon lignan
12 phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin va niranthin trong cac mau dugc lidu
Phyllanthus niruri L.. Phuong phap c6 gidi han phat hién dbi voi phyllanthin ¢ 0,61
ng/mL, hypophyllanthin & 6,02 ng/mL, phyltetralin & 0,61 ng/mL va niranthin ¢ 1,22
ng/mL cho thay thap hon 80, 8, 80 va 40 lan tuong tng khi so sanh v4i bang phuong
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phdp HPLC-UV. Giéi han dinh luong 1a 4,88 ng/mL ddi v6i phyllanthin va
phyltetralin, 9,76 ng/mL d6i v6i niranthin va 24,4 ng/mL dbi voéi hypophyllanthin
cho thay thap hon 40, 8 va 20 lan twong tng khi so sanh v&i bang phuong phap HPLC-
UV. D6 lap lai va do chinh x4c trung gian ctia bdn lignan 13 tir 98,1 % dén 102,9 %
va do chinh xac déu nho hon 2,2 %. Do dung tir 92,5 % dén 110,1 % [58], [59].

Nam 2008, Srivastava V. va cong su da trién khai phuong phap HPTLC sir
dung ban mong bat dbi dé phan tich dinh tinh va dinh lwong dong thoi phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin, 1a cac lignan chinh c6 tac dung sinh hoc ctia
loai Phyllanthus. Nhom nghién ctru d khao sat cac pha tinh khac nhau gdm silica gel
60 F2s4, HPTLC silica gel 60 Fs4 va cac ban mong bat ddi trong dinh lugng da dugc
danh gia kha ning phan tach. Dé dat duoc su phan tach tét, pha dong téi vu 1a n-
hexan — aceton — 1,4-dioxan (9 : 1 : 0,5) da duoc st dung, gia tri Rt lan luot tuong
tmg 1a 0,30; 0,36; 0,41 va 0,48 cho cac hop chit phyllanthin, hypophyllanthin,
niranthin va nirtetralin duoc phat hién & bude song 620 nm. Cac duong chuin duoc
tim thiy tuyén tinh trong dai nong do 100-500 ng/dai. D6 phuc hdi phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin lan luot 1a 99,98 %; 100,51 %; 99,22 % va
98,74 %. Phuong phap da duoc tham dinh theo huéng dan ctua ICH va dugc ap dung
dé phan tich dinh luong cac lignan trén trong 14 ctia bdn loai Diép ha chau Phyllanthus
amarus, Phyllanthus maderaspatensis, Phyllanthus urinaria va Phyllanthus virgatus
[92].

Nam 2009, Rai P. va cong sy da xay dung hai phuong phap don gian, c6 do
dung cao dung dé dinh lugng phyllanthin va hypophyllanthin trong ché pham chira
Phyllanthus niruri bang phuong phap quang phd dao ham va sic ky long pha déo.
Phyllanthin va hypophyllanthin trong ché phidm vién nén dugc dinh lugng bang
phuong phap quang phd dao ham & budc soéng 259,2 nm (phyllanthin) va 252,4 nm
(hypophyllanthin) khi pha trong methanol. Pudng chuan tuyén tinh v&i hé s r =
0,9983 (phyllanthin) va r = 0,9977 (hypophyllanthin) trong khoang 10-50 pg/mL
(phyllanthin) va 4-20 ug/mL (hypophyllanthin). O phwong phap HPLC, diéu kién sic
ky véi cot Phenomenex C-18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); pha dong: tetrahydrofuran —
nudc — acetonitril (10 : 50 : 40); toc d6 dong: 1 mL/phit; phat hién budc song UV
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230 nm. Cac chat tach tdt, co thoi gian luu 1an luot 1a 16,05 phut (phyllanthin) va
17,61 phut (hypophyllanthin). Pudng chuan tuyén tinh trong khoang 10-100 pg/mL
(phyllanthin), r = 0,9978 va 5-50 ug/mL (hypophyllanthin), r = 0,9996. Cac phuong
phap di duoc tham dinh va so sanh théng ké; cho thdy ca hai phuong phap déu dat
do dung, do chinh xac va dac hiéu. Phuong phap da duogc ap dung dé dinh lugng
phyllanthin va hypophyllanthin trong ché pham chtra cao chiét Phyllanthus niruri
[82].

Niam 2010, Nayak S. P. Va cong su di phat trién phuong phap HPTLC dé dinh
luong phyllanthin caa Phyllanthus amarus trén silica gel 60 Fass rira giai bang
n-hexan - ethyl acetat (2 : 1) va phat hién bang hién mau véi acid sulfuric 10 % trong
ethanol. Qua trinh quét va dinh lugng céc diém dugc thyc hién & budc song 200 nm.
Phuong phap duoc dé xuét chinh x4c va nhay co thé duoc st dung dé phat hién, theo
doi va dinh lugng phyllanthin tir Phyllanthus amarus [61].

Nam 2011, Alvari A. va cong su da trién khai phuong phap HPLC véi pha
dong ethanol — nudc (66 : 34), rit don gian va hiéu qua vé chi phi, phat hién bang
dau do UV-Vis ¢ bude song 229 nm. Do tuyén tinh ctua phuong phap trong khoang
ndng do 1-50 pug/mL véi hé sb trong quan 1a 0,999. Phuong phap da duoc thim dinh
theo hudng dan cua ICH va phu hop dé dinh luong nhanh phyllanthin trong cao chiét
tir dugc liéu [15].

Nam 2011, Patel J. R. va cong su ciing d phat trién va thAm dinh phwong phap
HPLC dé chuan héa cao ethanol ciia Phyllanthus amarus va acid ellagic. Cao ethanol
cua toan cay Phyllanthus amarus dugc hoa tan trong dimethylsulfoxid, siéu am trong
15 phiit va pha loang v&i methanol 50 %. Phan tich duoc thuc hién bang sir dung pha
dong la nudc va methanol chira 0,06 % acid trifluoroacetic va cac dinh duoc phat
hién & budc song 254 nm [76].

Nim 2013, Nguyén Dtrc Hanh va cong sy di xac dinh do tinh khiét cua tinh
thé phyllanthin phan 1ap dugc va ndng d6 cua dung dich phyllanthin bang phuong
phap HPLC. Diéu kién sac ky véi cot Hypersil GOLD C18 (250 mm x 4,6 mm; 5
pm) trong diéu kién dang dong véi hai ty 1é pha dong khac nhau: acetonitril — nudc

(50 : 50) dé kiém tra do tinh khiét cta tinh thé phyllanthin, acetonitril — nudc (65 :
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35) dé xac dinh ndéng d6 cta dung dich phyllanthin. Trong ca hai trudng hop, téc do
dong duogc dat ¢ 0,7 mL/phut va nhiét d cua cot duoc duy tri ¢ 25 °C. Do hr?ip thu
UV ¢ bude song 230 nm dé phat hién phyllanthin [62].

Niam 2013, Bhope S.G. va cong sy di dinh luong dong thoi andrographolid,
phyllanthin va hypophyllanthin bang phuong phap HPLC dau do PDA. Diéu kién sic
ky voi cot Symetry C8 (250 x 4,6 mm; 5 um); pha dong gdm pha dong A:
orthophosphoric 0,1 %, pha dong B: acetonitril — methanol (1 : 1) theo chuong trinh
dung méi; téc 6 dong: 1 mL/phut. Phuong trinh hdi quy tuyén tinh gitta ndng do cac
chat phan tich va dién tich dinh c6 hé s6 twong quan cao. Phuong phap dung dé dinh
luong andrographolid, phyllanthin va hypophyllanthin trong cac ché pham béo vé gan
tir duoc liu [18].

Niam 2014, Khabiya R. va cong su dd phat trién phuong phap HPTLC don
gian dé dinh luong ddng thoi phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin tir toan bo
cay Phyllanthus amarus. Pha dong gdm n-hexan — ethyl acetat — acid acetic bang (9 :
3 :0,3) da tach tt ba lignan nay trén silica gel 60 F2s4 khi dinh luong & bude song
230 nm. Phuong phap da duoc thim dinh theo huéng din cta ICH vé do chinh xéc,
do lap lai, 46 dung va d6 tuyén tinh. Dinh tinh cac chat va d6 tinh khiét da duoc xac
dinh. Pay 13 bao cdo dau tién vé viéc dinh luong dong thoi phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin tir Phyllanthus amarus str dung TLC silica gel 60 F2ss
pha thuin. Phuong phap duogc phat trién rat don gian, dung, chinh xac, tiét kiém chi
phi va it ton thoi gian [44].

Niam 2015, Ketmongkhonsit P. va cong su da phat trién phuong phap phan
tich hinh anh TLC nhanh dé dinh luong don gian phyllanthin trong duoc liéu
Phyllanthus amarus. Phuong phap nay st dung cong nghé phan mém mady tinh va
duoc coi 1a mot phuong phéap dinh luong don gian, ré tién va thuan tién véi do chinh
Xac va do chinh xac tot d6i véi cac thanh phﬁn hoat tinh sinh hoc trong dugc liéu va
thudc tho. Phuong phap dé xuit di dugce xac nhan theo Hoi dong qudc té vé hai hoa
cac yéu cau ky thuat dbi voi duoc pham dung cho nguoi (ICH) va huéng dan cia
Hiép hoi cac nha hoa hoc phan tich chinh thitc (AOAC) [43].


https://www.semanticscholar.org/author/Rakhi-Khabiya/93089466

21

Nam 2015, Kandavel D. va cong su da dinh lugng phyllanthin va
hypophyllanthin tir cac mau 14 cia Phyllanthus amarus bang HPLC. Diéu kién sic
ky v&i cot Phenomenex C18 (100 x 3,0 mm; 2,5 um); pha dong acetonitril — dém
phosphat pH 2,8; tbc do dong 0,4 mL/phut; phat hién & budc song 230 nm [38].

Nam 2018, Harikrishnan H. va cong su da dinh Iugng cac lignan: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin trong cao chiét ethanol 80 % Phyllanthus amarus bang
phuong phap HPLC, st dung ¢t XBridge™ C-18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um); pha
dong acetonitril — nude (acid hoa bang acid orthophosphoric 0,1 %) (55 : 45); toc do
dong: 1 mL/phut; nhiét d6 cot: 25 °C, bude song: 205 nm [30].

Cong trinh nghién ciru trong nwoc

Nam 2010, nhom tac gia Tran Thuy Trang va Huynh Ngoc Thuy di xay dung
phuong phap dinh lrgng phyllanthin trong 3 loai Diép ha chau bang ki thuat HPLC
v6i Cot Restek Pinnacle 11 C18, pha dong methanol — nuéc, téc 6 dong 1 mL/pht,
budc song 205 nm [9].

Nam 2012, nhém tac gia Lit Thi Kim Chi va Nguyén Ngoc Vinh di xay dung
quy trinh dinh luong phyllanthin trong ché pham Diép ha chiu déng bing phuong
phap HPLC. biéu kién sic ky nhu sau: Cot Phenomenex Gemini C18 (250 x 4,6 cm;
5 um); Pha dong: acetonitril — acid phosphoric 0,1 % (65 : 35); Téc do dong: 1,0
mL/phdt; Thé tich tiém: 20 pL; Nhiét do cot: 30 °C; Dau do PDA, buéc song phat
hién 230 nm. Phuong phép d3 thdm dinh véi khoang tuyén tinh tir 2-20 pg/mL, d6
lap lai, d6 dung dap (ng yéu cau phan tich dinh lugng. Pong thoi, da xay dung du
thao bod sung chi ti€u dinh tinh va dinh luong cho chuyén luan Diép ha chau déng
trong DDVN IV va tiéu chudn co s cho cac ché pham c6 Diép ha chau déng [3].

Niam 2018, nhom tac gia Tran Thu Huyén da x4y dung va tham dinh phuong
phap dinh luong phyllanthin trong duoc liéu Diép ha chau dang (Phyllanthus amarus)
bang sac ky 16ng siéu hiéu niang (UPLC) sir dung detector huynh quang. Diéu kién
sac ky gom: Cot C18 (50 x 2,1 mm; 1,6 um), hé dung méi acetonitril - nude véi ty 18
(55 : 45), toc do dong 0,3 mL/phdt; thé tich tiém mau 2 pL; budc song kich thich va
phét xa huynh quang 230 nm va 340 nm. Phuong phap dugc tham dinh véi cac tiéu

chi: tinh twong thich h¢ théng, do dac hi¢u, khoang tuyén tinh, d§ ding, d6 chinh xac.
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Céc tiéu chi déu dap ung yéu cu ciia phuong phéap dinh lugng theo quy dinh hudng
dan ICH [5].
1.3.2. Trong miu sinh hoc

Niam 2007, Murugaiyah V. va cong su da xay dung phuong phap HPLC dau
do huynh quang dé dinh lugng dong thoi phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin
va niranthin tir Phyllanthus niruri L. trong huyét trong chudt. Giéi han dinh lugng
dudi (LLOQ) cua phuong phap 1an lugt twong tng 13 4,88; 24,41; 4,88 va 9,76 ng/mL
d6i véi phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin va niranthin [58].

Niam 2015, Fan H. va cong su da phat trién phuong phap HPLC-MS/MS nhay,
nhanh va dic hiéu dé xac dinh dong thoi bon lignan, bao gdbm hypophyllanthin,
phyllanthin, nirtetralin va niranthin tir Phyllanthus urinaria L. trong huyét tuong
chudt. Cac chit phan tich duoc chiét xuat tir huyét twong chudt véi n-hexan -
isopropanol va diazepam duoc st dung lam chét chuan ndi. Phuong phap di duoc
tham dinh ddy du va ap dung cho mdt nghién ctru duge dong hoc vé bdn lignan &
chudt sau khi udng dich chiét ethanol cua Phyllanthus urinaria L. v6i cac dudng
chudn tuyén tinh (r > 0,9971) trong khoang ndng d6 2-1000 ng/mL déi véi
hypophyllanthin va nirtetralin, va 1-1000 ng/mL di véi phyllanthin va niranthin. Do
chinh xac, d§ ding, do phuc hdi va d6 6n dinh dat yéu cau [25].

D3 c6 nhiéu phwong phép dinh luong phyllanthin trong huyét twong chudt nhu:
HPLC déau do huynh quang, HPLC dau do PDA. Cac phuong phap nay c6 gi6i han
dinh luong cao va thoi gian phan tich dai (1én dén 30 phat). Nham ha gi¢i han dinh
luong ciia phyllanthin va phéat hién & mitc d6 vét phyllanthin, phuong phép dinh luong
phyllanthin trong huyét twong chudt bang phuong phap LC/MS/MS di dugc phat
trién boi nhom tac gia Nguyén Vian Long (2019). Nghién ctru duge dong hoc cho thiy
phyllanthin kém hap thu qua rudt, do dé can udng liéu cao dé dat nong do diéu tri. Dé
giai quyét van dé nay, mot s6 nha nghién ctru phat trién vai hé thong van chuyén nhu
hé micro tu nhii hoa chtra phyllanthin hodc hdén hop phyllanthin va piperin d3 duoc
micel hoa. K§ thuét tao phtc cac phan tir thude tir dugc liéu tién tién nhat hién nay la
gan két v4i phospholipid, dugc xem 1a mot hé théng chat mang tiém ning dé ting

sinh kha dung cua céc chét chiét duoc co hoat tinh sinh hoc tir duge liéu nhung €6
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tinh tan thap va hap thu kém. K§ thuat nay da dugc ap dung dé cai thién sinh kha
dung cua silybin, curcumin, ginsenosid, phyllanthin. Trong nghién ctru ndy, nhom tac
gia Nguyén Vin Long di danh gia cac dic diém duoc dong hoc cua phirc hop
phospholipid v&i dich chiét Phyllanthus amarus chuin hoéa so véi dich chiét
Phyllanthus amarus chuan héa trén chudt sau khi uéng. Nghién ctru ndy di phat trién
mot phuwong phap LC-MS/MS don gian va dang tin cdy dé danh gia dugc dong hoc
cta dich chiét Phyllanthus amarus chuan héa véi phtrc hop phospholipid ¢ chudt
[63].

Nhdn xét: Nhiéu cong trinh nghién ctru phan tich cac hop chat lignan trong
Diép ha chau di cong bd bang nhiéu phuong phap khac nhau nhu sic ky 16p mong
hiéu niang cao (HPTLC), sic ky khi (GC), sic ky khi khdi phd (GC-MS), sic ky long
hiéu ning cao v6i dau do tir ngoai (HPLC-UV), dau do huynh quang (HPLC-FL),
dau do dién hoa (HPLC-ECD) va sic ky 1ong hiéu ning cao khdi phd (HPLC-MS).
O loai Phyllanthus amarus, céc lignan da duoc phan tich cha yéu bang phuong phap
HPLC-UV pha dao va HPTLC.

Nhiéu coéng bd cac cdng trinh nghién ctru phan tich bang sic ky 16ng hiéu ning
cao dé danh gia v& ham lugng cac lignan chinh nhu: phyllanthin, hypophyllanthin,
niranthin, nirtetralin,... chiét xuat tir Phyllanthus amarus. Hién nay, phuong phap
HPLC-UV pha déo la phuong phap don gian, rat phd bién va dang tin cay dé phan
tich cac lignan trong duoc liéu Phyllanthus amarus.

Phuong phap HPLC phat hién bang dau do huynh quang da dugc sir dung dé
do cac hop chét polyphenolic, nhung rét it tng dung dé phan tich lignan. Mat khac,
cac phuong phap GC-MS va HPLC-MS c6 d6 nhay va do tin cdy cao, phu hop dé
ing dung trong phan tich cac mau sinh hoc chira ndng do hoat chat rat thap. Tuy
nhién, nhimng thiét bi phan tich nay rat dit tién va do d6 tinh sin c6 ciing han ché.

Pa s6 nghién cau dinh lugng cac hop chat lignan chinh nhu: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin,... bang phuong phap LC-MS/MS chi xay dung trong
huyét twong chudt va chi cé mot cong trinh nghién ciu khao sat nong do cac lignan

nay dugc chiét xuét tir Phyllanthus amarus [63].
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Tac gia,

nim cong b Hop chit dinh lwong Phwong phap phan tich TLTK

Arvind K. T. va Phyllanthin va hypophyllanthin HPTLC [17]
cdng su (2006)
Dhalwal K. va Phyllanthin, hypophyllanthin, acid HPTLC [22]
cong su (2006) gallic va acid ellagic
Murugaiyah V. Phyllanthin, hypophyllanthin, HPLC dau do huynh quang [59]
va cong su (2007) phyltetralin va niranthin
Murugaiyah V. Phyllanthin, hypophyllanthin, HPLC dau do huynh quang [58]
va cong su (2007) phyltetralin va niranthin trong

huyét twong chudt
Srivastava V.va  Phyllanthin, hypophyllanthin, HPTLC [92]
cdng su (2008) niranthin va nirtetralin
Rai P. va cong sy Phyllanthin va hypophyllanthin Quang pho dao ham, [82]
(2009) HPLC déu do UV-Vis
Nayak S. P. va Phyllanthin HPTLC [61]
cong su (2010)
Tran Thuy Trang  Phyllanthin HPLC dau do UV-Vis [9]
va cong su (2010)
Alvari A. va cong  Phyllanthin HPLC dau do UV-Vis [15]
su (2011)
Patel . R.vacong Cao ethanol Phyllanthus HPLC dau do UV-Vis [76]
su (2011) amarus va acid ellagic
L& Thi Kim Chi Phyllanthin HPLC dau do UV-Vis [3]
va cong su (2012)
Nguyén Dt Phyllanthin HPLC dau do UV-Vis [62]
Hanh va cong su
(2013)
Bhope S.G. va Andrographolid, phyllanthin va HPLC dau do PDA [18]
cong su (2013) hypophyllanthin
Khabiya R. va Phyllanthin, hypophyllanthin va HPTLC [44]
cong su (2014) niranthin
Ketmongkhonsit ~ Phyllanthin Phén tich hinh anh TLC [43]
P. va cong su nhanh dé dinh lugng don
(2015) gian
Kandavel D. va Phyllanthin va hypophyllanthin HPLC dau do UV-Vis [38]
cong su (2015)
Fan H. va cong Phyllanthin, hypophyllanthin, HPLC dau do huynh quang [25]
su (2015) phyltetralin va niranthin trong

huyét twong chudt
Harikrishnan H. Phyllanthin, hypophyllanthin, HPLC dau do UV-Vis [30]
va cong su (2018) niranthin
Tran Thu Huyén  Phyllanthin UPLC dau do UV-Vis [5]
va cong su (2018)
Nguyén Vin Phyllanthin, hypophyllanthin, HPLC dau do huynh quang [63]

Long (2019)

niranthin va nirtetralin trong huyét

twong chudt
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1.4. CAO DOI CHIEU

Cao dbi chiéu (Reference standard extract) méi dugc phat trién trong hé théng
chat dbi chiéu, thudng bao gém cac thanh phan chinh tir dugc liéu ban dau. Nguoi ta
st dung cao ddi chiéu nham x4y dung phuong phap méi dé danh gia toan dién chat
luong dugc lidu.

Viéc chi dung mot chit ddi chiéu dé danh gia dugc liéu c6 mot s6 han ché
trong nhimg trudong hop: duoc liéu gia, duoc liéu c6 ngudn gbe khac nhau ¢ cing
mot hoat chat v6i ham lugng khac nhau, kho khin khi xac dinh dong thoi nhiéu hop
chat. Trong nhiing trudng hop ndy, can phai sir dung dong thoi nhiéu chat d6i chiéu.
Dé thay thé cho cac chat ddi chiéu dat tién hay khong c6 sin, nguoi ta sir dung cao
dbi chiéu. Cao d6i chiéu d& dang phan lap vé6i luong 16n va gia ca thap hon so véi
mot chat tinh khiét duoc phan lap [28], [103].

Tuy nhién, néu khéng sir dung chit dbi chiéu thi viéc xac dinh vi tri cta céc
chat trén sic ky dd tré nén kho khan. Dé giai quyét van dé nay, USP di dwa ra 3 phan
lién két voi nhau: chuyén luan USP véi yéu cau tinh phu hop cta hé thdng, cao ddi
chiéu, sic ky dd dbi chiéu [28].

Hién nay, bén canh chuyén ludn chat dbi chiéu, chuyén luan cao ddi chiéu
dugc dua vao EP va USP [103].

USP str dung cac cao ddi chiéu trong phuong phéap sic ky gom dinh tinh, x4c
dinh pic va / hodc kiém tra tinh phu hop cua hé théng [101].

Theo Reference Standards in the Analysis of Botanicals [28], st dung mot sic
ky d6 dbi chiéu trong tinh phi hop hé thong gom:

- Cao d6i chiéu USP va dinh danh cac pic lién quan.

- MBbi 16 cao d6i chiéu duge di kém v6i mot sac ky d6 tham khao.

- Tinh pht hop hé théng duoc dap tmg néu cd sic ky do twong tu nhu sic ky
d6 ctia mdi 16 cao doi chiéu.

- C6 thé xéc dinh céac pic bang cach so sanh véi sic ky db ddi chiéu.

1.5. TONG QUAN VE PANH GIA SINH KHA DUNG CUA THUOC
1.5.1. Panh gia sinh kha dung ciia thudc
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Sinh kha dung (SKD) biéu thi toc d6 va mtc do hap thu caa duoc chat tir ché
pham thudc vao hé tuan hoan. Mirc d6 hap thu duoc chat tir cac ché pham dung duong
udng hoic dung tai chd co thé bi anh huéng boi nhiéu yéu té. Trong dé, cac yéu td
anh huong dang ké dén qua trinh hap thu 1a ky thuat san xuat, kich thudc hat, dang
tinh thé cia duoc chit, cac ta duoc nhu: ta duge don, dinh, ra, tron, bao, ta duoc lam
ting do tan, t4 duoc gy tac dung kéo dai... Sinh kha dung 1a mét chi sé quan trong
dam bao chét luong thuc caa san pham [6].

SKD duogc xac dinh béng cac thong sb duge dong hoc sau:

Cmax: n0ng do toi da trong huyét twong.
AUC: sb luong toan thé thude dugc hip thu vao tuan hoan chung.

Tmax: thoi diém ndng do trong huyét twong dat muc tdi da.

C (ug/ml) 4

Cmax

AUC

»

0 Trax T(h)

Hinh 1.4. 6 thi biéu dién nong d6 thudc trong mau theo thoi gian

Thiét ké thei diém lay mau

Thiét ké thoi diém Iy mau rat quan trong dé thu duoc két qua nghién ciu tin
cay. Can phai lay mot diém trude khi uéng thude (mau tring, thoi diém 0). Mot dudng
cong nong do thude trong mau hoan thién phai bao gom ca cac pha hap thu, phan bd
va thai trir. Thong thudng, it nhat nén cé 4 thoi diém lay mau trude khi dat téi dinh
ctia duong cong nong do — thoi gian, 6 hoac nhiéu hon diém lay mau sau dinh, 3 gia
tri xung quanh dinh ciia duong cong, tong sé diém ldy mau nén nhiéu hon 11. Thoi

gian ldy mau nén kéo dai tgi khoang 3 dén 5 lan thoi gian béan thai cua dugc chat hoic
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khi ndng d6 trong méu & trong khoang 1/10 dén 1/20 gia tri Cmax. Mau mau (huyét
tuong, huyét thanh hay mau toan phan) phai bao quan déng lanh ngay sau khi lay dé
cho phan tich. Khi khéng thé xac dinh duoc nong do thudc trong huyét twong, c6 thé
thuc hién trén mot mau sinh hoc khéac nhu nudce tiéu, nhung chit x4c dinh duoc va
phuong phap phan tich phai pht hop véi nhitng yéu cau vé danh gia sinh kha dung
[6], [20].

Xac dinh liéu thir

Trong nghién ctu sinh kha dung va tuong duong sinh hoc, liéu thir thuong
giong vai liéu dung trong 1am sang. Tét nhat 12 liéu thir cua thudc thir giéng véi lidu
thir ciia thube ddi chimg. Trong trudng hop phai st dung lidu khac nhau, phai néu rd
ly do va phai diéu chinh liéu dé tinh toan sinh kha dung phi hop [6], [20].

Phan tich dwge dong hoc

Lap céc bang va hinh dé biéu thi cac dit liéu nong d6 thudc trong huyét trong
vao nhirng thoi diém l1dy mau khac nhau cua tirng cé thé, gid tri trung binh va do léch
chuan. Sau d6 tinh cac thong s6 duge dong hoc twong d6i cia mdi cé thé, gia trj trung
binh va d6 léch chuan cho mdi thong sb [6], [20].

Nhitng thong sé duoc dong hoc chinh la:

- Nong d6 dinh trong mau (Cmax)

- Dién tich duéi dudng cong nong do - thoi gian (AUC)

- Nira doi thai trir (T1e)

- Thoi diém dat téi nong do dinh trong mau (Tmax).

Cmax V& Tmax biéu thi bang sé liéu thu duoc truc tiép tir thi nghiém va khong
phai tinh toan.

AUCo- (dién tich dudi dudng cong ndng do - thoi gian tir thoi diém 0 dén thoi
diém t) dugc tinh theo phuong phap hinh thang, véi t 1a thoi diém lay mau cubi cling
c6 thé dinh lugng dugc.

AUCo.. (dién tich duéi duong cong nong do - thoi gian tir thoi diém 0 dén vo
cung) dugc tinh toan theo cong thuc:

AUCq.. = AUCo+t + C/ Ke,
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Trong do:

Ct la ndng d6 cua thudc tai thoi diém lay mau cudi cung;
Ke 12 hing sé toc do thai trir.
Tu2 ¢6 thé dugc tinh bang cong thic: Ty2 = 0,693/ Ke

Trong do:

Ke duoc tinh tir d6 déc cua doan tuyén tinh trén duong biéu dién logarit
ndng do - thoi gian.

AUCo. tir thoi diém 0 dén thoi diém cudi ciing phai thoa man:

(AUCo./AUCo-) x 100 % > 80 %.
1.5.2. Nhirng yéu ciu khi thAm dinh quy trinh phén tich méu sinh hoc

Céc phuong phép sic ky, nhu sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC), sic ky khi
(GC) va cac ky thuat phdi hop nhu GC-MS, LC-MS, 1a nhitng phuong phap tét nhat
duogc st dung trong nghién cuu sinh kha dung va danh gia twong duong sinh hoc.
Nhiing phuong phap nay co6 tinh dac hiéu cao, cé kha nang tach va dinh lugng trén
cuing mot hé thdng va cuing thoi diém. Néu chon dugc mot dau do co6 do nhay thich
hop, phuong phéap s& dap tng duoc yéu cau phan tich cac loai miu sinh hoc. Trong
mét sb trudng hop, ¢ thé sir dung phuong phap phan tich sinh hoéa va sinh hoc néu
can.

Do qué trinh phan tich mau sinh hoc bi anh huéng boi nhiéu yéu té nhu luong
mau it, nong do thap, 1an nhiéu tap chat 1a cac chat noi sinh (cac mudi vo co, lipid,
protein va chat chuyén hoa) va su khéac nhau giita cac ca thé, nén phuong phap phan
tich phai duoc thiét 1ap va tham dinh dé dam bao d¢ tin cay.

Tinh dic hiéu: Phai ching minh duoc rang chat xac dinh duoc 1a dugc chat
hay chat chuyén hoa c6 tac dung. Sy phan tich mau khdng bi anh huong bai cac chat
noi sinh va chat chuyén hoa cé lién quan. Bao céo két qua phai bao gom ca siac ky do
ciia mau trang (dich sinh hoc), mau chat chuan pha trong dich sinh hoc va mau thu
thu dugc sau khi dung thudc.

Puwong chuan va khoang tuyén tinh: Méi quan hé giita dap Gng véi nong do
ctia chat phan tich phai duoc danh gia bang phuong trinh hdi quy, thu dugc bang
phuong phap phan tich hdi quy (nhu phuong phap binh phuong nhé nhat). Khoang
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tuyén tinh 12 khoang ndng do tir thap nhat dén cao nhat trong mot duong chuan. Trong
khoang nay, phép phan tich phai thoa man cac yéu cau vé do ding va do chinh xac
theo qui dinh. Pudng chuan nén cd it nhat 5 ndng d6 cua chat chuan pha trong cuing
mét mau dich sinh hoc. Khoang tuyén tinh phai bao gém toan bo khoang nong do cua
c4C MAu can phan tich. Khong nén xac dinh néng d6 mau thir dua trén diém ngoai
suy cua khoang tuyén tinh. Buong chuan s& khdng bao gio c6 diém “0”.

Py diang va do chinh xac: o dung va d6 chinh xac dugc xac dinh cung lac
bang céach str dung 3 ndng do cua mau can kiém tra, 1 nong d6 gan vai gigi han nho
nhét ciia phuong phéap dinh luong (LLOQ); 1 ndng do gan vai diém giGi han trén cua
duong chuan va 1 nong do ¢ gan diém gitta. Mi ndng d6 phai dugc xac dinh trén it
nhat 5 mau. Do chinh xé&c cé thé duogc biéu thi bang hé sb bién thién (CV) trong ngay
Va giita cac ngay, duoc xac dinh trén mau chuan d6i ching. Néi chung, CV khong
nén vuot qua 15 %, riéng diém gan gigi han dinh luong cho phép khong vuot qué 20
%. Do ding duoc biéu thi 12 kha ning tién téi gan néng do thuc nhat cua chat phan
tich trong mau sinh hoc duoc xac dinh bang phuong phap dic biét. Piéu d6 co thé
duogc biéu thi bang kha ning tim lai twong ddi, va phai nam trong khoang 85 % dén
115 %, nhung c6 thé chap nhan 80 % dén 120 % ddi véi diém gan giéi han dinh luong
dudi.

Gioi han dinh lwong dwéi: Gigi han dinh luong dudi, hay con goi la do nhay,
la ndng do thap nhat cua dudng chuan cé thé xac dinh duoc véi d6 dang va do chinh
xé&c cho phép. Gigi han dinh lugng it nhat phai thoa man kha nang phan tich nong do
ciia mau thir 1ay ¢ thoi diém bang 3 dén 5 lan thoi gian ban thai hoic bang 1/10 dén
1/20 gia tri Cmax Ctia chat phan tich.

Po on dinh ciia miu thir: Po 6n dinh ciia mau sinh hoc ¢6 chira chat phan
tich can duoc khao sat khi bao quan & nhiét do phong, dong lanh trong khoang thoi
gian khac nhau dé xac dinh diéu kién bao quan va thoi gian bao quan mau sau khi
lay.

Higu suat chiét: Kha nang tim lai sau khi chiét dugc danh gia véi it nhat 3
nong do: cao, trung binh va thap cia duong chuan. Chi tiéu gisi han co thé tham khao

nhitng tai liéu lién quan.
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Mau chuan kiém chieng (QC): Mau chuan kiém tra duoc ding dé so sanh
khi dinh Iwong la nhitng mau tyu tao biét truéc ndng do, chuan bi bang cach pha chat
chuan caa chat can phan tich trong mau sinh hoc trang.

Phan tich miu thir: Dinh lwong cac mau thir bang phwong phap phén tich da
duoc tham dinh. M&i mau thir ¢ thé phan tich 1 1an hoac 1ap lai néu can. Vi mdi 16
mau phan tich sinh hoc (c4c mau phan tich cing mot thai gian trong mot budi hoic
ngay), nén thiét lap mot duong chuan méi dé phan tich va dung cac mau QC véi 3
nong do (thap, trung binh va cao) dé dinh luong ddng thai trong mai 16 phan tich. N6i
chung, d6 léch giira két qua caa mau chuan kiém tra va gia tri thuc khong duoc qué
15 % [2], [23], [97].

1.5.3. Tham dinh qui trinh dinh lweng thudc trong dich sinh hoc theo hwéng
dan US-FDA, EMA va DDVN V

Theo EMA [23], US-FDA [98] va DDVN V [2] c4c chi tiéu can phai thim
dinh dbi v6i mot qui trinh dinh lugng dugc chat va/hodc chat chuyén hoa c6 tac dung
trong mau sinh hoc bao gém: kiém tra tinh phu hop hé théng, tinh dac hiéu/chon loc,
ty 16 thu hoi (hiéu suét chiét), duong chuan va khoang tuyén tinh, d6 ding va do chinh
xac, giol han dinh luong dudi, do on dinh cta mau tht, anh huong cua nén mau
(matrix effect), anh hudng cua su pha lodng; anh hudng cia luong mau tén du (carry
over).

Khi so sanh véi qui dinh ciia US-FDA, qui dinh EMA ¢6 mét s6 diém khéc

biét nhu sau:
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Bang 1.5. So sanh huéng dan cua US-FDA va EMA

Chi tiéu US-FDA 2018 EMA 2015

- Khéng it hon 6 16 miu sinh hoc tring - Khong it hon 6 16 mau sinh hoc triang
Tinh dic - LLOQ thép nhét ctia chit phan tich dat - Do nhiéu tai dap tng ctia chat phan tich &
hiéu dd dang va chinh xéc LLOQ<20%

- D6 nhiéu tai dap ing ciia chuén ndi <5 %

- Diém thap nhat cua duong chuan - Diém thap nhat ciia duong chuan (LLOQ)
Gisihan  (LLOQ) ‘ . -LLOQ=Cmad20 o
dinh hf(mg - bap ing LLOQ = 5 lan so véidap tmg - Tin hiéu 6 LLOQ =5 lan so vdi tin hiéu cia
dudi cua mau trang mau trang

- Bo chinh xac < 20 % va d6 dang 80 — - Po chinh xac < 20 % va d6 dung 80 -120 %

120 % so véi né)ng do thuc so vOi néng do thuc
buong - Puong chuan it nhit 6-8 mau véi nén - Pudng chuan it nhit 6 mau véi nén mau dugce
chuan va mau dugc xir Iy gdm c6 chat phan tich  xir Iy gom c6 chat phan tich va IS
khoang vals - G LLOQ: CV <20 % so véi ndng do thyc va
tuyéntinh - O LLOQ: CV <20 % so véi ndng do <15 % & cac ndng do khac

thuc va < 15 % & cac ndng d6 khac - Xay dung it nhét 3 dudong chudn

- O 3 mirc nong do: thap, trung binh, cao - O 3 mirc nong do: LQC, MQC, HQC
Mau kiém  (LQC, MQC, HQC) - Mau QC 1a méu doc 1ap voi cac miu cia
tra (QC) - Mau QC 1a mau doc 1ap v6i cac miu  dudng chudn

cua duong chuin

- Thyc hién it nhat 3 nf”)ng do - Thuc hién it nhat 4 néng do, phai co nf”)ng do
Do dung va LLOQ, 3 1an LLOQ, MQC, HQC
d6 chinh - P9 dung: CV & ndong d6 LLOQ khong - P9 dung: CV & nong d6 LLOQ khéng 16n
X4c trong 16n hon + 20 %; O néng d6 LOQ, MQC, hon + 20 %; O ndng d6 khac CV khong 16n
ngay va HQC ¢6 CV khéng 16n hon + 15 % hon = 15 %
khacngady - P chinh xac: CV ¢ nong do LLOQ < - D¢ chinh xac: CV ¢ nong d6 LLOQ < 20 %;

20 %. O ndng d6 khac CV < 15 % O ndng d6 khac CV < 15 %

- Ty 1& thu hoi ctia chat phan tich va

- £ chuén noi phai 6n dinh, chinh xac va co - Khoéng dé cap

Hiéu suat , L 1w
chiét tinh tai le:1p .

- Thuce hién ¢ 3 nong do: LQC, MQC va

HQC

- Dung dich chuan géc, chuan noi - Dung dich chuan géc, chuan noi

- Po 6n dinh trong huyét twong: - Do 6n dinh trong huyét twong & ndng d6 thip
Poéndinh  * Ngan han va cao: . \

: : + Dai han + Ngan han & nhiét d6 phong
+ Doéng-rd dong + Dai han (-20 °C va -70 °C)
+ Sau khi xtr ly mau + Doéng-rd dong
+ Sau khi xu Iy mau

; . Xem xét c¢6 sy thay d6i cia nén mauhay CV cta nén mau ddi voi chat phén tich va IS
Anh huong

caa nén mau

khong, dé bao dam phuong phap phan
tich khong anh hudéng ctia nén mau

khong qué 15 % ¢ 3 lan LLOQ va HQC, tinh
trén 6 16 nén mau

- Tiém mau trang ngay sau khi tiém mau cé

Luong mau - Khong dé cap ndng do cao
t6n du - Lugng mau t6n du <20 % ¢ LLOQ va<5 %
v&i chuén noi
- Pha lodng miu c6 nong do cao hon - Pha loing mau c6 nong do cao hon ULOQ
Anh huong  ULOQ (thyc hién it nhat 5 mau d6i v6i mbi hé sb pha
cia sy pha - Do dung va d6 chinh xac cia cic mau  lodng)
lodng pha lodng phai dugc thim dinh - Do dung va do chinh x4c nam trong khoang

+15%
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1.5.4. Céc cong trinh nghién ciru danh gia sinh kha dung hop chit lignan

Nam 2007, Murugaiyah V. va cong su da cho chudt ubng 5 mL/kg dung dich
cao giau lignan chiét tr Phyllanthus niruri trong Tween 20 vai liéu ubng 50 mg/kg
va so véi duong tiém 1 mL/kg dung dich trén vai lidu 5 mg/kg. Thoi diém 1y mau &
0;0,5;1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 8; 10; 24 gio sau khi tiém tinh mach dudi chudt va
§0;0,5;1; 1,5; 2; 3: 4; 6; 8; 10 va 24 gid sau khi udng. Déi voi dudng tiem, két qua
cdng b cho thay phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin va niranthin cé thé tich
phan bd (Va) lan luot trong ng 14 0,20; 0,17; 0,14 va 0,15 L/kg; hé s6 thanh thai lan
luot twong wng la 0,04; 0,01; 0,03 va 0,02 L/kg.gio va thoi gian ban thai (Tu2) tu
3,35-4,40 gio. Dbi voi duong ubng, két qua cong bd cho thiy ca 4 lignan hip thu
nhanh v&i Tmax khoang 1 gid va Cmax lan lugt twong wng 12 0,18; 0,56; 0,12 va 0,62
pg/mL. Két qua tinh toan sinh kha dung tuyét d6i caa phyllanthin, hypophyllanthin,
phyltetralin va niranthin lan luot twong ung 12 0,62; 1,52; 4,01 va 2,66 % [58].

Nam 2014, Parvathaneni M. va cong sy da dung ki thuat HPLC, dau do day
diod quang (PDA), cot pha dao C-18, v4i pha dong methanol - nude (66 : 34), tbe do
dong 1ml /phut dugc theo doi & budc song 199-400 nm. Carbamazepin dugce sir dung
1am chit chuin n6i dé dinh lugng phyllanthin, hypophyllanthin trong huyét tuong
chudt. Két qua xac dinh dugc gia tri LOD va LOQ dugc tim théy la 56,14 ng/mL va
169,99 ng/mL déi véi phyllanthin; va 56,04 ng/mL va 169,82 ng/mL déi véi
hypophyllanthin. Nhom tac gia da cho chudt udng 5 mL/kg dung dich phan doan c6
lignan trong Tween 20 véi cac liéu ubng 2,5; 5; 10 mg/kg lan luot cho phyllanthin va
hypophyllanthin. Phan doan lignan nay duoc phan lap tir cao hexan, chiét tir la
Phyllanthus amarus. Thoi diém Iéy mau & 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 36 gio sau khi
udng. Két qua cho thay gia tri Cmax d6i v6i ba liéu udng (2,5, 5 va 10 mg/kg) dbi voi
phyllanthin 1dn lugt twong tmg 13 0,28 + 0,06; 0,53 + 0,16; 0,98 + 0,22 (ng/mL); va
hypophyllanthin 1an luot twong tng 14 0,68 + 0,76; 1,35 + 0,23; 2,45 + 0,33 (ng/mL)
[75].

Nam 2015, Fan H. va cong su di cho chudt udng dung dich cao ethanol 80 %
chiét tir Phyllanthus urinaria L. trong carboxymethyl cellulose natri 0,5 % (20 g/kg).
Thoi diém ldy mau ¢ 0; 0,083; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14: 24 gio sau khi
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udng. Két qua cho thay c6 hién tuong hap thu kép c6 2 dinh hap thu trong dudng cong
ndng do - thoi gian cua 4 lignan hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin va niranthin
sau khi uéng cao Phyllanthus urinaria L.. Diéu nay khac véi cac cong bé trudc.
Thong sé dugce dong hoc cua hypophyllanthin va nirtetralin twong tu nhau, néng do
dinh dau tién trong huyét trong (Cmax1) dat duoc lan luot tuong tng & 0,58 + 0,20 gid
va 0,67 + 0,20 gior (Tmax1); NOng d6 dinh thu hai trong huyét twong (Cmaxz) dat duoc
lan luot twong Gng ¢ 8,67 + 1,63 gidr (Tmaxz); thoi gian ban thai (Tiz) lan luot twong
ng 12 2,18 + 0,40 gid va 2,23 + 0,19 gio. Phyllanthin va niranthin ciing c6 thong s6
dugce dong hoc twong tir nhau, Cmaxi dat duoc lan luot twong ung ¢ 2,32 + 1,11 gio
va 3,12 + 0,81 gio, trong khi Cmaxz dat dugc lan luot twong ung & 6,67 + 1,03 gio cho
ca hai; Ty 14n luot tuong tng 12 2,32 + 1,11 gio va 3,12 + 0,81 gid [25].

Nam 2019, Nguyen Van Long va cong su da cho chudt ubng dung dich cao
ethanol 80 % chiét tir Phyllanthus amarus véi liéu 2 mg/kg cua phyllanthin. Ham
lwong phyllanthin trong cao chiét duoc 1a 9,12 %. Thoi diém lay mau & 0; 0,083;
0,167; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24 gio sau khi udng. Két qua cho cac thong sé dugc
dong hoc cua phyllanthin sau khi uéng cao chiét nhu sau: AUCo dat 18,07 + 1,99
gio.ng/mL, AUCo.dat 22,38 + 1,67 gio.ng/mL, Cmax dat dugc 11,44 + 1,15 ng/mL &
Tmax Sau 0,25 gio va T2 6 5,24 £ 0,21 gio. Ngoai ra, nhom tac gia nghién ctru khao
sat duge dong hoc cua cong thic pha ché phac hop phospholipid véi cao chiét cing
licu udng 2 mg/kg cua phyllanthin, két qua cac gia tri thong sé duoc dong hoc cao

hon so vai uéng cao chiét [63].
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CHUONG 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Nguyén liéu

Toan cay (trir ré) Diép ha chau ding duogc thu hai vao thang 4/2014 & Vinh
Long bai Cong ty TNHH Van Xuan (nha may san xuit duoc pham dat GMP) d loai
ria sach, phoi séy kho. Mau duoc xay nho thanh bdt tho. MaAu nghién ctru da dugc
giam dinh tén khoa hoc 1a Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae tai
Vién Kiém nghiém Thudc TP. HS6 Chi Minh.

Duoc liéu kho toan cay (trir r&) Diép ha chiu ding (Phyllanthus amarus
Schum. et Thonn.) duoc thu hai tai ba tinh Can Tho, Tra Vinh va Ca Mau vao thang
4/2017 dung tng dung phuong phap dinh lugng dong thoi 4 lignan trong duogc liéu.
2.1.2. Chit d6i chiéu

Chat dbi chiéu phyllanthin (PLT) (s6 16 010915; ham luong 99,35%),
diazepam (s6 16 QT181 020215; ham lugng 99,49 %), carbamazepin (sb 16 QT192
030415; ham lugng 99,67 %) duoc cung cap bai Vién Kiém nghiém Thudc TP. HO
Chi Minh.

Cao chuan Phyllanthus amarus (s6 16 FOK140; khéi lwong 1 g) ciia USP.
2.1.3. Héa chét va dung mdi

Dung mai: aceton (PA), acetonitril (HPLC), cloroform (PA), dicloromethan
(PA), ethanol (PA), ethyl acetat (PA), n-hexan (PA), n-hexan (HPLC), methanol
(PA), methanol (HPLC), methanol (LC-MS) cua hdng J.T.Baker; ethanol 96 % (PA)
ctia Cong ty CP Dugc pham OPC.

Hoa chat: acid phosphoric (PA), kali dihydrophosphat (PA), natri citrat (PA)
cua hang Merck, amoni format (LC-MS) cta hang Sigma-Aldrich.

Ban mong silica gel 60 Fass trang san trén nén nhém cua hang Merck.

Silicagel cd hat 40-60 pm cua hang Davisil.

2.1.4. Pong vat thir nghiém

Tho thi nghiém khoe manh, trong lugng 2 + 0,5 kg, cung cép béi Vién Kiém

nghiém Thubc TP. H6 Chi Minh.


https://idqc-hcm.gov.vn/images/docs/departments/reference_substances/COA/2015/carbamazepin%20192%20030415-signed.pdf
https://idqc-hcm.gov.vn/images/docs/departments/reference_substances/COA/2015/carbamazepin%20192%20030415-signed.pdf
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Huyét twong trang tho do Vién Kiém nghiém Thudc TP. Hd Chi Minh cung

cap, duoc bao quan ¢ tu dong am sau < -70 °C.

2.1.5. Trang thiét bi, vt tw sitr dung nghién ciru

Bang 2.1. Danh sach cac trang thiét bi, vat tu st dung

Stt Loai thiét bi, vat tw Tén thiét bi, vat tw
1 Can ky thuét Mettler BD 202
2  Can phén tich @6 nhay 0,1 mg Mettler Toledo AT-200
3 Can phén tich @6 nhay 0,001 mg Mettler Toledo XP 26
4 Hé thdng sic ky diéu ché Shimadzu LC-20A
5  Heé thong sic ky 1ong dau do PDA Shimadzu UFLC SPD-M 20A
6  Hé thdng sic ky long ghép khdi phd  Shimadzu LC-MS/MS 8040
7 May phan tich nhiét vi sai TGA/DSC 1 Star® System
8  May quang phd UV-Vis Shimadzu U-1800
9  May quang phd hong ngoai FR — IR Nicolet Magna 760
10 May cong huong tir hat nhan Avance Bruker AC 500 MHz
11 May cd quay Yamato RRE 801
12 Tu sy Binder 53
13 Tu sdy chan khong Lab Line
14 Lo nung Nabertherm B 170
15  Nbi cach thay Memmert WB 14
16  Kinh hién vi quang hoc Nikon Eclipse 80 i
17  Tua dong Sanyo -20 °C
18 Tu dong am séu Froilabo -70 °C
19 May do pH Mettler Toledo S220-K
20  Cot sic ky long Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 um)
Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm)
Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum)
Phenomenex Gemini C18 (100 x 3 mm; 5 um)
Phenomenex Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 um)
Phenomenex Gemini C18 (50 x 3 mm; 5 um
21 Cot sic ky diéu ché pha thuan HiQ Sil-10 KYATECH (21,2 x 250 mm; 10 um)
22 Cot sic ky diéu ché pha dao Aligent - Prep - C18 (21,2 x 250 mm; 10 pm)

Céc thiét bi phan tich va dung cu thily tinh chinh xac da duoc hiéu chuan dat

yéu cau muc dich st dung boi Vién Kiém nghiém Thudc TP. H6 Chi Minh.

2.1.6. Noi thuc hién nghién ctiru

Vién Kiém nghiém Thudc TP. Ho Chi Minh: Khoa Kiém nghiém Péng duoc

duogc liéu, Khoa Thiét 1ap chat dbi chiéu - chat chuan, Khoa Vat ly do luong, Khoa
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Duoc ly, Khoa Vi sinh, Trung tdim Panh gia twong dwong sinh hoc, cac don vi nay
déu dat tiéu chuan GLP-WHO va ISO/IEC 17025.

Cong ty C6 phan BV Pharma: Phong Nghién cau phat trién, don vi san xuat
dat tiéu chuan GMP-WHO.
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Céc nodi dung nghién ctru duge trinh bay tom tit & so d6 2.1.

Chiét xuét, phan 1ap, tinh ché cac hop chat lignan tir Diép ha chau ding

g

Xac dinh d¢ tinh khiét cac chét phan lap duoc bang SKLM, HPLC, DSC

J

Xéc dinh cdu trac cac chét phan 1ap duoc bang pho nghiém (UV, IR, MS, NMR)

J

Thiét 1ap chat d6i chiéu hypophyllanthin va niranthin theo WHO va ASEAN

U

Xay dung va thim dinh quy trinh dinh luong ddng thoi cac hop chat lignan da
phan lap bang phuong phap HPLC

Diéu ché cao chua;l’n hoa X4y dung tiéu chuan chat luong
Dié¢p ha chau dang = cao kho Diép ha chau dang
U U
Ung dung diéq ché cao giau lignan Ung dung dinh luong cac lignan
Diép ha chau dang lam cao doi chiéu trong Diép ha chau dang
A4
Xay dyng va thim dinh quy trinh dinh luong ddng thoi cac hop chit lignan
trong huyét trong tho bang phuong phap LC-MS/MS

{

Danh gia mot s6 thong s6 duge dong hoc ciia cao chuan hoa diéu ché tir
Diép ha chau dang trén thd

So dd 2.1. So d6 trinh ty cac ndi dung nghién ciru
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2.2.1. CHIET XUAT, PHAN LAP, TINH CHE VA XAC PINH CAU TRUC, PQ
TINH KHIET CUA CAC CHAT PHAN LAP BUQC
2.2.1.1. Kiém tra chat lwong dwoc liéu nghién ctru

Kiém tra chét luong dugc liéu nghién ctru theo chuyén luin “Diép ha chau
déng” cua DBDVN IV bao gém cac chi tiéu: mo ta thuc vat hoc, vi phﬁu, soi bot, dinh
tinh, 46 am, tro toan phan, ty 18 vun nat, chat chiét dugc trong duoc lidu [1].

Dinh danh duoc liéu bang phuong phap sinh hoc phan tir DNA. Miu nghién
ciru da duogc giam dinh tén khoa hoc 1a Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.,
Euphorbiaceae tai Vién Kiém nghi¢m Thubc TP. HO6 Chi Minh. Qua trinh dugc thuc
hién gdm cac budc nhu sau: Chiét tach DNA bing bo KIT tach chiét DNA Dneasy
Plant Mini Kit (Qiagen) theo nguyén tic: Pha v& mang té nio, loai bo protein, tia
DNA toan phﬁn, rira tia DNA, hoa tan DNA. DNA tach chiét duoc chay dién di b.';“mg
gel agarose 1 %, dién thé 50 mV trong 40 phut. Kiém tra bang cach soi gel dén UV
360 nm. Sau do, khuéch dai doan DNA dic hiéu. Lwra chon doan DNA dich va primer
tao phan mg PCR va chay chuong trinh PCR theo Bang 2.2, Bang 2.3. Trinh tu
khuéch dai dugc chay dién di bang gel agarose 1 %, dién thé 25 mV trong 50 phit.
Kiém tra bang cach soi gel dén UV 360 nm.

Bang 2.2. Trinh ty cac cip moi dung cho phan tng PCR

Tén moi Trinh tw moi Tm (°C) C
ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 57 154 pmol
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 53 146 pmol

Bang 2.3. Chuong trinh chay PCR

Cap primer ITS1va ITS4
Chu ky Nhiét d§ (°C) Thoi gian

Khéi dau 94 5 phuat
94 30 giay
30 chu ky 55 30 giay
72 1 phut
Két thuc 72 5 phut

Giai trinh tu doan gen va so sanh két qua vdi trinh tu dugc Iuu gitt tai genbank.
Giai trinh tu gen tai Cong Ty Nam Khoa bang phuong phap Sanger trén may 3130
XL caa AIB. Trinh tu DNA thu duogc contig bang DNA STAR, tra ctiu trén NCBI

(Blast Search on National Center for Biotechnology Information).
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2.2.1.2. Chiét xuat cao toan phan tir dwgc liéu Diép ha chau dang
Khao sat dung moi chiét dicloromethan, cloroform, aceton, ethyl acetat,
ethanol 96 %, ethanol 70 % bang phuong phap ngdm & nhiét do phong. Loc thu dich,

sau d6 co thu hdi dung méi thu duge cao toan phan theo So d6 2.2.

100 g Bot dugc liéu (qua cd rady 355 um)

Ngam vai 400 ml dung mdi trong 3 ngay
Loc qua gon .
Chiét thém 300 ml x 2 1an (ngdm 1 ngay)

B3 duoc lidu Dich chiét

Cb quay thu hdi dung méi

Cao duoc liéu

So dd 2.2. Quy trinh chiét xuét cao toan phan duoc liu

So sanh hiéu suit chiét va quan sat vét trén ban mong SKLM silica gel 60 Fasq,
hé dung moi khai trién: n-hexan — ethyl acetat (2 : 1), phat hién bang phun thudc thtr
dung dich acid sulfuric 10 %, sdy ban méng 15 phut & 105 °C [1], [3] dé sang loc
chon dung méi chiét cao toan phan phu hop. Sau do, tién hanh sic ky cot dé tach ra
cac phan doan don gian. So sanh kha ning tach cac phan doan cta cot sic ky & céc
loai cao bang sic ky 16p mong dé chon dung méi chiét xuat cao toan phan phu hop
nhit.
2.2.1.3. Phén lip cao toan phan bing sic ky cot

Tir cao toan phan tién hanh sac ky cot nham thu cac phan doan don gian. Tién
hanh theo diéu kién sic ky nhu sau: Cot thuy tinh c¢6 kich thudc 7,0 x 70 cm. Khdi
lugng mau: 60 g cao DCM. Phuong phap nap mau: Dang dung dich. Pha tinh: 600 g
silica gel ¢& hat 40-60 pm (Davisil); Pha dong trién khai vai dung méi nén 1a n-hexan
dé 6n dinh cot, khai trién cot bang hé n-hexan — ethyl acetat (tir 100 : 0 dén 80 : 20).
Thé tich hiing: 50 mL, toc do hing 60 giot/phit. Cac phan doan dugc kiém tra bang
SKLM, hé dung méi la n-hexan — ethyl acetat (2 : 1), phat hién véi UV (254 nm) va
thudc thir dung dich acid sulfuric 10 %, say khd & 105 °C.
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2.2.1.4. Phan l1ap hop chit tir cao phan doan
Phuong phap két tinh phan doan
Tir cac phan doan chi chtra chu yéu mot vét, sau khi loai hét dung méi, can
phan doan nay duoc hoa tan vao dung méi thich hop dé loai cac tap kém phan cuc va
phan cuc. Tim céch két tinh trong céc dung mai thich hop. Loc va rira tinh thé (hoac
taa) trén phéu thuy tinh x4p bang dung méi lanh. Sau d6 kiém tra so b do tinh khiét
chat phan lap duoc.
Phwong phap sic ky cét hoic sic ky diéu ché
Tir cac phan doan chta 2 hoic nhiéu vét, khong thé tién hanh tinh ché bang
phuong phap két tinh phan doan. C6 thé duing sic ky cot hodc sac ky diéu ché dé tach
chat can nghién cuu.
Phwong phdp sic ky cjt
Céac diéu kién sic ky cu thé:
- Cot thuy tinh c6 kich thudce 1,5 x 50 cm.
- Phuong phap nap mau: Dang dung dich.
- Pha tinh: 20 g silica gel cd hat 40-60 um (Davisil).
- Pha dong trién khai véi dung méi nén 13 n-hexan dé 6n dinh cot, khai trién
cot bang hé n-hexan — ethyl acetat diéu chinh ti 1¢ thich hop.
- Thé tich hung: 10 mL (trong dng nghiém).
- Tbc do himg 20 giot/phit.
Cac phan doan duoc kiém tra béng SKLM, hé¢ dung mo6i da tham do 1a n-hexan
— ethyl acetat (2 : 1), phat hién véi UV (254 nm) va thude thir dung dich acid sulfuric
10 %, say kho & 105 °C.
Phwong phdp sic ky diéu ché
Théam do diéu Kién sdc ky diéu ché trén HPLC: Phan doan chtra chat can nghién
ctru sau khi duoc loai mau bang cach hap phu qua 5 g silica gel ¢ hat 40-60 pm duoc
tham do diéu kién sic ky diéu ché trén may HPLC véi cac thong s sau:
- Cot sac ky: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 pym).
- Pau do PDA véi bude séng phat hién 230 nm.
- Pha dong: Acetonitril — acid acetic 0,1 % (40 : 60).
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- Tbc do dong: 1 mL/phdt.
- Thé tich tiém mau: 10 pL.
- Nhiét d¢ cot: 30 °C.

Tién hanh sdc ky diéu ché:

Bang 2.4. Diéu kién sac ky diéu ché ban dau

Piéu kién Cot pha dao (1) Cot pha thuan (2)

Cot diéu ché Aligent-Prep-C18 HiQ Sil-10 KYATECH
(21,2 x 250 mm; 10 pm) (21,2 x 250 mm; 10 pm)

Budc song 230 nm 230 nm

Pha dong ACN (A) —acid acetic 0,1 % (B) n-hexan (C) — EtOAc (D)

Thé tich tiém 200 pL 200 pL

Nhiét d6 cot Nhiét d6 phong

Sau khi tham do dugc diéu kién, tién hanh chay mau thir nghiém véi diéu kién
dung méi, ti 1é dung mdi, budc sdng phat hién nhu trén may HPLC. Thay ddi téc do
dong va luong tiém cho pha hop. Tién hanh sic ky diéu ché, thu cac phan doan dua
vao tin hiéu cua céc cau tu trén sic ky dd.
2.2.1.5. Kiém tra dé tinh khiét ciia chéit phén 1ap dwoc

Kiém tra dé tinh khiét bang SKLM

Cham sic ky chat mai phan 14p 18n ban méng, khai trién it nhat véi 3 hé dung
mdi c6 do phan cuc khéc nhau, phét hién vét bang cach soi UV 254 nm va thudc thir
dung dich acid sulfuric 10 %, say khd & 105 °C. Néu chit phan lap tinh khiét thi s&
cho mét vét duy nhat trén ban SKLM. Néu vét chua tinh khiét (thay vét phu trén ban
mong), can két tinh lai trong dung méi thich hop cho dén khi duoc chat tinh khiét.

Kiém tra dd tinh khiét bang HPLC/PDA

Tién hanh mau tring va mau thir vao hé thong sac ky véi diéu kién sac ky phu
hop. Ghi pho va xem xét két qua pho UV, sic ky do 3 chiéu dé xac dinh céc pic tap
kém theo pic chinh (néu co).

Kiém tra @6 tinh khiét biang DSC

Tién hanh phan tich chat tinh khiét trén may phan tich DSC véi diéu kién xac
dinh, ghi nhan pho va xem xét két qua nhiét nong chay va % do tinh khiét.
2.2.1.6. Xac dinh céu tric ciia chat phan lap dwoc

Viéc xac dinh cau tric hoa hoc chu yéu dung cac ki thuat pho hoc:
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Pho UV: Ghi nhan budc song hap thu cuc dai (Amax, nm).

Pho IR: Xac dinh sb song dic trung ctia nhém chuc 6 trong cong thic cau
tao.

Phé MS: So sanh s6 khéi (m/z) ghi nhan dugc vai sé khdi (m/z) du kién.

Phé NMR: Véi 6 ky thuat can ban (**C-NMR, 'H-NMR, DEPT, HSQC,
HMBC, COSY), mau duoc do trong CDCls, thuc hién trén may Bruker Avance 500
MHz. D6 dich chuyén héa hoc tinh theo thang & ppm véi dtwms = 0,00 ppm, tin hiéu
cuia dung moi 817,27 s, 8¢ 77,0 t (d6i vai CDCls). Cac hang sb ghép (J, Hz) dugc tinh
truc tiép trén pho 'H-NMR.

2.2.2. XAC PINH CHAT LUQNG VA THIET LAP CHAT POI CHIEU

Céc hop chéat duoc chon dé thiét 1ap chat ddi chiéu gdm: hypophyllanthin
(HPL) va niranthin (NRT); xac dinh do tinh khiét caa nirtetralin (NTT).
2.2.2.1. Xay dung qui trinh xac dinh d¢ tinh khiét ciia nguyén liéu thiét 1ap
chét dbi chiéu

Tién hanh HPLC dé xac dinh d tinh khiét chat chiét dugc bang phuong phap
quy vé 100 % dién tich pic trén séic ky do.

Sau khi khao sat diéu kién sic ky nhu cot sic ky, ti 16 pha dong, toc do dong,
chon diéu kién sic ky thich hop va tién hanh thim dinh qui trinh phan tich theo huéng
dan ICH [28] v6i cac thong sb: tinh phu hop hé thong, tinh dic hiéu, khoang tuyén
tinh, d chinh xac, d§ dung.

Xac dinh chat lrong va thiét 1ap chit ddi chiéu hypophyllanthin

Chudn bi mau:

Can chinh xac khoang 5 mg hypophyllanthin sau tinh ché cho vao binh dinh
mitc 5 mL, hoa tan bang methanol va siéu 4m trong 5 phut, dé ngudi, thém methanol
vira du, thu duge dung dich c¢6 nong 6 1000 pg/mL (dung dich géc HPL), loc qua
mang loc 0,45 um.

Piéu kién sdc ky:

- Cot sac ky Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm).

- Pha dong: Acetonitril — acid phosphoric 0,1 % (60 : 40).
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- Téc d6 dong: 1 mL/phdt.

- Thé tich tiém mau: 20 pL.

- Nhiét do cot: 35 °C.

- Pau do PDA budc song phat hién 230 nm.

Két qua dinh lugng dugc xac dinh dya vao phén tram dién tich pic trong sdc
ky do.

Xac dinh chat lwong va thiét 1ap chit ddi chiéu niranthin

Chudn bi mau:

Can chinh xac khoang 5,0 mg niranthin sau tinh ché cho vao binh dinh mtrc
25 mL, thém methanol, siéu am 10 phdt, dé ngudi, dién du methanol dén vach, lic
déu (dung dich gbc c6 ndng do 200 pg/mL).

Diéu kién sdc ky:

- Cot sic ky: Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 pum).

- Pha dong: Acetonitril — nudc (60 : 40).

- Tbc do dong: 1 mL/phdt.

- Thé tich tiém mau: 10 pL.

- Nhiét do cot: 30 °C.

- Pau do PDA buéc song phat hién 230 nm.

Két qua dinh luong duoc xac dinh dya vao % dién tich pic trong sdc ky dd.

X4c dinh d¢ tinh khiét chat nirtetralin sau tinh ché
Chudn bi mau:
Can chinh xac khoang 1 mg nirtetralin sau tinh ché cho vao binh dinh mirc 5
mL, hoa tan bang methanol va siéu 4m trong 5 phut, dé nguoi, dién da methanol dén
vach, lic déu, thu dugc dung dich c¢6 ndong d6 200 pg/mL (dung dich gbc NTT).
Diéu kién sdc ky:
Cot sac ky Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm).
Pha dong: Acetonitril —acid phosphoric 0,1 % (60 : 40).
Tbc do dong: 1 mL/phit.
Thé tich tiém mau: 20 pL.
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- Nhiét do cot: 35 °C.

- Pau do PDA budc song phat hién 230 nm.

Két qua dinh luong duoc xac dinh dya vao % dién tich pic trong sdc ky do.
2.2.2.2. Thiét 1ap chat ddi chiéu

Panh gia thiét 1ap chat dbi chiéu hypophyllanthin va niranthin theo tai liéu
huéng dan cia WHO va ASEAN [19], [101].

Céc chét thiét 1ap chat di chiéu sau khi dugc danh gia dat yéu cau chat luong
dugc déng thanh timg lo nhé c6 khdi lugng thich hop. Sir dung lo thity tinh nau han
kin, c6 16p dém teflon dat ti€u chuin chat lugng theo quy dinh, ddn nhan tam ghi tén
hoat chat va danh sd tht tu tung lo. Viéc dong goi dugce thuc hién trong glove-box:
nap khi nito 99,99 %; d6 4m tuwong ddi trong budng dong khdng qué 40 % tai Khoa
Thiét 1ap chat chuan - chat d6i chiéu, Vién Kiém nghiém thudc TP. HO Chi Minh.
Sau khi dong géi, cac lo duoc bao quan & nhiét do 6n dinh 2-8 °C, tranh anh sang.

Panh gia dong nhét lo

Lay mAu ngau nhién theo phan mém Excel, s6 lo dugc 14y dé kiém tra 1avVN+1,
trong d6 N 1a tong s6 lo. Tién hanh xac dinh d6 tinh khiét chit phan tich trong timg
lo theo phwong phap da thim dinh. Danh gia d6 ddng nhat giita cac lo bang phép phan
tich phuong sai mot yéu tb.

Panh gia lién phong thi nghiém

Thanh pham sau khi dong g6i va danh gia dong nhat 16 dat yéu cau dugc lay
mau ngau nhién giri ba phong thi nghiém doc 1ap (PTN1: Khoa Thiét 1ap chét chuan
- chét dbi chiéu, PTN2: Khoa Pong duoc dugc liéu, PTN3: Khoa Vat 1y do ludng)
dat tiéu chuan GLP va ISO 17025 tai Vién Kiém nghi¢m Thubc TP. H6 Chi Minh,
mdi phong 6 1o. Tién hanh xac dinh d6 tinh khiét chat phan tich trong timg lo theo
phuong phap da tham dinh.

Xac dinh gia tri 4n dinh - gia tri cong b

Tap hop cac két qua cta ba phong thi nghiém tham gia (n = 18). Xac dinh gia
tri 4n dinh theo hudng dan cua 1SO 13528 [34], cac budc tién hanh nhu sau:

- Sép xép theo thir tu tang dan: x1, X2, ..., Xi,..., Xn.
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- Goi gia tri trung binh thyc (robust average) va do léch chuan thyc (robust
standard deviation) cua cac két qua nay lan luot 1a x*va S”. Tinh cac gia tri khot
diém (Lan lp 0) cua X“va S nhu sau:

X'=trungvicta X, (i=1,2,...,n)

S =1,483 trungvictadi (i=1,2,...,n)

Trong do: di = ‘Xi - X*‘

- Tinh gia tri 6 =1,55"

- Tinhgiatri X'+ Sva X" - &

- Tién hanh 1an lip thei (i=1,2, ..., 1)

«  Cap nhat lai cac gia tri Xi* trong 1an 1ap thir i theo cong thirc nhu sau:

X -9, X <X =6
X, =4X +8, nbu x<x +5
X, khéac

i
Trong d6: x, (i=1, 2, ..., n) 1a gi4 tri trong 1an lap (i — 1).

. Tinh cac gia tri méi cuax” va s* theo cong thirc sau:

x*:zn:xi*/n
i=1

s" = 1,134\/Zn: (x =x"f 1(n-1)

i=1
- Chu ky tinh toan cac gia tri mdi cia x"va s* duoc lap lai cho dén khi cac
gia tri nay khong thay doi (tinh dén gia tri thap phan thi 3 sau dau phay) thi ding lai.
- Chon gia tri X' va s"cubi cung khong thay doi 1a gia tri 4n dinh va d6 léch
chuan cua gid trj 4n dinh.
- Sir dung gia tri 4n dinh x*dé danh gia timg két qua phan tich theo test-z, loai
b6 cac két qua phan tich c6 |z| > 2,0. Chon cic gia tri |z| < 2,0; tinh gi4 tri trung binh.

- Xac dinh d6 khong dam bao do: U (x) =1,25x ST
n
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2.2.3. PIEU CHE VA TIEU CHUAN HOA CAO DIEP HA CHAU PANG
2.2.3.1. Xay dung va tham dinh quy trinh dinh hrgng déng thoi 4 hep chat lignan
trong Diép ha chau ding bang phwong phap HPLC

Theo USP [98], ham luong cta cac lignan trong cao duoc lidu duoc quy vé
tong ham luong cua phyllanthin va hypophyllanthin. Tién hanh HPLC theo quy trinh
USP nhu sau:

Chuén bi miu

Mau thir: Can chinh xéc khoang 3,0 g bot duoc li¢u cho vao binh nén cé nut
mai 250 mL, thém 50 mL methanol, hoi luu trong ndi cach thuy khoang 20 phut, dé
lang va gan ldy phan noi. Lap lai cho dén khi dich chiét cudi cung khéng c6 mau.
Gop céc dich chiét, co dic trong chan khong va thém methanol chuyén vao binh dinh
muc 100 mL, bd sung methanol dén vach, 1ac déu, loc qua mang loc 0,45 pum.

Mau chudn géc: Can chinh xac khoang 10,0 mg phyllanthin chuin va 4,0 mg
hypophyllanthin chuan vao mdi binh dinh mic 25 mL, thém khoang 10 mL methanol,
siéu &m 10 phut, dé ngudi dén nhiét d6 phong, bd sung methanol dén vach, lic déu
(dung dich 1 c6 ndng d6 phyllanthin 400 pg/mL va dung dich 2 c6 ndng do
hypophyllanthin 160 pg/mL), loc qua mang loc 0,45 um.

Hbén hop chudn: HAat chinh xac 5 mL dung dich 1 va 5 mL dung dich 2 cho
vao binh dinh mirc 20 mL, lic déu, loc qua mang loc 0,45 pm.

Piéu kién sic ky theo USP [98]:

- Cot: Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um).

- Pha dong: Acetonitril — dung dich A (40 : 60).

- Pau do: UV 230 nm.

- Nhiét do cot: 25 °C.

- Tbc @6 dong: 1,5 mL/pht.

- Thé tich tiém mau: 10 pL.

Dung dich A: Hoa tan 0,14 g kali dihydrophosphat trong 900 mL nudc, thém
0,5 mL acid phosphoric, thém nudc vira da 1000 mL, khqu déu, loc qua mang loc
0,45 pum.

Ham lugng phyllanthin hodac hypophyllanthin trong cao tinh theo cong thirc:
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C \
X (ng/mg) = St x S_z XC%XHZ

Trong do:

St, Sc: Dién tich pic phyllanthin hodc hypophyllanthin ctia mau thir va mau
chuan.

Vi: Thé tich dung dich tha (mL)

me: Khéi luong mau thir (mg)

Cc: Nong d6 (ng/mL) cia mau chuan

C%: Do tinh khiét ctia chat chuan (%)

Ham luong cua céac lignan dugce quy vé tong ham luong cua phyllanthin va
hypophyllanthin.

Ngoai phyllanthin, hypophyllanthin thi niranthin va nirtetralin ciing la thanh
phan lignan chinh trong cy Diép ha chau ding. Do d0, tién hanh xay dung quy trinh
dinh luong dong thoi 4 hop chit lignan gdm phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin
va nirtetralin trong Diép ha chau ddng bang phuong phap HPLC 1 can thiét.

Sau khi tién hanh sic ky theo quy trinh USP, khéo sat diéu kién sic ky thich
hop v6i didu kién sin ¢ cua phong thi nghiém sao cho thoi gian sic ky ngén, cac pic
tach hoan toan, hé s d6i ximg cua pic ndm trong khoang 0,8-1,5.

Diéu kién scc ky ban dau:

- Cot sac ky: pha dao.

Pau do PDA véi bude song phat hién 230 nm.
Téc d6 dong: 1 mL/phit.

Thé tich tiém mau: 10 pL.

- Nhiét do cot: 25 °C.

Khao sét diéu kién chiét kiét cac hoat chat tir dugc lidu, chon ra diéu kién chiét
kiét 12 s6 1an chiét ma tai d6 khong con thay vét ctia ca 4 hoat chat. Khao sat so bo
ham luong hoat chat trong 1 g duoc liéu dé tién hanh chuan bi cac dung dich chuan
hdn hop c6 ndng do thich hop.

Mau thik duoc liéu: Can chinh xac khoang 1,0 g bot duoc lidu di duoc ray qua

rdy 355 pum cho vao binh nén cé nat mai 250 mL, thém 20 mL methanol, day kin
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binh non lai, siéu am 30 phut, lic déu trong 30 phut, gan dich qua giéy loc. Phén cin
con lai tiép tuc chiét 2 1an, mdi 1an véi 20 mL methanol. Tép trung dich loc vao binh
dinh mérc 100 mL, bod sung methanol dén vach, lic déu, loc qua mang loc 0,45 pm.

Maéu chudn déi chiéu: Dung dich chuan chia phyllanthin  (PLT),
hypopyllanthin (HPL), niranthin (NRT) va nirtetralin (NTT) trong methanol c6 nong
d6 chinh xac khoang lan luot 13 22,5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL va 17,5 pg/mL,
loc qua mang loc 0,45 pum.

Quy trinh dinh luong duoc thim dinh theo hudng din cua ICH [28] bao gom:
tinh pht hop hé thdng, tinh dic hiéu, giéi han phat hién (LOD) va gidi han dinh luong
(LOQ), khoang tuyén tinh, do chinh xac (d0 1ap lai, d6 chinh xac trung gian) va do
dang.

Tinh phit hop hé théng: Tién hanh sic ky dung dich mau chuédn 6 lan. Xac
dinh cac thong s6 vé thoi gian luu (Ry), dién tich pic (S), 6 phan giai (Rs), hé sb ddi
xtng (As) va s dia Iy thuyét.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh pht hop hé thdng khi mau chuén c6: Cac gié tri
thoi gian luu (Ry), dién tich pic (S) co RSD < 2 %; Hé s6 ddi xting (As) cua pic trong
khoang 0,8-1,5; Do phan giai Rs > 1,5.

Tinh dic hiéu: Tién hanh sic ky miu chudn, mau thtr, mau ther thém chuén,
mau tring (methanol HPLC) theo diéu kién sic ky da chon.

Yéu cau: Thoi gian lwu cua pic chinh can dinh lugng trong mau thir phai twong
g v&i thoi gian luu ctia cac pic trong mau chuan, dong thoi mau trang khong ¢ pic
nao tai thoi gian luu trén.

Tinh tuyén tinh: Tir dung dich chuan gbc tién hanh pha thém 5 dung dich
chuan c¢6 nong d6 khoang tir 60 % dén 140 %. Tién hanh sic ky cac dung dich chuan.

Xay dung phuong trinh hdi quy § = ax + b, v& do thi biéu dién mbi twong quan
giita ndng d6 véi dién tich pic va xac dinh hé sb trong quan r. Str dung test F dé kiém
tra tinh twong thich cta phuong trinh hdi quy, test t dé kiém tra y nghia ctia hé sé a
vab.

Yéu cdu: r>0,999.
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Do lip lai: Tién hanh dinh lugng 6 mau thir. Xac dinh d6 léch chuan tuong
doi RSD %.

Yéu cau: RSD % < 5 %.

P chinh x&c trung gian: Tién hanh dinh luong 6 mau thir cing diéu kién &
mot phong thi nghiém nhung khac ngay. Xac dinh d6 1éch chuan twong di RSD %.

Yéu cdu: RSD % < 5 % & mdi ngay va do sai khac két qua dinh luong giita 2
hai ngay <5 %.

P ding: Tién hanh x4c dinh do dung bang phuong phap miu thir thém chuan.
Chuan bj 9 mau thtr thém chuan ¢ 3 mutc ndng d6 80 %, 100 % va 120 % so v6i mirc
néng do dinh luong. Tinh ti 1€ phuc hdi trung binh lugng chét chuin thém vao.

Yéu cau: Ty 18 phuc hoi trung binh (%) ctia cac mirc ndng d6 ndm trong khoang
95 % - 105 % va RSD % <5 %.
2.2.3.2. Piéu ché cao chuin hoa Diép ha chau ding

Khao sat diéu kién thich hop cho qué trinh chiét cao Diép ha chau déng.

Chudn bi mau: Can mét luong khoang 10 g bot duoc lidu (riy qua c& ray 355
1m) cho vao binh nén, tién hanh chiét 2 1an dugc liéu bang phuong phép ngim theo
timg diéu kién khao sat. Dich chiét dugc dé ling va loc qua bong gon, sau d6 duoc
c6 thanh cén trén bép cach thuy. Can duoc sdy kho ¢ 85 °C dén khi d6 4m nho hon
5 %, thu dugc céc cao duoc li€u tuong ing. Xac dinh khéi luong cin. Hoa tan cén
bang ethanol 96 % trong binh dinh mtc, loc qua mang loc 0,45 pum.

Tién hanh sic ky SKLM va HPLC. Panh gia két qua khao sat trén khoi lugng
can thu duoc, cac vét chinh trén sic ky dd caa SKLM va dién tich pic chinh trén sdc
ky d6 HPLC.

Mo hinh thyc nghiém duoc tién hanh khao sat lan lugt & cac diéu kién nhu
Sau:

- Khao sat dung moi: ethanol 30 %, ethanol 50 %, ethanol 70 %, ethanol 96 %
véi ti 1¢ dugc li€u : dung moi (ti 1€ DL : DM) = (1 : 15).

- Khéo sat thoi gian ngam: 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 7 ngay.

- Khao sat ti 1€ duoc li¢u : dung méi: (1 : 20), (1 : 15), (1 : 10), (1:5), (1: 4).

- Khao sat s6 1an chiét: 1 1an, 2 1an, 3 1an, 4 lan.
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Chon diéu kién thich hop cho qua trinh chiét cao Diép ha chau dang dé tién
hanh chiét cao thuc nghiém.

Khao sat diéu kién chiét trén quy mo phong thi nghiém va quy md pilot. So
sanh tong ham luong phyllanthin va hypophyllanthin (quy vé ham lugng trong dugc
lidu) giita cac dung mai chiét, giira quy trinh chiét xuat cao quy mo phong thi nghiém
va quy mo pilot.
2.2.3.3. Xay dung tiéu chuin chit lwong cao kho Diép ha chiu ding

Xay dung du thao tiéu chuan chit luong cao khd Diép ha chau déng bao gdm
cac chi tiéu sau:

Tinh chit: Quan sat bang cam quan.

Dinh tinh: Tién hanh bang phuong phép sic ky 16p mong va phuong phép sic
ky long.

Mat khéi lwong do lam khé: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.6.

Tro toan phan: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.8.

Gi61 han kim loai nang: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.4.8.

Dinh luong: Tién hanh bang phuong phap sic ky long

Gidi han nhiém khuan: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 13.6.
2.2.3.4. Ung dung diéu ché cao giau lignan Diép ha chiu ding dung lam cao déi
chiéu

Theo chuyén luan dugc liéu Diép ha chau dang cia USP [98] c6 ding cao
chuan USP (USP Powdered Phyllanthus amarus Extract RS) dé danh gia chi tiéu dinh
tinh va dinh luong. Tién hanh khao sat diéu ché cao giau lignan c6 chat lugng tuong
duong v6i cao chuan USP dé dung 1am cao di chiéu theo So d6 2.3.

Chon dung méi chiét cho ham lugng céac lignan cao nhat va it tap nhat va tinh
ché phan doan nay bang sic ky cot chan khong dé loai tap, thu dugc phan doan giau

lignan.
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Cao duoc liéu

Khao sat dung méi chiét: n-hexan, DCM, EA
Chiét v6i dung mai thich hop, loc (x3 1an)

Dich chiét

C6 quay thu hdi dung moi

Phan doan giau lignan

Tinh ché qua VLC
Pha dong: n-hexan - DCM

Phan doan giau lignan
qua tinh ché

HPLC so sanh ham luong véi cao chuan USP
Thém ta dugc don

Cao d6i1 chiéu

So dd 2.3. So d6 diéu ché cao giau lignan Phyllanthus amarus

Mau chuan: Can chinh x&c khoang 5,0 mg phyllanthin chuin va 2,0 mg
hypophyllanthin chuin vao binh dinh mac 10 mL, thém khoang 5 mL methanol, siéu
am khoang 10 phut, dé nguoi dén nhiét d6 phong, bd sung methanol dén vach, lic
déu (dung dich c6 ndéng d6 phyllanthin 500 ug/mL va hypophyllanthin 200 pg/mL),
loc qua mang loc 0,45 um.

Mdau cao chuan USP: Can chinh xac khoang 100,0 mg cao chuan USP vao
binh dinh muc 20 mL, thém khoang 10 mL methanol, si€éu am 30 phut, lac déu 30
phut, dé nguoi, bo sung methanol dén vach (dung dich c¢6 néng d6 5 mg/mL), loc qua
mang loc 0,45 um.

Mau thir; Can chinh xéc khoang 2,0 g cao ethanol 96 % vao binh nén 250 mL,
thém khoang 50 mL dung méi, siéu 4m 30 phit, lac déu trong 30 phut, dé ling, gan
va loc qua giéy. Phan cén con lai dugc tiép tuc chiét tuong tu 2 lan, mdi lan véi 30
mL methanol. Tap trung dich loc vao cc 100 mL. C6 cach thuy dén can, hoa tan can
trong methanol, chuyén vao binh dinh mérc 20 mL, bd sung dung moi dén vach, lac
déu, loc qua mang loc 0,45 pum.

Tién hanh SKLM va HPLC theo USP [98].
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So sanh ham lugng hoat chét trong phan doan giau lignan da tinh ché va cao
chuan USP, thém chat don dé dugc ham lugng phu hop.

Xay dyng tiéu chuan chét lugng cao giau lignan diéu ché dung lam cao d6i
chiéu.
2.2.3.5. Ung dung dinh lwong céc lignan trong Diép ha chiu ding

Pinh hrgng céc lignan trong cac mau dwgc ligu: Thyc hién trén duoc liéu
duoc thu héi o 3 tinh Tra Vinh, Can Tho va Ca Mau.

Pinh lugng cac lignan trong cic miu cao khé dwge ligu:

Dung dich chuan: Tién hanh pha dung dich chuan theo muc 2.2.3.1.

Dung dich tha:

- Can chinh xéac khoang 1,0 g cao khd dwoc liéu chiét vai nwée, ethanol 30 %,
ethanol 40 %, ethanol 50 %, ethanol 60 % va ethanol 70 % dwoc san xuat & quy mo
pilot tai Cong ty c6 phan BV Pharma cho vao binh dinh mic 100 mL, thém khoang
20 mL methanol va siéu am 30 phat, bé sung methanol dén vach, lic déu. Loc qua
mang loc 0,45 pm.

- Can chinh x4c khoang 100 mg cao giau lignan diéu ché cho vao binh dinh
mirc 100 mL, thém khoang 20 mL methanol va siéu am 30 phut, b sung methanol
dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 um.

2.2.4. PANH GIA MQT SO THONG SO DUQC PONG HQC CUA CAO
CHUAN HOA PIEU CHE TU DIEP HA CHAU PANG

2.2.4.1. Xdy dung va tham dinh quy trinh dinh lwong dong thoi phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé

Chuén bi mau

Pé khao sat cac diéu kién sic ky va diéu kién khéi pho, hdn hop chuan
phyllanthin (PLT), hypophyllanthin (HPL), niranthin (NRT) va chuan ndi (IS) duoc
pha trong methanol vai nong d6 mdi chat 1a 1 pg/mL. Mau gia lap dugc chuan bi

bang cach thém hdn hop chuan vao huyét tuong trang véi ty 16 1 : 20 vé thé tich.
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Khao sat diéu kién khdi phd
Dua vao cac tai liéu tham khao [25], [63], diéu kién khdi phd dugc khao sat
trén hé théng may LC-MS/MS Shimadzu 8040, st dung ki thuat ghi phé full scan dé
xac dinh ion phan tir cac chat va ki thuat product ion dé tim manh ion dinh luong.
Quy trinh phan tich dugc thuc hién trén hé théng LC-MS/MS vai cac diéu kién
khbi phd ban dau nhu sau:
Téc do dong khi nito kho: 15 lit/phuit.
Téc do dong khi phun: 3 lit/phuit.
Dién thé mao quan: 4500 V.
Nhiét @6 hoa hoi dung méi: 250 °C.
Nhiét d6 budng ion héa: 400 °C.

Cac diéu kién khao sat bao gdm: Ché do ESI dé khao sat manh ion phan ti cua

cac chat, ché d6 MRM dé khao sat manh ion dinh lwgng cua cac chat, thé phan manh
va nang luong va cham duoc khao sat va téi wu héa bang cong cu tbi wu hoa tr dong
Optimize Voltage cia phan mém Lab Solutions 5.0 sao cho thu duoc tin hiéu cac
manh ion cd ty s khéi luong/dién tich (m/z) cao nhat.

Khao sat chuin ndi

Mot s6 yéu cau trong chon lya chat chuan noi:

- C6 tinh chat ly, hoa gidng véi chat phan tich.

- C6 céu trac tuong tu véi chét can xac dinh, c6 cuong do tin hi€u cao, pic
chuan ndi nam trong khoang thoi gian luu khong qua xa so vdi thoi gian luu cta chat
can xac dinh.

- Khong phan ung véi bat ky thanh phan nao cua mau thu.

- Phai c6 d¢ tinh khiét cao va d& kiém.

Qua tham khao cac tai liéu [25], [75] va can cir vao céc tiéu chuan lya chon
chuan néi voi diéu kién khdi phé da xac dinh, tién hanh khao sét cac chuan noi dy
kién dé xuat 1a diazepam va carbamazepin.

Khao sat diéu kién sic ky
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Dua vao dic tinh, cau tric héa hoc cua cac chat phan tich va tham khao tai
licu dugc cong bd [25], [59], [63], [75]. Qua tham khao céc tai liéu quy trinh phan
tich dinh luong duoc thyuc hién trén may LC-MS/MS Shimadzu 8040 véi cac diéu
kién sic ky ban dau nhu sau:

- Cot sic ky: Pha tinh C18 véi kich thudc khac nhau.

- Nhiét d@o cot: 40 °C.

- Toc d6 dong: 0,3 mL/phdt.

- Thé tich tiém: 5 pL.

- Pha hdn hop dung dich chuan chira cac chat phan tich & néng do 50 ng/mL.

- Nong d6 dung dich noi chuan: 1000 ng/mL.

Céc diéu kién sic ky sau day duoc lya chon dé khao sat gom:

Khdo sét cét sic ky

Tién hanh khao sat cac cot véi diéu kién pha dong: Methanol — dung dich dém
amoni acetat 10 mM (63 : 37) véi cac cot sic ky nhu sau: (a) Gemini C18 (100 x 3
mm; 5 um); (b) Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 pum); (c) Gemini C18 (50 x 3 mm; 5
pum).

Khdo sdt pha déng

Tir cAc tai liéu tham khao [25], [63], [75], tién hanh khao sét cac hé pha dong
gom: Methanol/ Acetonitril — dung dich dém amoni acetat hoic amoni format véi cac
nong do, pH khac nhau. Thay d6i ti 1é pha dong thich hop.

Khdo sat nong dé dung dich dém

Tién hanh khao sat nong do dung dich dém amoni format trong khoang tur
2-10 mM.

Khdo sat pH dung dich dém

Tién hanh khao sat cac dung dich dém amoni format 5 mM véi cac pH khac
nhau tir 3-7 va so sanh véi dung dich dém khi khéng chinh pH.

Khdo sét ti 1¢ pha dpng

Khao sat pha dong: Methanol — dung dich dém amoni format 5 mM véi céc ti
I (a) (65 : 35); (b) (63 :37) va (c) (60 : 40).

Khdo sat nhiér d¢ cét
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Dua vao tai liéu tham khao [25], [63], [75], tién hanh khao sat nhiét do cot
trong khoang tir 30-45 °C.

Khdo sét téc dg dong

Tién hanh khao sét tbc d6 dong tir 0,2-0,5 mL/phut.

Khdo sat thé tich tiem

Tién hanh khao sat gdm 2 pL va 5 pL.

Qua d6, chon diéu kién sic ky thich hop sao cho céc pic hoat chat va pic chat
chuan noi can ddi, thoi gian phan tich ngan va tin hiéu cao.

Khao sat phwong phap xir Iy miu

Dua theo cac cong trinh da cdng bd [25], [58], [63], [75], d6 phan cuc cua chat
phan tich va kha ning chuyén doi cua céc chat, phuong phap xtr Iy mau bang céach
taa protein va chiét long - long da dugc hra chon. Chon phuong phap xtr Iy miu sao
cho hiéu suit chiét cao, s anh huéng cua nén mau 1a tdi thiéu.

Khdo sdt phwong phdp tia protein

Céac dung moi taa protein dugc khao sat la acetonitril va methanol vai ti 1€
1 thé tich huyét twong tho : 3 thé tich dung méi tua.

Chudn bi mau: Lay chinh xé&c 200 pL huyét twong thé c6 chira cac chat phan
tich cho vao 6ng nghiém, thém 10 pL dung dich chuin néi ¢ néng d6 1000 ng/mL,
thém tiép 700 pL dung méi tua protein, lic xody 2500 vong/phat trong 1 phut, ly tdm
17.000 vong/phat trong 10 phit ¢ -5 °C, lay dich ly tdm, loc qua mang loc milipore
0,22 pm, tién hanh sic ky theo diéu kién da chon.

Khdao sat phwong phdp chiét l6ng - l6ng

Céc dung moi chiét duoc khao sat gom: tert-butyl methyl ether, ethyl acetat,
n-hexan. Khao sat thé tich dung madi chiét va sé lan chiét.

Chuan bi mau:

L4y chinh xé&c 200 pL huyét twong tho ¢ chira cac chat phan tich cho vao éng
nghiém, thém 10 pL dung dich chuan noi nong d6 1000 ng/mL, lic 10 gidy. Thém
dung mdi hiru co dung dé chiét, lic xody 2000 vong/phat trong 1 phdt, lic 300
vong/phut trong 5 phat, ly tam 4000 vong/phut trong 5 pht ¢ nhiét do phong, lay

dich ly tim, c6 bay hoi dudi dung méi dén can & nhiét &6 phong, Iy dich trong, gop
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dich chiét va boc hoi dung méi téi can bang khi nito & 40 °C. Hoa tan can trong 200
uL methanol, lic xody 1 phut, siéu am 5 phat, ly tdm 4000 vong/phdt trong 5 phut &
nhiét d 0 °C, loc qua mang loc 0,22 pm, tién hanh sic ky theo diéu kién da chon.

Xac dinh khoang nong d9 dinh hrong

Sau khi di thiét lap duoc diéu kién sic ky, diéu kién khdi phd va phuong phap
xt Iy mau, can phai tinh toan xay dung khoang ndng do tuyén tinh cua tirng hoat chat
trong quy trinh va cac mic ndng d6 cua cac mau kiém ching (LLOQ, LQC, MQC,
HQC) phu hop véi duong chuan va theo nhitng huéng dan caa quy trinh dinh lugng
thudc trong dich sinh hoc [23], [97]. Dua vao céc tai liéu tham khao [63], [75] xéc
dinh khoang ndng do dinh lugng cac hoat chat.

Tham dinh quy trinh phan tich

Quy trinh dinh lwong PLT, HPL va NRT trong huyét trong tho bang k¥ thuat
LC-MS/MS duogc thim dinh dua theo nhitng quy dinh va yéu cau trong huéng dan
cia US-FDA, EMA va DPVN V vé cic chi tiéu tinh dic hiéu; duong chuin va
khoang myén tinh; gio1 han dinh lugng dudi; do dung va do chinh xac; hi¢u sudt
chiét; anh huéng cta nén mau, lugng mau ton du va do pha lodng; d6 6n dinh cua
hoat chat [2], [23], [97].

Tinh phu hgp ciia hé théng

Tiém lap lai 6 1an mAu huyét twong da xur 1y ¢d chira hdn hop cac chét can
phan tich va chuan ndi & mac nong do trung binh (MQC) .

Yéu cau: Cac théng sb sic ky khao st (ty s6 thoi gian luu, ty s6 dién tich pic)
c6 hé s6 phan tan (CV) khong duoc qua 5 %.

Tinh dac hiéu

Tiém 6 mau huyét twong trang va 6 mau gia lap cd thém chuan ndi & mic nong
d6 gioi han dinh Iugng dudi cua pham vi dinh lugng (LLOQ). Xac dinh thoi gian luu,
tin hiéu dap tng pic.

Yéu cau: Mau huyét twong trang cho tin hiéu phan tich nam trong gisi han cho

phép (< 20 % dién tich pic ddi vai cac chat phan tich va < 5 % dbi voi chuan noi).
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Ty 1¢ thu hai (Hiéu sudt chiét)

Xac dinh ty 1é thu hoi (Hiéu suat chiét) bang cach so sanh dép tng caa chat phan
tich duoc chiét tir mau gia ap thém chuan ndi ¢ 3 mac néng do (LQC, MQC va HQC)
Vvéi dap ng cua mau tring sau khi xtr Iy duoc thém dung dich chuan dé c6 ciing nong
d6 tuong tmg duoc pha trong dung mdi. Chuan bi 6 mau & mdi mac nong do. Tién hanh
sac ky c4c mau nay.

Tinh tuyén tinh va dwong chudn

Chuan bi cac hdn hop chuan véi ndng do trong pham vi dinh lwong. Thém céc
hdn hop chuan nay vao trong huyét twong trang (Vi ty 18 1 : 20 theo thé tich so véi
nén mau), thém tiép chuan ndi va tién hanh xir ly mau dé thu duoc giai mau chuan cé
nong do trong pham vi dinh luong.

Xac dinh sy twong quan gitra nong d6 va ty sé dién tich pic cua chét phan tich
va dién tich cua pic chuan néi cua tirng chat phan tich theo mét ham tuyén tinh nhat
dinh, pht hop véi qui trinh phén tich duoc dé ra.

V& duong biéu dién sy tuong quan gitra gia tri nong do va ty sb dién tich pic
theo ham gié tri dd xay dung duoc. Sir dung mé hinh hdi qui tuyén tinh y = ax + b, véi
trong sb 1/x2

Yéu cau:

- R?>0,98.

- Khong it hon 75 % cac diém duong chuan va téi thiéu 06 mau dudng chuan
phai 6 nong do tim lai nam trong khoang 85 % - 115 % so véi nong do ly thuyét (trir
diém LLOQ nam trong khoang 80 % - 120 % so véi nong do Iy thuyét).

Do dung va dj chinh xac (trong ngay va gi@a cac ngay)

P dung va do chinh xac duogc xac dinh cuing luc trén cac mau huyét twong co
chtra chat can phan tich tai 4 mac néng do: LLOQ, LQC, MQC, HQC. Mdi muc nong
d6 chuan bi 6 mau. Tién hanh xir Iy mau va sac ky trong 1 ngay.

Panh gia do chinh xac va do dung giita cac ngay bang céch tiép tuc thuc hién
thém tdi thiéu 2 ngay.

Yéu cau:
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-Po dung: 80 % - 120 % so véi ndong do ly thuyét & nong dd LLOQ va 85 %
- 115 % so véi ndng do Iy thuyét & ndng 6 LQC, MQC, HQC.

- D6 chinh xac: CV <20 % ¢ ndng do LLOQ va< 15 % & nong d6 LQC, MQC,
HQC.

Giol han dinh lwong duoi

Tién hanh xac dinh ndng do thip nhat sao cho théa man diéu kién tin hiéu dap
g cua chat phan tich so véi tin hiéu dap ang ciia mau huyét twong trang it nhat bang
5 1an va cho d6 chinh xac trong khoang + 20 % va do dang 80 % - 120 %.

Dé én dinh ciia mdu thar

D¢ 6n dinh cia dung dich chudn gac

Pha 3 16 mau, mdi 16 chira cac chat phan tich trong dung méi & ndong d6 MQC,
moi 16 6 mau. Phan tich ngay 1 16 theo phuong phap di xay dung.

- D6 6n dinh ngin han: Lo thtr 2 dé & nhiét do phong trong 6 gio roi phan tich.

- D6 6n dinh dai han: Lo tht 3 bao quan & nhiét do -20 °C va phan tich sau 30
ngay.

D6 on dinh trong huyét twong

Pha 4 16 mau, mdi 16 chira cac chit phan tich trong huyét trong & nong do
LQC, HQC, mdi néng d6 6 mau. Phan tich ngay 1 16 theo phuong phap di xay dung.

-D6 6n dinh ngin han: L6 thtr 2 dé ¢ nhiét dd phong trong it nhat 6 gio roi
phan tich.

-Po 6n dinh ciia mau sau 3 chu ky dong - i dong: Lo thtr 3 bao quan ¢ -70 °C
it nhat 12 gio, 1y ra dé ¢ nhiét d6 phong cho dén khi ra dong, 13p lai chu trinh thém
2 1an. Phan tich miu sau 3 chu trinh dong - ra dong.

-Po 6n dinh dai han: Lo thtr 4 bao quan & nhiét do -70 °C va phan tich sau 30
ngay.

-Po 6n dinh sau khi xir Iy mau (trong budng tiém mau): Tiém lai 16 mau &
nong do LQC, HQC, mdi nong d6 6 mau, sau it nhat 24 gio xir Iy va bao quan trong
budng tiém mau ¢ 4 °C.

Yéu cau: Mau duoc xem la 6n dinh néu nhu gia tri tim lai cua ting hoat chat

nam trong khoang 85 % - 115 % cta ndng do Iy thuyét ¢ tirg mac nong do.
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D¢ on dinh cua dung dich chuan néi

Pha 3 16 mau, mdi 16 chira IS trong dung méi ¢ nong d6 100 ng/mL, mdi 16 6
mau. Phan tich ngay 1 16 theo phuong phap da xay dung.

- D6 6n dinh ngan han: Lo thtr 2 dé & nhiét do phong trong 6 gio roi phan tich.

- D6 6n dinh dai han: Lo tht 3 bao quan & nhiét do -20 °C va phan tich sau 30
ngay.

Pha lodng dung dich chuin gdc sau cac diéu kién bao quan trong dung méi hoa
mau dé dugc ndng do thich hop va tién hanh phén tich cing voi dung dich chuan moi
pha c6 ndng do tuong tmg.

- D6 6n dinh sau khi xir Iy mau trong huyét twong (trong budng tiém mau):
Tiém lai 16 miu & ndng d6 LQC, HQC, mbi ndng d6 6 mau, sau it nhat 24 gio xtr Iy
va bao quan trong budng tiém mau & 5 °C.

Yéu cau: Mau duoc xem 1a 6n dinh néu nhu gid tri tim lai cua ting chat phan
tich va chuan noi nam trong khoang 90 % - 110 % (dung dich géc 1a + 10 %, huyét
trong mai 1a + 15 %) cua nong do ban dau & tirng muc nong do.

Anh hwéng cia nén mdau (Matrix effects)

Chuan bi 6 16 huyét twong khac nhau, mdi 16 3 mAu, tién hanh phan tich mau
theo qui trinh xir Iy mau, miu sau khi xu 1y duoc thém chit phan tich ¢ 2 nong d6
LQC, HQC va chuan ndi vao 2 mau mdi 16. Tién hanh phan tich mau song song véi
mau LQC va HQC c6 chuan néi trong pha dong dé xac dinh anh hudng cua nén mau.

MFas = Area Mas / Area MPas

MFis = Area Mis / Area MPs

IS-normalized MF = MFas/ MFis

Trong do:

Area Mas gs): dién tich pic cua chat phan tich (chuan noi) trong huyét twong

Area MPas (s): dién tich pic ctia chat phan tich (chuan noi) trong pha dong

Yéu cau: CV cua IS-normalized MF < 15 %.

Anh hwéng lwong mau ton dw (Carry over)

Tién hanh tiém mau c6 nong do cao nhat trong huyét twong (ULOQ) vao hé

thng sac ky, sau khi phan tich xong, tiém ngay mau trang (Blank) vao hé thong.
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Thuc hién qui trinh trén 6 1an. Tiém 6 1an mau c6 nong d6 LLOQ trong huyét tuong
dé danh gia két qua.

Yéu c4u: Anh huéng lwong mau ton du trong mau trang theo nong do khong
dugc 16n hon 20 % so voi gisi han dudi cua dinh luong (LLOQ) ddi voi cac chat
phan tich va 5 % ddi voi chat chuan noi.

Anh hwéng ciia sw pha lodng

Chuan bi 6 mau huyét tuong gia 1ap c6 ndng do 50 ng/mL cho cac chat phan
tich. Pha lodng mau nay 2 lan bang huyét twong trang rdi tién hanh xir Iy mau va phan
tich.

Yéu cau: Mau dugc xem la khdng bi anh huong béi sy pha lodng néu nhu ndng
d6 tim lai cua ting chat phan tich nam trong khoang 85 % - 115 % cua nong do ly
thuyét.
2.2.4.2. Panh gia mat so thong sé dwee dong hoc ciia cao chuin héa diéu ché tir
Diép ha chiu ding

Thiét ké nghién ctru theo mé hinh ngu nhién, don lidu, mot thude trong tinh
trang d6i. C& mau nghién ctru: thyc hién trén 12 con tho.

Tiéu chudn lwa chon thé thi nghiém

- Ngudn gdc rd rang, dang tin cdy, trudng thanh, duc hodc cai (nhung khong
duoc mang thai), can nang 2 = 0,5 kg.

- Khoe manh, khong di tat, khong chan thuong.

- Khong tiéu chay, tiét dich mat miii, khong sut can, an uéng binh thuong.

Ning dong, 16ng muot, mat sang, khong c6 biéu hién bat thuong vé tam
tinh.

Khéng mang mam bénh tiém an, khong méc bénh man tinh, dic biét khong

mang tadc nhan gay bénh cho nguoi.
- Chon tho du diéu kién trén duoc theo ddi trong 3 ngay trudc khi thir nghiém
vé strc khoe, trong luong va than nhiét.
Pugc chin nudi trong diéu kién thich hgp: Chudng trai thoang mat, yén tinh,

dam bao vé sinh, nhiét do, do am, anh sang thich hgp. Dinh dudng dﬁy du, can béng
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hop vé sinh. Viéc cham soc thd thi nghiém dugc thuc hién dung quy trinh va dugc
kiém soat chit ché.

Theo d&i tho: thé méi nhap ghi sé 1én tai tho, cho vao 10ng nudi. Ghi phiéu
theo doi.

Khau phan an: Cho thé an budi sang: thuc hién vao khoang 8 gid - 8 gid 30
phut sau khi v€ sinh, cho thé dn cam dang vién, trung binh khodng 50 g /thé /ngay.
Nudc dun séi (1/2 chai) dé vao vi tri quy dinh. Cho tho an budi chiéu: cho tho an cam
dang vién vao khoang 15 gio - 15 gio 30 phut. Trong khi cho thé an quan sat tinh
trang stc khoe cta tho, bao cao cach ly tho bénh ngay néu c6 gi khac la.

Dit timg mdi con tho vao 10ng riéng biét trude khi udng thudc nghién ctu 1
gio dé 6n dinh.

Céach cho uéng thuéc

Dya vao tai liéu tham khao [58], [63], [75], chon liéu thir nghiém: 2 mg
phyllanthin/kg cén nang.

Tur két qua dinh lwong ham luong phyllanthin trong cao (18,3 pg PLT/ mg
cao), tinh toan liéu dung cho tho udng thude nhu sau: 3000 mg cao pha trong binh
dinh mic 100 mL. Thém 60 mL nuéc, siéu &m 30 phdt, lic 30 phat. Dién day dén
vach, lic déu. Ly tdm trong 10 phat, lay dich trong & trén cho tho udng. Liéu udng
thude 1a 3,64 mL/Kg.

Bang 2.5. Liéu udng thudc cho ting tho

Thé 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Gi6i tinh ¢ @ 2 4 ¢ @ 4 4 ¢ ¢ 4 4

Cannang (kg) 20 21 21 22 22 21 23 20 20 25 23 24

Udng (mL) /3 7 (7 80 80 77 84 73 73 91 84 87

Tho udng thube sau thoi gian nhin déi qua dém it nhat 10 gio. Khong udng
nudc trong khoang 01 gid trude va sau khi uéng thudc. Tho chi duge an sau 4 gio
uéng thudc va tat ca tho duoc an cung loai thirc an.

Thoi diém ldy méu

Thiét ké thoi diém 1dy mau mau, ly trich huyét twong va bao quan. Khao sat
thoi diém ldy mau mau sau khi udng thude thir nghiém trén cac ddi twgng tham gia

nghién ctru phit hop theo yéu cau: 2 mau trudc Cmax, 3-4 mau quanh Cmax, 6-8 mau &
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pha thai trir, diém cudi phai bang it nhat 4 1an thoi gian ban thai. Trong vong 20 phut
sau khi 13y, cac mau mau dugc ly tam & tbc d6 4500 vong/phut trong 5 phut, tach 1dy
huyét twong, bao quan ¢ dudi -20 °C cho dén khi phén tich.

Thoi diém lay mau gom tong cong: 14 mau mau (tong cong 21 mL mau) dugc
ldy tir tinh mach tai tho vao céac thoi diém: 0 (trong vong 30 phut trudc khi udng
thude), 5, 10, 15, 20, 30, 45 phat; 1, 2, 3, 4, 5, 6 va 8 gid sau khi udng thudc.

Hinh 2.1. Cho thé udng thudc Hinh 2.2. Ldy mau tai tho

Mai lan 1ay khoang 1,5 mL cho vao eppendorf 2 mL chtra sin 0,1 mL chat
chéng déng natri citrat. MAu mau tho sau do duoc ly tam 17.000 vong/phut trong 10
phut dé thu duoc huyét twong va bao quan ¢ nhiét do dudi —70 °C cho dén khi phan
tich.

Phén tich mdu

Phén tich cac mau huyét trong tho theo phuong phap LC-MS/MS da tham
dinh dat yéu cau theo huéng din US-FDA, EMA va DDVN V.,

Xuwr Iy va phdn tich dit liéu thwc nghiém

Xéc dinh cac thong s6 duoc dong hoc Cmax, AUCo-t, AUCo-0, Tmax, Ke, T12. Va
phan tich théng ké mé ta (gia tri trung binh cong, gia tri trung binh nhéan, do léch
chuén, hé sd phan tan, gia tri nho nhét, gia tri lon nhét) duogc tinh cho céc thong sO
dugc dong hoc cua thudce nghién ctu. Céc gia tri do Iéch chuén, hé sb phan tan duoc
tinh bang gia tri trung binh cong. DS thi biéu dién néng do thude trong huyét tuong
theo thoi gian cla timg cé thé dugc trinh bay trén thang tuyén tinh va thang logarit
bang phan mém WinNonLin 7.2.
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CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. CHIET XUAT, PHAN LAP, TINH CHE VA XAC PINH CAU TRUC, PO
TINH KHIET CUA CAC CHAT PHAN LAP PUQC

3.1.1. Kiém tra chat lwong dwoc liéu nghién ciéu

Duoc liéu nghién ctru (Hinh 3.1) duoc tién hanh kiém tra chat luong theo

DDVN 1V, két qua cac chi tiéu duoc trinh bay ¢ Bang 3.1.
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Hinh 3.1. Toan cdy, mat 14 trén, mit 14 dudi va qua ctua Diép ha chiu déing

Bang 3.1. Két qua kiém tra chét lugng dugc liéu nghién ctru

Chi tiéu Mikc chat lwong Két qua
Mo ta Theo DBVN IV Pat
Vi phau Theo DDVN IV Pat
Bo6t mau xanh, vi rat déng. Soi kinh hién vi
. thdy: manh biéu bi mang 13 khi, bo soi dai,
Bot , A A L A1s ., X , Dat
manh m6 mém té bao da gidc, thanh mong,
manh mach vach, mach xoén
Eflzrclz}; t;rr:; hoa hoc Diep ha chau dang Dun
< s . (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.) &
Sac ky l6p mong
Do 4m Khong qua 12,0 % Dat (9,7 %)
Tro toan phan Khéng qua 20,0 % Dat (7,2 %)
Ty 1€ vun nat Khéng qué 8,0 % Dat (3,2 %)
Chat chiét duge trong Khong it hon 7,0 % tinh theo dugc li¢u kho Dat (14,3 %)

duoc liéu

kiét
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Chiét tach DNA va giai trinh ty ¢6 két qua duoc thé hién trong Bang 3.2.
Bang 3.2. Két qua search blast NCBI cap moi ITS1 — ITS4

] - Ma so lwu trir trong e Mirc dd
Ki Loai dinh A s X 1in o . Gia tri E- :
STT hiéu danh ngan hang dir liéu %o phi value tu;(mg
gen dong
1 w1 Phyllanthus 1Q230985.1 98 % 0,0 99 %
amarus
o m2  Phyllanthus 1Q230985.1 98 % 0,0 99 %
amarus
3 w3 hllanthus J0230985.1 99 % 0,0 100 %
amarus

Nhdn xét: Két qua DNA da dinh danh céc mau duoc liéu Di¢p ha chau d'fmg
nghién ctru st dung trong dé tai dung Ia Phyllanthus amarus.
3.1.2. Chiét xuit cao toan phan tir dwoc liéu Diép ha chau ding
3.1.2.1. Khao sat dung méi chiét

St dung quy trinh chiét xuét theo So dd 3.1 voi 3 loai dung méi khac nhau
(dicloromethan, ethyl acetat va ethanol 96 %) thu dugc 39 g cao dicloromethan (hiéu
sudt 3,9 %), 31 g cao ethyl acetat (hiéu suat 3,1 %) va 32 g cao ethanol 96 % (hiéu

sudt 3,2 %). Sau d6 tién hanh sic ky cot so sanh kha ning tach cua cac phan doan.

1 kg Bot dworc liéu

Ngam véi 2500 ml dung méi chiét
trong 3 ngay

Loc qua gon

Chiét thém 2 14n (ngadm 1 ngay)

Ba dwoc Dich chiét

C6 quay thu héi dung moéi

Cao toan phan

So @6 3.1. Quy trinh chiét xuat cao toan phan

Két qua khao sat dung méi chiét duoc trinh bay ¢ Bang 3.3 va Hinh 3.2.
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Bang 3.3. Két qua khao sat cac dung moi chiét

Dung moi Khdi lwgng cao Hiéu suit chiét Hinh anh sic ky do
(9) (%) (phun H2S04 10 %)
Dicloromethan (1) 54 54 Kha rd
Cloroform (2) 6,0 6,0 RG
Aceton (3) 4,1 4,1 RO
Ethyl acetat (4) 3,8 3,8 RO
Ethanol 96 % (5) 7,5 7,5 RO
Ethanol 70 % (6) 4,0 4,0 Kh4 rd
T CF <, lcv"ﬁ . = '*; ;;W_z e
— — o ;

b \v.

. - 3 y -
Hinh 3.2. Sic ky d6 SKLM khéo sat dung mdi chiét
v6i hé dung méi n-hexan — ethyl acetat (2 : 1), phun thudc thir H2SO4 10 %

Nhdn xét: Dung moi dicloromethan, ethyl acetat va ethanol 96 % duoc lua
chon 1am dung moéi chiét.
3.1.2.2. Kiém tra bang sic ky 16p méng dé chon dung moi

Tir cao dicloromethan, cao ethyl acetat va cao ethanol 96 %, tién hanh sic ky
cot dé tach ra cac phan doan don gian. So sanh kha ning tach cac phan doan cta cot
sic ky ¢ 3 loai cao nay bang sic ky 16p mong. Két qua khao sat thanh phan cic phan
doan cua cao dicloromethan, cao ethyl acetat, cao ethanol 96 % dugc trinh bay & Bang
3.4.

Bang 3.4. Két qua sac ky cot cua 3 loai cao

Loai cao Luong mau (g)  S6 phéan doan Két qua sic ky
Dicloromethan 6 13 Cac phan doan tach nhau rd rang
Ethyl acetat 6 10 Cac phan doan tach nhau rd rang
Ethanol 96 % 6 7 Céc phan doan tach khong tot, 1an

tap mau vang

Nhdn xét: Chon dung mdi dicloromethan (DCM) 1a dung méi chiét xuat cao

toan phan.
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Quy trinh chiét cao toan phin DCM dugc tién hanh theo So d6 3.2.

Bot dugc liéu 1 kg

+ 4 lit dicloromethan | Ngam lanh 3 ngay. Loc
4 ¥
Ba dudgc liéu

+ 3 lit dicloromethan | Ngam lanh 1 ngay. Loc
|

/ R
Ba& dugc lidu

+ 3 lit dicloromethan l Ngam lanh 1 ngay. Loc

v v RY
10 lit dich chiét diloromethan ’ Ba dudgc liéu

Co thu hoi dicloromethan

60 g cao DCM

So dd 3.2. Quy trinh chiét cao toan phin DCM
3.1.3. Phén lip cao toan phan bang sic ky cot
Tir két qua sic ky cot cao DCM va két qua SKLM, phan tach dugc 13 phan
doan nho (I — XII1), két qua trinh bay ¢ So db 3.3, Bang 3.5 va Hinh 3.3. Chon 5
phan doan IV, VIL X, XII, XIII dé tiép tuc nghién ciru.
Bang 3.5. Két qua phan 1ap sic ky cot cao DCM

Phin doan Tilé Lo peni Khéi lwong can
(mg)

I n-hexan 1—26 975 mg
I n-hexan 27 — 58 520 mg
Il n-hexan — ethyl acetat (95 : 5) 59 — 100 2015 mg
v n-hexan — ethyl acetat (90 : 10) 101 — 111 150 mg
\ n-hexan — ethyl acetat (90 : 10) 112 — 135 210 mg
VI n-hexan — ethyl acetat (90 : 10) 136 — 141 190 mg
Vil n-hexan — ethyl acetat (85 : 15) 142 = 163 1010 mg
VIl n-hexan — ethyl acetat (85 : 15) 164 — 167 890 mg
IX n-hexan — ethyl acetat (85 : 15) 168 — 198 200 mg
X n-hexan — ethyl acetat (85 : 15) 199 — 226 1120 mg
XI n-hexan — ethyl acetat (85 : 15) 227 — 239 180 mg
X1 n-hexan — ethyl acetat (80 : 20) 240 — 260 400 mg

X111 n-hexan — ethyl acetat (80 : 20) 261 — 301 4010 mg
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(@)

(b)

Hinh 3.3. Séic ky d6 SKLM cac phan doan ciia cao DCM véi hé dung méi n-hexan —
ethyl acetat (2 : 1): (a) Soi UV 254 nm, (b) Phun thudc thir H2SO4 10 %.

Cao DCM (60 g)

SKCCD (600 g Si-gel) | (n-hexan — EtOAc)
i g i i PDV VI,
‘1' A4
Khéng khao sét Mot vét i Mot vét I MGt vét Khéng khao sat
chinh va hai Ha'.VEt chinh mau Halrvet chinh mau
2 chinh 2 chinh
vét phu do6 nau xanh

So d0 3.3. So d6 phan lap cao DCM bang sic ky cot
3.1.4. Phan I1ap hop chat tir cao phan doan
3.1.4.1. Phén lap hop chit tir cao phan doan IV bang sic ky cot
Bang 3.6. Két qua chay sic ky cot phan doan 1V

Phin doan Tile Lo Khoi lrgng cin
V-1 n-hexan 1—10 70 mg
V-2 n-hexan — ethyl acetat (98 : 2) 11 -+ 20 10 mg
V-3 n-hexan — ethyl acetat (96 : 4) 21 = 32 10 mg

V-4 n-hexan — ethyl acetat (94 : 6) 33 — 50 20 mg
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Nhdn xét: Két qua phan doan IV-3 cho 1 vét trén ban mong silica gel 60 Fasa,
tat quang & 254 nm, hién mau nau den voi thude thir dung dich acid sulfuric 10 %, co
dung méi thu duge 10 mg cin PA;. PA; duoc kiém tra d6 tinh khiét bang SKLM va
HPLC.
3.1.4.2. Phan l1ap hop chit tir cao phan doan VII bing sic ky diéu ché

Tham do diéu kién sdc ky diéu ché trén HPLC cho phan doan VII (1010 mg)
ctia sic ky cot cao DCM.

mAU

PDAMulti 1
2500

2000
1500+
1000+

500 /\
o 1 i

1 T
T T T T T T L | P
5 10 15 20 25 30 35 40

min

Soi UV 254 nm  Phun H;SO4 10 %
Hinh 3.4. Sic ky d6 HPLC phan doan VII Hinh 3.5. SKLM phan doan V11, PA, va PA;

Nhdén xét: Dya vao sic ky 6 HPLC ciia phan doan VIL, thoi gian luu cia 2
pic tir 30 = 35 phut. Do d6 can tham do lai diéu kién trén sic ky diéu ché véi 2 loai
cot pha thuan va pha déo.

Tham do diéu kién trén sic ky diéu ché

Khao sat tbe do va ti 16 pha dong trén 2 loai cdt pha dao va pha thuan theo
Bang 2.4 ¢ muc 2.2.1.4, két qua duoc trinh bay tom tit & Bang 3.7.

Bang 3.7. Khéo sat diéu kién SKPC phan doan VII

bieu Cot Toécddodong Tiléphadong Thai gian Nhan xét
kién (mL/phat) (phat)
VII-1 A-B (40:60) > 90 Céc pic khbng tach nhau
VIil-2 1 10 A-B (50:50) 80 Tach khéng hoan toan
VIl -3 A-B (60:40) 70 Céc pic khéng tach nhau
VIl -4 C-D (30:70) 60 Céc pic khbng tach nhau
VII-5 2 5 C-D (33:67) 22 Tach khéng hoan toan
VIl -6 C-D (36:64) 20 Céc pic khéng tach nhau
VII-7 C-D (20:80) 20 Céc pic khbng tach nhau
VII-8 2 10 C-D (30:70) 18 Céc pic khbng tach nhau

VII-9 C — D (40 :60) 15 Céc pic khbng tach nhau
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Tién hanh sic ky v6i chuong trinh dung méi VII-5, cc cau tir dugc hing theo
thoi gian rira giai cta ting chat (pic 1 himg tir phat 18,5 = 19,2 va pic 2 himg tir phut
19,7 — 20,5). Pic 1 va pic 2: c¢6 thu hdi n-hexan va ethyl acetat dén cdn, hoa cin trong
methanol, dé bay hoi tw nhién hét methanol thu dwgc 1 tia hinh kim 190 mg PA; va
can vo dinh hinh 250 mg PAs. PA; va PAz déu cho 1 vét trén ban mong silica gel 60
Fass, tit quang & 254 nm, hién mau xam va xanh 14 ciy voi thube thir H2SO4 10 %.
PA2 va PA; dugc kiém tra do tinh khiét bang SKLM va HPLC.
3.1.4.3. Phan 1ap hop chit tir cao phan doan XII bang sic ky diéu ché

Thém do diéu kién sdc ky diéu ché: Phan doan XII (400 mg) duoc xtr 1y va
tham do diéu kién nhu phan doan VII (muc 3.1.4.2).

mAU

100+

1504

l

H ACN- acid acetic 0,1% (40 : 60)

PDA Multi 1

PA,
ACN - acid acetic 0,1% (50 :40)

DetAChf

. } “ E
“‘W"T““LJ,),‘TJL | _ wx/\k

T
5 10 15

vvvvvv

T T L o T T —r ——
30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
min

Hinh 3.6. Séc ky do phan doan XII Hinh 3.7. Séc ky d6 HPLC phan doan XII
bang HPLC bang SKBC (bK XII-6)

Tién hanh séic ky diéu ché
Khéo sat tde do va ti 18 pha dong cua diéu kién séc ky diéu ché ban dau trén
cot pha déo theo Bang 2.4 & muyc 2.2.1.4, két qua duogc trinh bay tom tit & Bang 3.8.
Bang 3.8. Khao sat diéu kién SKDC phan doan XII

Téc d6 don Ti 1€ Thoi gian
Chwong trinh (mL ohi t)g pha dong phén tich Nhan xét
b A-B (phit)

Xll-1 40 : 60 > 90 Céc pic tach nhau, bét déi
X11-2 5 50 : 50 >90 r6. Thoi gian chay cho mét
XII-3 60 : 40 > 90 lan tiém > 90 phut
XI1-4 40 : 60 60 Céc pic tach nhau
XI11-5 10 50 :50 40 Céc pic tach nhau
XI11-6 60 : 40 30 Céc pic tach nhau
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n-hexas - E£t0Ac (2:3)

D ——
0 1B 111 LT

Soi UV 254 nm Phun H,SO4 10 %
Hinh 3.8. SKLM phan doan XII, PAs va PAs

Tién hanh sic ky voi chuong trinh dung méi X11-6, céc cdu tir duoc himg theo
thoi gian rira giai cta ting chat (pic 1 hing tir phut 22,5 — 24,5 va pic 2 hing tir phut
26,2 — 27,5). Pic 1 va pic 2: ¢6 thu hdi mdt phan acetonitril va nuéc, sau d6 dé bay
hoi tu nhién thu duoc 2 loai tiia hinh kim, loc, rira tia béng nudc, thu duge 60 mg
tinh thé PAs va 80 mg tinh thé PAs. PAs va PAs déu cho 1 vét trén ban silica gel 60
Fass, tit quang & 254 nm, hién mau xam xanh va xanh véi thude thir dung dich acid
sulfuric 10 %. PAs va PAs dugc kiém tra d6 tinh khiét bing SKLM va HPLC.
3.1.4.4. Phan lap hop chét tir cao phin doan X va phan doan XIII bing thay doi

dung moi

Cao DCM (60 g)

SKCCD (600 g Sitgel) (n-hexan — EtOAC)

v v
PD X (1,25 lit) PD XIII (2,05 lit)

Co ap suat giam dén can

A 4 A

Taa (1120 mg) Tua (4010 me)
l Rira tia bang n-hexan lanh
Tua tring nga PA4 (576 mg) Tua tring nga PA7 (2370 mg)

Két tinh trong EtOH tuyét dbi 1am lanh 24h 62 - 5°C

Tua tring nga PA4 (400 mg) Tia tring nga PA7 (1650 mg)

Xéc dinh d6 tinh khiét

v
PA. (400 mg) PA; (1650 mg)

So @6 3.4. Phan lap va tinh ché cac chat PA4 va PA;
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Phéan doan X va phan doan XIII khi ¢6 quay cho két tia. Tién hanh tinh ché
tia theo So do 3.4. thu duoc 2 loai tia tinh thé mau tring PA4 va PA;. Tinh thé PA4
va PA7 cho 1 vét trén ban mong silica gel 60 Fass, tit quang & 254 nm, hién mau do
nau va xanh véi thude thir H2SO4 10 %. PA4 va PA;7 duoc kiém tra d6 tinh khiét bang
SKLM va HPLC. Riéng PA; duoc cham d6i chiéu v6i PAs (muc 3.1.4.3) trén 3 hé
dung méi c6 d6 phan cuc khac nhau, két qua cho cac vét cling mau sic va gid tri Ry,
vay PAs va PA7 1a cung mdt chat (PAs = PA7 sau ndy goi chung 13 PAs).

Két luan: Tir 60 g cao DCM, qua séc ky cot thu duoc 13 phan doan, tién hanh
tinh ché 5 phan doan thu dugc 6 chat: PA1, PA2, PA3, PA4, PAs va PAs. Két qua

duoc biéu dién & So d6 3.5.

Cao DCM (60 g)

SKCCD (600 g Si-gel) | (n-hexan — EtOAc)

PD I \ PD IV ’ ’ PD VII l ’ PD X ‘ ’ PD XII ’ ’ PD XIII
SKCCh Loai mau Két tinh trong Loai mau Két tinh trong i
| i(n—hexan — EtOAc) | Si-gel n-hexan - EtOAc | Si-gel | n-hexan - EtOAc
v H
. Chéat PA; : Tinh thé : Tinh thé ch Ep
7 ; 2 : wa khao sat
Chuwa khao sat (10mg) Dich PP VII tFanginga Dich PD XII tréng nga
SKBC (pha thuan) | Két tinh trong ‘SKDC (pha ddo) | Kéttinh trong
(n-hexan — EtOAC) | EtOH tuyét dGi l(ACN —H,0) EtOH tuyét dai

Tinh thé

: A- Tinh thé : 2

PA, . 'I;mh thé tréng PAs 1'Jnh thé

(19ng) va trang PA, (60ma) va trang PAg

chat PA; (400mg) PA, (80mg) (1650mg)
(250mg)

So @6 3.5. So d6 phan Iap va tinh ché cac phan doan ciia cao DCM
3.1.5. Kiém tra do tinh khiét ctia chit phan lap duoc

3.1.5.1. Phwong phap sic ky 16p méng
Tién hanh SKLM 6 chét phan lap duoc (PA1, PAz, PAs, PA4, PAs va PAg) véi

cac hé dung moi khac nhau, phat hién bang UV 254 nm, thudc thtr dung dich acid

sulfuric 10 %. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.9. va Phu luc 1 trang PL-2.

Bang 3.9. Két qua kiém tra d6 tinh khiét chat phan 1ap bang SKLM

H¢ dung méi Rr ctia Rr ctia Rr cia Rr cia Rt clia Rt ctia
PA1 PA: PA3 PA4 PAs PAs
S1 EA - MeOH (95:5) - - - 0,76 - 0,79
S2 EA (100) 0,87 0,86 0,85 - 0,81 -
S3 Toluen-EA (2:1) 0,79 0,68 0,66 0,60 0,56 0,48
S4 n-hexan —EA (2: 8) 0,29 0,27 0,23 0,14 0,18 0,10
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3.1.5.2. Phwong phap HPLC
Tién hanh HPLC-PDA lan luot 6 chat phan lap duoc (PA1, PAz, PAs, PAs,
PAs va PAg) theo diéu kién sic ky duoc xac dinh nhu sau: Cot sic ky: Phenomenex
C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 um). Pha dong: Acetonitril — nu6c (45 : 55). Nhiét
d6 budng cot sic ky: 30 °C. Day budc séng phat hién: 190-400 nm. Thé tich tiém:
10 pL. Téc d6 dong: 1 mL/phit. Két qua duoc trinh bay trong Bang 3.10.
Bang 3.10. Két qua kiém tra d6 tinh khiét chat phan 1ap bang HPLC

Chat Thoi gian luu (phiit) % dién tich pic (%)
PA; 19,135 89,24
PA; 19,353 99,22
PA; 20,313 97,76
PA 16,255 98,01
PAs 11,871 97,07
PAs 13,835 99,75

3.1.5.3. Phwong phap quét nhiét vi sai (DSC)

Lugng mau PA; tach duoc khong nhiéu (10 mg), do d6 khong tién hanh xéac
dinh c4u tric va cac thir nghiém khac. Tién hanh phan tich 5 chat phan lap duoc PA,,
PAs, PA4, PAs va PAs trén may DSC véi cac diéu kién xac dinh, ghi nhan duoc phd
DSC cua cac chat. Két qua trinh bay ¢ Bang 3.11.

Bang 3.11. Két qua kiém tra d6 tinh khiét cac chit phan 1ap bang DSC

Ch?it’ PA, PA; PA, PAs PAs
Do tinh khiét (%) 99,01 97,01 97,12 - 08,72

3.1.6. Xac dinh céu tric ciia chit phén lap dwoc
Hop chit PA, (Niranthin)

Phé UV: hmax (nm, MeOH): 201, 279 nm. Phé IR: v (KBr, cm™): 2868, 1632,
1508, 1452, 1264, 1234, 1132, 1092, 1041, 809, 766, 660. Phé khoi: ESI-MS (m/z):
455,2015 [M+Na]* va 471,1728 [M+K]", twong tng v&i cong thirc phan tir C24Hz207.
Phé NMR: Két qua dugc trinh bay ¢ Bang 3.12. So sanh dif liéu pho ctia PA2 theo cac
tai liéu cong bd [67] cho thay hep chat PA; phu hop véi chat niranthin.
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Bang 3.12. So sanh céc dif liéu pho NMR cuia chat PA va niranthin

Chit PA; Niranthin”
c (CDCls, 125/500 MHz) (CDCls, 75/300 MH2)
oc oc
CHn ppm n ppm, m (J, Hz) HMBC Cosy ppm én ppm, m (J, Hz)

1 C 1332 - - T 1357 -

2 CH 1032 6.30 s 3467 CTT103.2 6.16's

3 C 1433 - - . 1486 -

4 ¢ 1357 - : CTTT1336 -

5 C 147,2 - - - 143,4 -

6 CH 1082 6.26 5 5457 CTT108.0 6,125

7 CH, 349 2.58'm 2, 6'8?' % 3 355 2.44-2.53 m

8 CH 408 2.03m L, g: 99’,7” 7.9.8 409 1,89-193 m

7.9

9 CH, 727 331 m oGy ® 72.6 320m

I ¢ 1336 - : ST 1332 -

2 CH 1123 6,62 d (1,5) 3 ‘; . . 1121 6,525

3 ¢ 1488 - - CTTIAT -

4 c 1486 - : ST a8 7 -

5 cH 1111 6,76 d (8.0) Uy e 11009 6.72 d (8.0)

6 CH 1211 665dd(80;15)  2.4.7 5 1211 6.65 d (8.3)

7 CH, 355 2.65m 8’82, ’9? © g 350 2.44-253m

g CH 409 2.03m 7’7,9’91,” 8’97,” 408 1,89-193 m

9 CH, 725 331 m 87,9 g 725 334m

2 b H _OCH3 1 1

0-CHrO  CH, 1011 5025 3.4 T 5804
50CHs CHs 565 3.84's 5 . 565 371s
9-0CHs CHs 587 330’ 9 . 590 324’
3-OCHs CHs 559 3855 3 . 559 366
4°0CHs CHs 557 3.82's 4 . 558 372's
9-OCHs CHs 587 330’ o 589 324’

Pho 3C-NMR ciia hop chat PA2 c6 24 tin hiéu. Két hop véi dit liéu cua phod
HSQC xac dinh duoc bao gff)m: 7 carbon bac IV déu thudc vong thom trong d6 c6 5
tin hiéu thudc ving trudng thap hon (135-148 ppm) do carbon lién két vai oxy; 7 tin
hiéu carbon bac III trong d6 5 tin hiéu thudc vong thom (103-121 ppm); 5 nhém
methylen trong d6 1 nhom methylendioxy tai 101,1 ppm, 2 nhém methylenoxy tai
72,7 va 72,5 ppm; 5 nhém methoxy (55,7-58,7 ppm). Pho 'H-NMR ciia PA2 ¢6 tong
cong 32 proton, trong d6 5 tin hi¢u -CH thudc vong thom (6,26-6,76 ppm); 2 nhom
—CH no tai 2,03 ppm; 1 nhom methylendioxy tai 5,92 ppm; 2 nhom methylenoxy tai
3,31 ppm; 2 nhém methylen tai 2,58 va 2,65 ppm; 5 nhém methoxy (3,30-3,85 ppm)
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déu c6 phan dinh dang singlet. Cac dir liéu phd hoc dinh hudng PA» 1a mét lignan
(Ce-C3-C3-Cs) thudc kiéu dibenzylbutan. Trén phd HMBC, proton methylendioxy
(5,92 ppm; s) cho thdy cac twong tac v6i cac carbon tai 135,7 va 143,3 ppm chimg t6
tai vong thom thr nhat c6 nhom —CH: cung lién két véi oxy tai C-3 va C-4 tao di
vong 5 canh, dong thoi proton tai 3,84 ppm tuong tac véi carbon 147,2 nén tai C-5
gian v6i nhém methoxy. Tai don vi vong thom thir 2 ¢6 3 proton v6i dang phéan dinh
dic trung cho cdu tao ABX voéi cac hing s6 ghép J = 8,0 va 1,5 Hz, ngoai ra céc
proton 3,82 va 3,85 ppm lan luot tuong tac vdi cac carbon tai 148,8 va 148,6 ppm
ching to tai C-3” va C-4’ cling mang cac nhoém methoxy. 2 nhom methoxy con lai tai
3,30 ppm gin tai C-9 va C-9’ do cac proton ndy twong tac véi cac carbon tai 72,7 va
72,5 ppm. Dya vao sy bién giai cAu truc tir céc dit liéu phé) hoc va so sanh véi gia tri
trong tai liéu tham khao [67] d3 khiang dinh duoc cdu trac hoa hoc cua PA; Ia

niranthin.

Hinh 3.9. C4u trtc hoa hoc cua niranthin

Hop chat PA; (Nirtetralin)

Phé UV: hmax (nm, MeOH): 203, 281 nm. Phé IR: v (KBr, cm™): 2897, 1608,
1518, 1461, 1252, 1234, 1136, 1121, 1099, 1018, 809, 771, 665. Phé khoi: ESI-MS
(m/z): 453,1810 [M+Na]*, twong tng v&i cong thic phan tir C24aH3007. Phé NMR:
Két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.13. So sanh di liéu phd ctia PAstheo céc tai lidu

cong bo [92] cho thay hep chat PA; phut hop véi chat nirtetralin.
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Bang 3.13. So sanh céc dir liéu phd NMR cua chit PAs va nirtetralin

Chit PA: Nirtetralin 92
c (CDCls, 125/500 MHz) (CDCls, 75/300 MHz2)
dc oH ppm, m (J, oc
CHn oo by HMBC ~ COSY 2 &uppm.m (), Ho)
1 C 132,0 - - - 132,5 -
2 CH 102,9 6,41s 3,4,6,7 - 103,2 6,39 s
3 C 147.,4 - - - 147,9 -
4 C 135,6 - - - 135,9 -
5 C 141,9 - - - 142,4 -
6 C 124.8 - - - 125,2 -
2,71dd
(10,5; 4,5) : ]
7 CH, 33,3 257 dd 2,6,8,8,9 8 33,7 2,50-2,70 m
(15.0; 11,0)
8 CH 37,0 1,82 m 7,9,8 37,6 1,90 m
7.8, 9- )
9 CH, 76,1 3,25m OCHs 8 76,6 3,20-3,30 m
1’ C 139,7 - - - 140,3 -
2’ CH 112,0 6,70 s 3,4,6°,7 - 112,9 6,68 d (1,5)
3’ C 148,5 - - - 149,2 -
4 C 146,9 - - - 1475 -
5° CH 1108  6,71d(85) 13 4 6 117 6,70 d (8,0)
: 6,55 dd s 4 s : .
6 CH 119,9 (8.0; 1.5) 22, 4,7 5 120,4 6,55 dd (8,0; 1,5)
b 19 65 85 1’5 b
7 CH 414 43060 5 g g 8 41,7 4,29 (6,0)
g CH 453 2,01 m 6,8, 99’,1 7 8’97, LY 181 m
b 89 7’9 9, b
9 CH, 73,6 3,38 m -OCHs 8 74,3 3,20-3,30 m
O-CH»O CH, 1006  587d(6,0) 3.4 . 100,9 5,80 d (3.0)
5-OCH; CHs 59,1 3,49s 5 - 59,4 3,46s
9-OCH; CHs 58,9 3,295 9 - 59,1 3,27s
3’-OCH; CHs 55,9 3,825 3’ - 56,4 3,80s
4’-OCHjs CHs 55,8 3,825 4 - 56,4 3,80s
9’-OCH; CHs; 58,9 3,345 9 - 59,1 3,325

Pho 8C-NMR cua PA3 ¢6 24 tin hiéu. Két hop véi phd HSQC cho thiy 8
carbon bac IV déu thudc vong thom, trong d6 5 carbon lién két véi oxy do thudce ving
truong thap (135-148 ppm); 7 carbon bac III trong d6 4 tin hiéu thudc vong thom
(102-119 ppm); 4 carbon CH> trong d6 1 nhém methylendioxy tai 100,6 ppm va 2
nhom methylenoxy tai 73,6 va 73,1 ppm; 5 nhém methoxy (55-59 ppm). Pho *H-
NMR c¢6 30 proton, bao gdm 4 nhém -CH thudc vong thom (6,55-6,71 ppm); 1 nhém
methylendioxy tai 5,87 ppm; 2 nhom methylenoxy tai 3,25 va 3,38 ppm; 5 nhém
methoxy (3,29-3,82 ppm) déu c6 phan dinh singlet. Cac dic diém pho NMR cua PA;

gan twong dong voi PA, déu 1a cac din xuat lignan véi mot vong thom mang 1 cau
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nbi methylendioxy tao di vong 5 canh tai C-3 va C-4 cung 1 nhém methoxy tai C-5;
vong thom con lai gan 2 nhém methoxy tai C-3’ va C-4’. Su khac biét giita PAs v6i
PA2 nam & proton tai 4,3 ppm (H-7) twong tac véi cac carbon tai 132,0 ppm (C-1),
141,9 ppm (C-5) va 124,8 ppm (C-6) ching t6 gitta C-7’ va C-6 hinh thanh cau ndi
tao khung cau trac kiéu aryltetralin. Dya vao su bién giai cAu trac tr cac dit liéu phé
hoc va so sanh véi gia tri trong tai liéu tham khao [92] dd khang dinh duoc cdu tric

hda hoc ciia PAs la nirtetralin.

OCHs

Hinh 3.10. CAu trac hoa hoc cua nirtetralin

Hop chit PA4 (Hypophyllanthin)

Mbé ta: tinh thé hinh kim, khong mau, dé tan trong ethyl acetat, cloroform,
ethanol tuyét d6i, kho tan trong nudc. Phé UV: hmax (N, MeOH): 202, 259, 279 nm.
Phé IR: v (KBr, cm™): 2982, 2902, 2835, 2803 (C-H); 1202, 1185, 1151, 1127, 1102,
1089 (C-O-C); 862, 823, 808, 796, 755 (vong thom). Phé khoi: ESI-MS (m/z):
453,1884 [M+Na]*, twong tmg vé6i cong thire phan tir C24H3007. Phé NMR: Két qua
dugc trinh bay ¢ Bang 3.14. So sanh dit liéu pho ciia PA4theo cac tai liéu cong bd
[67] cho thdy hop chat PA4 phu hop véi chat hypophyllanthin.

C4c dir liéu pho NMR ciia PA4 gan nhu tring khép véi PAs, déu 1a mot dan
xuat aryltetralin. Su khac biét do do doi hoa hoc tai cac vi tri C-3, C-4 va C-5 cua don
vi vong thom thir nhat. Phan tich cac dir liéu pho 2D-NMR cho thdy, proton
methylendioxy (5,73 va 5,65 ppm) tuong tac v&i cac carbon tai 133,3 va 147,1 dong
thoi proton H-7 (4,09 ppm) cling twong tac vdi carbon tai 147,1 ppm ching té di
vong 5 canh dugc hinh thanh gitta C-4 va C-5, con nhém methoxy g.’fln tai C-3. Nhu
vay, dua vao su bién giai cdu trac tir cac dit liéu pho hoc va so sanh vai gid tri trong

tai lieu tham khao [67] di khang dinh dugc cdu trac héa hoc cua PA4 A
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Bang 3.14. Dit liéu pho NMR cua chat PA4 va hypophyllanthin

Chat PA, Hypophyllanthin ©!
(CDCls, 125/500 MH?) (CDCls, 75/300 MHz)
© CH 8 5 3, H HMBC  cosy 9  dwppm.m(J,
» ppm _ oHPPM.MU. H2) ppm Hz)
1 C 1318 ; ; ~ 1318 §
> CH 106,6 6.33s 3,4.6,7 ST 1064 6.34s
3 C 121 i i S a0 i
4 c 1333 - - ST 1333 ;
5 c T : : ST a7 :
6 C 1151 : : 1% :
580 dd
(15,5; 4,5) :
7 CH, 333 s 1,2,6,8,9,8 8 334  276-28m
(15.5; 11,0)
1,98 ddt o
8 CH 367  0ecas) 1,9,7,9 7.9 367 1,96 m
3.42 dd s o
9 CH: 755 (9.5: 4,0) oS, 8 755  320-346m
3,
338m
5 ¢ 1381 i i T3R80 i
X CH 1119 6.67d (2.0) 46T 106 6,684 (3.0)
3 C 1486 i i VY i
¥ c 147 i i S a7 i
5 CH 1108 6.74d (8.0) PERYS & 1205  676d(8,0)
: 6.64 dd o ) ,
6 CH 1204 00 20) 2, 4,7 5 1117 6,65dd(80;3,0)
7 CH 419 4,00d (8,0) 582.6.9 8 420  411d(75)
) 1,90 ddt S
8 CH 454 058040  6TO1N9  T.0 455 1,92m
3,35m 8,7,8,9-
9 CH, 719 3,24 dd L & 7.7 3,20-346m
(9,5; 3,5) 3
3.0CH; CH: 564 387 3 - 388's
573d (L5 574d (12
O-CH-O CH, 1011 e 51,5; 4,5 S G 21,23
9-OCH; CHs 58,9 3315 9 Y 334
3-0CH, CH; 559 3.80's 3 T 382's
#-0CH; CHs 558 3.84's & Y 3.86's
9-0CH; CH; _ 58,9 3.33s o T 50,0 333

OCH3

Hinh 3.11. Cau trac hoa hoc ciia hypophyllanthin
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Hop chit PAs (Phyltetralin)

Phé UV: Amax (nm, MeOH): 201, 281 nm. Phé IR: v (KBr, cm'): 2897, 1608,
1518, 1461, 1252, 1234, 1136, 1121, 1099, 1018, 809, 771, 665. Pho khoi: ESI-MS
(m/z): 439,2103 [M+Na]* va 455,1833 [M+K]*, twong tng v&i cong thirc phén ti
C24H3206. Phé NMR: Két qua duogc trinh bay ¢ Bang 3.15. So sanh dir liéu phd cua
PAs theo cac tai liu cong bd [26] cho thiy hgp chat PAs phit hgp véi chét
phyltetralin.

Pho 3C-NMR ctia PAs ¢ 24 tin hiéu, két hop phé HSQC cho thay 7 tin hiéu
carbon bac IV déu thudc vong thom vai 4 carbon lién két voi oxy thude ving truong
thip (147-148 ppm); 8 carbon bac III trong d6 c6 5 tin hiéu thudc vong thom (110-
121 ppm); 3 carbon —CH> trong d6 2 nhém methylenoxy tai 71,3 va 75,5 ppm; 6
nhoém methoxy (55,8-58,9 ppm). Phd *H-NMR c6 32 proton, trong d6 ¢6 5 nhom
—CH thudc vong thom (6,23-6,84 ppm); 2 nhom methylenoxy (3,09-3,46 ppm); 6
nhoém methoxy (3,27-3,88 ppm) déu c6 phan dinh dang singlet. Dit liéu NMR cho
thiy PAs ciing 1a mot dan xuat lignan kiéu aryltetralin tuong tir PAs va PA4. Su khac
biét trong cAu trac cua PAs ¢ dic diém vong thom thur nhét voi su Va“ing mat ciia nhom
methylendioxy tao di vong 5 canh, thay vao d6 2 nhoém methoxy tai 3,58 va 3,84 ppm
cho twong tac HMBC lan luot voi carbon tai 147,0 va 147,1 ppm ching t6 ¢6 2 nhom
methoxy gin voi vong thom tai C-3 va C-4. Dua vao su bién giai cdu trac tir cac dit
liéu pho hoc va so sanh v6i gia tri trong tai liéu tham khao [26] d4 khang dinh dugc
cau triic hoa hoc ciia PAs |a phyltetralin.

HsCO ) wCrocH,
BOSE

5

=

OCH,

OCH;

Hinh 3.12. Cau trac hoa hoc cua phyltetralin
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Bang 3.15. So sanh céc dir liéu phd NMR cua chit PAs va phyltetralin

Chit PAs Phyltetralin 2]
c (CDCls, 125/500 MHz) (CDCls, 125/500 MHz)
CHn p?;n on ppm, m (J, Hz) HMBC Cosy p?); &n ppm, m (J, Hz)
1 C 1321 - - T 1320 i
> CH 1111 6,615 3,467 CT110 6,59 m
3 C 1471 - - CTT147,0 i
4 c 147, : - S 46,8 i
5 CH 11238 6,235 13,47 PN 6,20's
6 C 1289 - - CTTI8,7 i
7 CH, 363 2.84d (7.0) 26,98 8 364 282 m
8 CH 331 217m 1.97.8,9  7,9.8 331 >14m
9  CH, 753 3,46 m _OCH7;’97,’ ;o B 753 3.42m
% C 1380 ; - ST 1380 i
> CH 1123 662d(L0) 3867 Ty 6,59 m
3 C 1489 - - VY. i
4 c 1474 : - ST 474 i
5 CH 1109 6804 (8,0) S ¢ 1108  677d(80)
) 6,70 dd S ) ,
6 CH 1218 ©0: 15) 2, 4,7 s 1218 6,65dd (8,0;2.0)
7 CH 472  399d(105 5’8§’ g . g 472  394d(100)
g CH 449 181m 79,79 8.7.9 448 177 m
o cn 713 S 87,9 , 3,05 dd (9.6; 3.2)
2 1L (9,5:3.0) -OCHs ¥ 713 333m
3,37 m
3:0CH; CHs 558 3845 3 X 3.80s
40CH; CHs 558 3,58s 4 S es7 3,55
9-0CH; CHs 589 3,36 9 S sg,9 3335
3-0CH; CH: 558 380 3 X 3,775
4-0CH; CH; 558 3,88 & S es7 3,85
9°OCH; CH; 58,9 3,275 9 .89 3,255

Hop chit PAs= PA; (Phyllanthin)

M¢ ta: tinh thé hinh kim, mau tring, dé tan trong ethyl acetat, cloroform,
ethanol tuyét ddi, kho tan trong nudc. Pho UV: hmax (nm, MeOH): 220, 230, 280 nm.
Phé IR: v (KBr, cm®): 1606, 1589, 1518 (vong thom), 2839, 2869, 2917, 2974, 2999
(C — H). Phé khoi: ESI-MS (m/z): 419,2428 [M+H]*, tuong tng v&i cong thirc phan
ttr C24H3406. Phé NMR: Két qua duoc trinh bay & Bang 3.16. So sanh dif liéu pho cia
PAs theo cac tai lidu cong bd [26] cho thdy hop chiat PAs phit hop véi chat
phyllanthin.

Pho 3C-NMR ciia PAg ¢ 12 tin hiéu, dya trén dit liéu phd MS cho thay cu
tric cia PAs c6 dang d6i xtng toan phan tir. Két hop véi phdo HSQC cho thay 3 tin

hiéu carbon bac IV thudc vong thom vdi 2 carbon ndi véi oxy tai 147,2 va 148,8 ppm;
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4 tin hi€u —CH véi 3 carbon thudc vong thom (111-121 ppm); 2 tin hi¢u —CH> véi 1

nhoém methylenoxy tai 72,7 ppm; 3 nhém methoxy (55-58 ppm). Ph6 'H-NMR c6 su

hién dién cua 3 nhom —CH cua vong thom véi cau tric ABX dya trén céc gia tri hang

s6 ghép J = 8,0 va 2,0 Hz. Phé HMBC cho thiy cac nhém methoxy tai 3,81; 3,85 va

3,29 ppm lan luot tuong tac voi cac carbon 148,8; 147,2 va 72,7 x&c dinh dugc su

hién dién cua cac nhém methoxy tai cac vi tri C-3, C-4 va C-9. Nhu vay, PAs cling la

mot dan chét lignan c6 khung dibenzylbutan c6 cu tric dbi xtimg. Dwa vao sy bién

giai cu trac tir cac dit liéu phd hoc va so sanh voi gia trj trong tai liéu tham khao [26]

d3 khing dinh dugc cdu trac hoa hoc cta PAs 1a phyllanthin.

Bang 3.16. Dit liéu pho NMR cua chat PAg va phyllanthin

Chat PAg Phyllanthin 2!
c (CDCls, 125/500 MHz) (CDCls, 75/300 MHz)
dc oc
CHn ppm &1 ppm, m (J, H2) HMBC COosy ppm &1 ppm, m (J, Hz)
/1 C 1337 - - - 133,6 -
2/2’ CH 1123 6,62 d (2,0) 3,4,6,7 - 112,2 6,60 d (1,8)
3/3° C 1488 - - - 148,7 -
4/4° C 1472 - - - 147,1 -
5/5° CH 1111 6,75 d (8,0) 1,3,4 6 111,0 6,74 d (7,8)
, 6,64 dd ,
6/6 CH 1211 (8.0: 2.0) 2,4,7 5 121,0  6,63dd(7,8;1,8)
2,68 dd
, (13,5; 6,5) 1,2,6,8,
77 CH, 350 263 dd g 8 34,9 2,63 m
(13,5, 8,0)
8/8’ CH 408 2,04m 1,7,8,9 7,9 40,7 2,03m
3,33 dd 789
9/9° CH, 727 (9,5;5,5) A 8 72,6 3,23m
-OCHs
3,28 m
33 CH, 558 3815 3 . 558 379
OCH3 3 1 1 1 1
4/4-
ocH, CHs 559 3,855 4 - 55,8 3,835
9/9°-
ocH, CHs 587 3,29s 9 - 58,7 3,325

Hinh 3.13. Cong thirc hoa hoc cua phyllanthin
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3.2. XAC PINH CHAT LUQNG VA THIET LAP CHAT POI CHIEU

Céc hop chat dugc chon du khdi luong va do tinh khiét 16n hon 95 % dé thiét
1ap chit ddi chiéu gém: phyllanthin (PLT - 1500 mg); hypophyllanthin (HPL - 300
mg) va niranthin (NRT - 180 mg), nirtetralin (NTT - 50 mg). Do hop chét phyllanthin
da duoc thiét 1ap chat dbi chiéu [3] nén trong luan an nay chi thiét 1ap chat d6i chiéu
d6i voi hypophyllanthin (HPL - 300 mg) va niranthin (NRT - 180 mg). Bdi véi
nirtetralin (NTT - 50 mg) duoc xac dinh d6 tinh khiét dé tng dung dinh lugng cac
lignan trong Diép ha chau dang.
3.2.1. Xac dinh chat lwong va thiét 1ap chat doi chiéu hypophyllanthin

Phuong phap di dugc tham dinh, két qua trinh bay & Bang 3.17 va Hinh 3.14.

PDA Multi 1 PDA Mt 1|
2500

2000
1500
1000 |

500 ]\

= r . . e —— — . . = e S ———
0.0 25 5.0 7.5 10.0 0 1 2 3 4 5 6 7 8

(a) Séc ky db ciia dung mbi " (b) Séc ky db ctia hypophyllanthin tinh ché
Hinh 3.14. Sic ky db tinh dic hiéu xac dinh do tinh khiét hypophyllanthin

Bang 3.17. Két qua thdm dinh phuong phép xac dinh do tinh khiét hypophyllanthin

Théng s6 Yéu ciu Két qua Két luan
i . o RSDth&yi gian luu <2% RS Dthfyi gian luu = 0,09 % Dat
Tinh phu hop h¢ thong RSDuicn tich pic< 2 %  RSDuien tich pic = 0,12 %
As =1,45 08<As<15
) Dat Sac ky d6 mau trang khong xuat Dat
Tinh déc hi¢u hién pic can khao sat; Pic
hypophyllanthin tinh ché &
6,055 phut, khong xuét hién tap
khi str dung chirc ning kiém tra
d6 tinh khiét pic
Khoang tuyén tinh 0,998 <r <1,002 Phuong trinh hoi quy: Dat
300 - 700 (pg/mL) ¥ =55140x; r = 0,9988
Do chinh xac RSD <2 % RSD =0,69 % Dat
D¢ ding 98,0 % -102,0% 98,9 -99,8 % Dat

Thiét 1ap chat d6i chiéu hypophyllanthin

L4y khoang 300 mg hypophyllathin tinh khiét dong lo trong diéu kién dat tiéu

chuan Glove-Box chtra 99,99 % khi nito va do am 30 %, dugc 30 lo, mdi lo khoang

10 mg. Liy mau ngiu nhién 6 lo tién hanh danh gia 6 déng nhat gitra cac lo bang
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phép phan tich phuong sai mot yéu td, két qua cho thy: Fin = 0,15 < Fie = 4,6 (p <
0,05). Vay cac lo trong qué trinh déng 1a déng nhat.

Tur két qua dénh gia lién phong thi nghiém trinh bay & Bang 3.18, xac dinh gia
tri 4n dinh theo huéng dan cua 1SO 13528 [34].
Bang 3.18. Két qua danh gia lién PTN chét dbi chiéu hypophyllanthin

P9 tinh khiét sic ky (%)

Stt “BTN1 PTN2 PTN3
1 9874 9873 98.72
2 9872 9792 97,88
3 9790 9791 98,69
4 9746 9749 9751
5 9722 9720 97.43
6 9742 9776 97.78

Theo két qua & Bang 3.19, gia trj s” khong thay ddi sau 3 1an tinh, gia tri 4n
dinh hypophyllanthin 12 97,89 % véi d6 léch chuan thuc caa gia tri an dinh () 1a
0,640 %. Xac dinh z-score: Khdng c6 gié tri ndo c6 |z| > 2. Gia tri cong bd duoc
tinh tir cac két qua phan tich (n = 18):

- Do tinh khiét sic ky 13 97,89 % tinh theo nguyén trang, RSD = 0,64 %.

- DBJ khong ddm bao do p = 1,25 x 0,640/m =0,189 %.

Bang 3.19. X4c dinh gia tri 4n dinh chat ddi chiéu hypophyllanthin

x*0 x*1 X*2 X*3

5=1,5xs" - 0,960 0,960 0,960
X" -8 - 96,97 96,934 96,934
X"+ - 98,69 98,853 98,853

Trung binh 97,92
Do léch s 0,559
X" moi 97,830 97,894 97,894 97,894
s méi 0,571 0,640 0,640 0,640

3.2.2. Xac dinh chat lwgng va thiét 1ap chat ddi chiéu niranthin
Phuong phap dd dugc tham dinh, két qua duogc trinh bay & Bang 3.20 va Hinh
3.15.
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(a) Sic ky d6 ctia dung moi (b) Sic ky do cta niranthin tinh ché
Hinh 3.15. Sic ky db tinh dac hiéu xac dinh do tinh khiét niranthin
Bang 3.20. Két qua tham dinh phuong phap xac dinh d¢ tinh khiét niranthin

Théng so Yéu ciu Két qua Két luan
B . o RSDihei gian lru < 2 % RSDuhei gian luu = 1,63 % Dat
Tinh phu hop hé thong RSDudien tich pic < 2 % RSDuién tich pic = 0,08 %
08<A<15 As=1,0
Pat Sac ky d6 mau trang khéng ~ Pat
Tinh dac hi¢u xuat hién pic can khao sat;

Pic niranthin tinh ché &
11,646 phut, khong xuat hién
tap khi st dung chirc nang
kiém tra do tinh khiét pic

Khoang tuyén tinh 0,998 <r < 1,002 Phuong trinh hoi quy: Pat
60 - 140 (ug/mL) y = 121815x; r = 0,9999

Do chinh xac RSD <2 % RSD = 0,04 % Pat
Do ding 98,0 % —102,0% 99,32 — 100,27 % Dat

Thiét 14p chét ddi chiéu niranthin

L4y khoang 180 mg niranthin tinh khiét dong lo trong diéu kién dat tiéu chuan
Glove-Box chira 99,99 % khi nito va d6 4m 30 %, duogc 36 lo, mdi lo khoang 5 mg.
Lay mau ngau nhién 6 lo tién hanh danh gia do ddng nhit giita cac lo bang phép phan
tich phuong sai mot yéu t6, két qua cho thay: Fin = 0,199 < Fi = 4,6; p < 0,05. Vay
cac lo trong qua trinh dong 1a dong nhat.

Tir két qua danh gia lién phong thi nghiém trinh bay & Bang 3.21, xac dinh gia
tri 4n dinh theo hudng dan cua 1SO 13528 [34].

Bang 3.21. Két qua danh gia lién PTN chét ddi chiéu niranthin
Do tinh khiét sic ky (%)
PTN1 PTN2 PTN3
99,85 99,75 99,74
99,83 99,78 99,75
99,80 99,81 99,76
99,79 99,77 99,79
99,75 99,79 99,80
99,75 99,75 99,82

Stt

OO WIN|F




Theo két qua & Bang 3.22, gia tri s™ khong thay ddi sau 4 1an tinh, gia tri 4n
dinh niranthin 12 99,78 % vé&i d6 1éch chuan thuc cua gia tri 4n dinh (s”) 1a 0,034.

Xac dinh z-score: Khong c6 gia tri nao co |z| > 2. Gid tri cong bd dugc tinh tir cac

két qua phan tich (n = 18):

- Do tinh khiét sic ky 13 99,78 % tinh theo nguyén trang, RSD = 0,034 %.
- Do khong dam bao do p = 1,25 x 0,034/V18 = 0,01 %.
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Bang 3.22. X4c dinh gia tri 4n dinh chat ddi chiéu niranthin

x*0 x*1 X*2 X*3 xX*4
§=1,5xs - 0,067 0,055 0,052 0,051
X -3 - 99,72 99,73 99,73
X +38 - 99,85 99,84 99,83
Trung binh 99,78
Do léch s 0,032
X" moi 99,79 99,782 99,781 99,781 99,781
s méi 0,044 0,036 0,035 0,034 0,034

3.2.3. Xac dinh dé tinh khiét chit nirtetralin sau tinh ché

Phuong phéap di dugc thim dinh, két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.23 va Hinh

3.16.
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(a) Séc ky dd cua dung moi

Hinh 3.16. Sac ky db tinh dic hiéu xac dinh do tinh khiét nirtetralin
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(b) Sic ky d6 cua nirtetralin tinh ché
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Bang 3.23. Két qua tham dinh phuong phap xac dinh do tinh khiét nirtetralin

Thong s6 Yéu cau Két qua Két ludn
. . g RSDihsi gian tru < 2 % RSDhi gian 1ru = 0,02 % DPat
Tinh phu hop hé thong RSDaicn tich pic< 2 % RSDuicn tich pic = 0,89 %
0,8 <A<15 As=1.27
. bat Sac ky d6 mau trang khong Dat
Tinh dac hi¢u xuat hién pic can khao sat; Pic
nirtetralin tinh ché & 21,398
phut, khong xuét hién tap khi
str dung chtrc ning kiém tra o
tinh khiét pic
Khoang tuyén tinh 0,098<r<1,002  Phuong trinh hoi quy: Pat
120-280 (pg/mL) ¥ =414107x; r = 0,9996
Do chinh xac RSD <2 % RSD = 0,05 % Pat
Do ding 98,0 % - 102,0 % 98,7 —101,2% DPat

Tién hanh xac dinh do tinh khiét nirtetralin theo phuong phép da xay dung.
Két qua trinh bay & Bang 3.24. Do tinh khiét nirtetralin 1 97,02 %.

Bang 3.24. Két qua xac dinh do tinh khiét nirtetralin

P tinh khiét sic ky (%)

St —5TN1 PTN 2
1 97.02 96,84
2 97.12 97.15
3 97.11 96.92
4 97.17 97.02
5 97,05 97.12
6 96,69 97,06

3.3. PIEU CHE VA TIEU CHUAN HOA CAO DIEP HA CHAU PANG

3.3.1. Xay dwng va tham dinh quy trinh dinh hrong dong thai 4 hop chat lignan

trong dwoc liéu Diép ha chau ding bang phwong phap HPLC

3.3.1.1. Xay dung quy trinh dinh lwong dong thoi 4 hop chit lignan

Tién hanh sic ky theo quy trinh USP [98] néu ¢ muc 2.2.3.1.



85

chmanhh-1.1cd
V25000 i
AP
[
LA
| \
| '\\
|
T — — [l PDA Muls 1
T T T T T T
10 20 30 40 6
min
Hypophylanthin-1.lcd
uW ] f
] I
20000+ I
] ! I'-
10000 f |
] Y
o T — S — -1 PDAMult 1
: T T . — :
10 20 30 40 60
min
Phylathin-1 lcd
V50004 f
4 | !
i
J [
J | |
i [
) i
P T — e -1 PDA Mulsd 1
T T T T T T T
10 20 30 40 60
min
Thns0-1.1cd
00000 I %
4 |n| Ir’ o]
- | ™ o k=
50000 \ i f\ =
5 |
i L | I'. ] \ .r\..
] \\/\w\ k | I\ Il \ 2
] [ I \\_ I \\/I
b | .
ol e i A — | 1rDAMuE1
e e e —
3 3

[}

Hinh 3.17. Sic ky dd HPLC véi diéu kién sic ky trong USP

40

50

60

Nhdén xét: Cac pic tach khong t6t, do phan giai, hé sb bt doi khong dat yéu

cau, thoi gian sdc ky dai. Vi vay, tién hanh x4y dung quy trinh phéan tich méi phu hop

v6i diéu kién phong thi nghiém.

Khao sat dieu kién sac ky: Tién hanh sac ky mau thir véi cac diéu kién khao

sat va két qua duoc trinh bay trong Bang 3.25.

Bang 3.25. Khao sat diéu kién sac ky dinh lugng dong thoi 4 lignan

Pidu . Ti 1€ pha dong Th(;ri gifm o

Kién Cot ACN — MeOH — sac !(y Nhén xét
: H.O H3PO, 0,1 % (phut)
1 38:62 80 Céc pic tach hoan toan
2 L;’garfnlf S(ZSI?I)X 40 - 60 60 Cac pic khong tach tot
3 0 Thm, O | 42:58 45 Céc pic khong tach tt
4 38:62 60 Céc pic tach hoan toan
2 Gemini NX C18 jg : gg gg g"’}c pic tach hoan toan

(150 x 4,6 mm; 5 : dc pic khong tich tot

7 ’ ' 65:45 30 Céc pic khong tach tot
8 um) 60 : 40 40 Céc pic tach hoan toan
9 56 : 44 50 Cac pic tch hoan toan
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(c) Cot Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 um); Methanol — acid phosphoric 0,1% (60 : 40)
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(d) Cot Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 um); Methanol — acid phosphoric 0,1% (56 1 44)
Hinh 3.18. Sic ky db khao sat diéu kién HPLC

Nhan xet:

- Cot Luna C18 véi ti 1é pha dong acetonitril — nude (38 : 62) (Diéu kién 1)
cho cac pic tach hoan toan, nhung thdi gian tién hanh sic ky dai 80 phut; véi ti 18 pha
dong acetonitril — nudc (40 : 60) (Diéu kién 2), thoi gian tién hanh sic ky 60 phut,
cac pic tach khong tot.

- Cot Gemini NX C18 véi ti 18 pha dong acetonitril — nude (40 : 60) (Piéu kién
5) hoiac methanol — acid phosphoric 0,1 % (60 : 40) (Piéu kién 8) déu cho cac pic
tach hoan toan. Tuy nhién, ¢ diéu kién 8 nhan thay kha ning phan tach cia cac pic
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin chua that su t6t nén tién hanh diéu
chinh ti 1¢ dung méi pha dong methanol — acid phosphoric 0,1 % (56 : 44) (Piéu kién
9). Piéu kién sic ky sau khi diéu chinh cho sic ky d6 dep hon, cac pic ctia 4 hop chat
lignan can dinh lugng phan tach 1 rang. Pong thoi, xét vé yéu to kinh té, nén chon
pha dong ding methanol. Do d6, chon diéu kién 9 lam diéu kién sac ky cho quy trinh

dinh lugng 4 lignan. Sac ky d6 duoc trinh bay & Hinh 3.18.
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Vay diéu ki¢n sic ky thich hop: Cot sac ky: Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm;
5 um). Pha dong: Methanol — acid phosphoric 0,1 % (56 : 44). Téc do dong:
1 mL/phdt. Nhiét do cot: 25 °C. Pau do: PDA, budc song phat hién 230 nm. Thé tich

A
tiém: 10 pL.
il r . ;\ -A - f( A
Khao sat dieu kién chiet kiét
CHIET LAN 2 led
mAU . | T 1 PBRA Multi 1.E100m,4
3\ B =
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Hinh 3.19. Sic ky dd dich chiét1an 1,2, 3,4va 5
Nhdn xét: Duya trén sic ky dd 5 1an chiét, nhan thdy: Lan 1: 4 pic cta 4 hoat

chit xuét hién rd trén sic ky dd, tin hiéu 50 mAU. Lan 2: 4 pic hoat chét xuét hién
trén sac ky 16p do tin hiéu chi & mic 25 mAU. Lan 3: 4 pic hoat chat chi xuét hién
trén sac ky dd véi tin hiéu & mirc 5 mAU. Lan 4 trd di: chi con xuat hién 2 pic hoat
chat va tin hiéu bién mat hoan toan & 1an chiét thtr 5. Két luan: Chon két thuc quy
trinh chiét kiét & 1an chiét thir 3. Sac ky d6 duoc trinh bay ¢ Hinh 3.19.
3.3.1.2. Tham dinh quy trinh dinh lwong ddng thai 4 hop chat lignan trong dwoc
ligu Diép ha chau ding biang phwong phap HPLC

Tinh phit hop hé thong: Tién hanh sac ky lap lai 6 lan dung dich chuan, két
qua tinh phii hop hé théng dugc trinh bay & Bang 3.26.
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Bang 3.26. Két qua khao sat tinh phu hop cta hé théng (n = 6)

hon ) , RSD % Dién tich RSD %

Chét & RO " iate  dinh(Spe) ciaSpe S A
HPL 24048 010 1346912 147 1,051
PLT 26536 0,13 1738565 1,39 2,056 1,058
NTT 35547 0,08 1879337 1028 6258 1,057
NRT 30886 0,08 1660349 159 2,564 1,043

Nhdn xét: Thoi gian luu tr va dién tich pic S c6 d6 1ap lai cao (RSD < 2 %),
hé sb d6i xing nam trong khoang 0,8-1,5 va d6 phéan giai Rs > 1,5. Nhu véy, hé thong
sic ky dat yéu cau dé tién hanh phan tich dinh luong dong thoi 4 hop chat lignan.

Tinh dic hiéu: Sic ky dd mau tring khdng xuat hién pic tai thoi gian luu
tuong ung Vai thoi gian luu cia chat chuan. Sac ky do mau thir cho pic ¢6 thoi gian
lwu twong @ng véi thoi gian luu cua pic trong sic ky dd mau chuan. Trén sic ky d6
mau thir 6 xuat hién thém pic khac (pic tap), pic nay tach hoan toan véi pic chinh.
Pic cua cac chat phan tich trong sic ky dd mau chuan va mau thir déu duoc kiém tra
do tinh khiét pic, do tinh khiét pic khoang 1,000. Do d6, c¢6 thé khang dinh quy trinh

phan tich c6 tinh dic hiéu. Sic ky d6 cac miu dugc minh hoa & Hinh 3.20.
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Hinh 3.20. Sic ky d6 mau trang (a), mau chuén (b), mau thi (c)
Gi6i han phat hién (LOD) va giéi han dinh lwong (LOQ): Pha lodng nong

d6 chat phan tich dén murc tin hi¢u nhé nhat con phat hién duoc dé xac dinh LOD va
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pha loing ndng d6 chat phan tich dén mic tin hiéu van dap ung do chinh xac dé xac
dinh LOQ. Po tin hiéu thu dugc tir mau trang (N) va mau tha (S). Thiét 1ap ti s6 S/N.
Nong d6 mau thir tai diém co6 S/N =3/1 12 LOD va S/N = 10/1 1a LOQ. Két qua thu
dugc trinh bay ¢ Bang 3.27.
Bang 3.27. Két qua gi6i han phat hién va gi6i han dinh luong
Chit phan tich  LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL)

Phyllanthin 0,19 0,57
Hypophyllanthin 0,06 0,20
Niranthin 0,14 0,43
Nirtetralin 0,15 0,51

Khoing tuyén tinh: Tién hanh sic ky, xac dinh sy phu thudc tuyén tinh gitra
y (dién tich pic) va x (ndng dd) cta 1an luot cic cht phan tich. Két qua khoang tuyén
tinh dugc trinh bay & Bang 3.28.
Bang 3.28. Két qua khao sat khoang tuyén tinh

Chat Phuong trinh hoi quy Hé s6 twong quan (r) Khoéng tuyén tinh

PLT ¥ =38931x 1,0000 17,1-68,4 pg/mL
HPL ¥ = 66652x 1,0000 6,9-27,4 pg/mL
NRT ¥ =54159x 1,0000 12,2-48,8 pg/mL
NTT ¥ =51618x 1,0000 10,9-43,5 pg/mL

Do Lip lai - Pd chinh x4c trung gian: Tién hanh phan tich dong thoi 6 mau
thir riéng biét thuc hién trong ngay (d6 1ap lai) va khac ngay (do chinh xéac trung
gian). Két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.29.

Bang 3.29. Két qua danh gia do lap lai va do chinh xac trung gian

Do lap lai (n = 6) D§ chinh xac trung gian (n = 12)

Chiat  Ham lweng trung binh ~ RSD Ham lwong trung binh RSD
(%) (%) (%) (%)

PLT 0,38 1,05 0,38 1,17
HPL 0,15 0,56 0,15 0,80
NRT 0,22 1,76 0,22 1,96
NTT 0,24 1,12 0,24 1,44

Nhdn xét: Gia tri RSD (%) cua mdi ngay phan tich va cia ca hai ngay < 2,0 %.
Do sai khac két qua dinh luong gitra 2 ngay phan tich < 2,0 %. Vay phuong phap
dinh luong dong thoi 4 hop chat lignan dat yéu cau vé do lap lai va do chinh x4c trung

gian.
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Po diing: Do dung duogc tién hanh bang cach thém chuan vao mau thir ¢ 3
mirc 50 %, 100 % va 150 % so v&i nong d cac chat phan tich trong mau thir. Mdi
ndéng do thuc hién 3 lan. Két qua danh gia dua trén ty 1& phuc hoi cta cac chét va
dugc trinh bay ¢ Bang 3.30.

Nhdén xét: Ty 1& phuc hdi trung binh cta ham luong cac chit déu nam trong
khoang 95 % - 105 % va RSD < 2,0 % chung to phuong phap phan tich dat yéu cau
vé do ding.

Bang 3.30. Két qua danh gia do ding

Mitc thém vio Ty 1é phuc hoi (TB + RSD (%) (n = 3)
Chit 50 % 100 % 200 %
PLT 98,20 + 1,56 99,57 + 0,92 99,78 + 0,81
HPL 99,79 + 0,51 102,90 +1,73 102,95+ 1,59
NRT 100,88 + 1,82 96,62 + 1,54 97,69 + 1,81
NTT 100,78 + 1,59 100,14+ 0,63 99,13 +1,98

Két ludn: Két qua tham dinh cho thiy phuong phap dinh luong dong thoi 4
lignan trong dugc liéu Diép ha chau ding bang phuong phap HPLC véi dau do PDA
dat tit ca céc yéu cAu vé tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh, d chinh xac va d¢ dung theo
qui dinh cua ICH 2005 [31].

3.3.2. Biéu ché cao chuin hoa Diép ha chau ding
3.3.2.1. Khao sat diéu kién thich hep cho quéa trinh chiét xuét cao

Khao sat dung mai chiét: Két qua khao sat hiéu suat chiét cua cac dung moi

dugc trinh bay ¢ Bang 3.31 va Hinh 3.21.

Bang 3.31. Két qua khdi lugng cin va lugng hoat chat trong can chiét tir Diép ha
chau dang voi cadc dung mdi khac nhau

Ham lwgng % trong dwoc liéu

Dung moi Mein/1 G miu Phyllanthin ~ Hypophyllanthin
Ethanol 96 % 0,056 0,302 0,092
Ethanol 70 % 0,045 0,293 0,083
Ethanol 50 % 0,042 0,251 0,072

Ethanol 30 % 0,040 0,232 0,068
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i e
Soi UV 254 nm ’ Phun H2SO4 10 % o
(Chu thich: 30, 50, 70, 96 la cao chiét tir ethanol 30 %, 50 %, 70 % va 96 %; 1,2 1a s lan)
Hinh 3.21. Sic ky dd mau cao chiét tir cac loai dung moi
Nhén xét: Cac cao chiét tir dung mdi ethanol 70 %, 50 % va 30 % c6 ham
luong hoat chét thap hon va luong chat nhay nhiéu hon ethanol 96 %. Ethanol 96 %
1a dung méi chiét t6i wu nhat va d& thu hoi.
Khao sat thoi gian ngdm: Két qua khao sat thoi gian ngdm duoc liéu Diép
ha chau ding dugc trinh bay ¢ Bang 3.32.
Nhdn xét: Khdi luong cin ting theo thoi gian ngdm. Luong phyllanthin & thoi
gian ngdm 2 ngdy ting nhiéu so v4i thoi gian 1a 1 ngdy, nhung thoi gian 3 ngay va 7
ngay khong khac biét so v6i 2 ngdy. Luong hypophyllanthin trong cin & ngay 2 ¢6
giam so v&i ngdy 1 va khong khac biét nhiéu so véi ngay 3 va ngay 7. Cho nén dé
dam bao chiét duoc luong hoat chat nhidu nhat va tiét kiém thoi gian, chon thoi gian
ngam 2 ngay 1a phut hop nhat.
Bang 3.32. Két qua khdi lwong cén va lugng hoat chét trong cin Diép ha chau dang

theo thoi gian ngadm

Thoi gian 1 x Ham lugng (%) trong dugec liéu
Meinl L §MAU 5 flanthin Hypophyllanthin
1 ngay 0,058 0,218 0,096
0,055 0,271 0,082
2 ngdy 0,060 0,290 0,077
0,060 0,305 0,073
3 ngay 0,063 0,305 0,073
0,063 0,301 0,072
X 0,068 0,305 0,073
7 ngay

0,073 0,319 0,077
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Két qua khao sat ti 1€ duogc li¢u : dung moi duoc trinh bay & Bang 3.33.
Bang 3.33. Két qua khdi lugong cin va lugng hoat chat trong cin Diép ha chau

dang theo ti 1& dugc liéu : dung moi

Tilé M/l d miu Ham lwong (%) trong dwoc liéu

DL:DM et 0 Phyllanthin _ Hypophyllanthin
_ 0,064 0,241 0,090
(1:20) 0,069 0,248 0,088
_ 0,062 0,243 0,086
(1:15) 0,060 0,242 0,085
_ 0,055 0,246 0,085
(1:10) 0,052 0,240 0,081
1:5 0,052 0,246 0,078
' 0,053 0,249 0,083
12 0,050 0,216 0,070
' 0,052 0,224 0,066

Nhdn xét: Khdi lugng can thu duoc thay dbi khong dang ké khi thay doi ti 18
duoc liéu : dung moi chiét khi ting luong dung méi chiét nhung ham luong
phyllanthin thu duoc thi ting dan va voi ti 16 (1 : 5) thi ham luong phyllanthin di gan
tuong duong vai ti 1€ (1 : 10), (1 : 15) va (1 : 20) nén chon ti 1€ dugc liéu : dung moi
phu hop la (1:5).

Khao sat s6 1an chiét: Két qua khao sat s6 1an chiét duoc liéu Diép ha chau
ddng duogc trinh bay ¢ Bang 3.34.

Bang 3.34. Két qua lugng hoat chat trong can Diép ha chau dang theo s6 1an chiét

SO lan chiét  Ham lwong (%) trong dwgre lidu
Phyllanthin  Hypophyllanthin

1 0,193 0,062
0,179 0,058
9 0,223 0,072
0,224 0,072
3 0,242 0,078
0,244 0,078
4 0,248 0,080
0,249 0,080

Nhdn xét: Trong lan chiét thir 2, lwong hoat chat ting khoang 20 %. Trong lan
chiét thir 3, lugng hoat chat tang khoang 10 % va lan chiét thir 4 chi ting 2,5 %. Dé
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dam bao chiét duoc lugng hoat chat nhidu nhat, tiét kiém thoi gian va dung méi, chon
chiét 2 1an véi thoi gian ngdm 2 ngay 13 phu hop nhat.
3.3.2.2. Tién hanh chiét thuc nghiém

Diéu kién thich hop chiét xuat thuc nghiém & quy mé phong thi nghiém nhu
sau: Phirong phdp chiét: ngam. Duoc liéu: 2 kg bot duogc lidu duoc ray qua ray 355
um. Dung mai: ethanol 96 % vdi ti 1& duoc liéu : dung méi (1 : 5). Thoi gian chiét:
48 gid, chiét 2 1an. Tién hanh trén 3 16. Phwong phdp diéu ché cao ddc: cd quay chan
khong. Nhiét do: 35-40 °C. Ap suét: 50-130 atm. Khdi luong cao thu duogc cua 3 16
dugc trinh bay ¢ Bang 3.35.

Bang 3.35. Khéi luong cao thu duoc

STT Khéi lwong duoe liéu chiét  Khdi lwong cao Ti 1é cao chiét dwoc

(9) (9) (%0)
L6 1 2020 302,8 14,99
L6 2 1970 285,7 14,50
L6 3 2015 290,9 14,44

Quy mé phong thi nghiém: Tién hanh theo diéu kién nhu trén dé chiét 2 kg
bot duoce liéu véi 1an lugt dung mdi khao sat: nudce, ethanol 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 96 %. Sau d6, dich chiét duoc loc qua mang loc dé loai tap co hoc,
thu duoc dich loc. Dich loc dugc c6 dudi ap Sut giam. Thyuc hién SKLM va HPLC
dé kiém tra ham lugng ciia PLT va HPL trong cao thu duoc. Két qua trinh bay & Bang
3.36, Hinh 3.22 va Hinh 3.23.

Hinh 3.22. SKLM khao sat dung méi chiét & quy md phong thi nghiém
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Bang 3.36. Két qua khao sat dung méi chiét & quy mé phong thi nghiém

Tong ham

3 0 3 0
Ham luwgng % PLT Ham lwgng % HPL lwong % PLT va

STT Dung moi

trong cao trong cao HPL trong cao
1 Nudce 0,77 0,08 0,85
2 Ethanol 20 % 2,12 0,54 2,66
3 Ethanol 30 % 3,03 0,93 3,97
4 Ethanol 40 % 3,03 1,03 4,05
5 Ethanol 50 % 3,07 1,02 4,08
6 Ethanol 60 % 2,95 0,94 3,88
7 Ethanol 70 % 3,35 1,11 4,46
8 Ethanol 80 % 3,21 1,05 4,26
9 Ethanol 96 % 3,89 1,27 5,16

B Ham luong % PLT trong cao

Ham luong % HPL trong cao
Téng ham lugng % PLT va HPL
trong cao

Nudc Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 96%

w

N

[ERN

o

Hinh 3.23. Biéu d6 khao sat dung moi chiét & quy md phong thi nghiém

Nhdn xét: Khi chiét bang nudce thi ham lugng PLT va HPL trong cao thip nhét.
Chiét bang dung mai ethanol thi tir ethanol 20 % dén ethanol 30 %, ham luwong hoat
chat chiét dugc ting nhanh (ham luong PLT va HPL cao gap 4,5 lan so véi nudc), tir
ethanol 30 % dén ethanol 80 %, ham luong hoat chit ting khong dang ké, ethanol
96 % cho ham lugng hoat chat chiét dugc cao nhat (ham luong PLT va HPL cao gip
1,3 1an so véi ethanol 30 %).
3.3.2.3. Pi¢u ché cao kho & quy md pilot

Khio sat diéu kién sian xuat & quy mo pilot: Tién hanh ¢ quy mé pilot dé
chiét 20 kg bot duoc lidu véi 1an lugt cac dung moi khao sat: nude, ethanol 30 %,
40 %, 50 %, 70 %, 96 % va phun say kho dich chiét dugc 6 mau cao kho. Chon dung
moi thich hop nhét dé san xuét 3 16, mdi 16 3 mau thir. Qua trinh san xuit & quy mo

pilot duoc tién hanh tai nha may Cong ty C6 phan BV Pharma vé6i hé thong chiét xuat
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da nang. Thuc hién SKLM va HPLC dé kiém tra ham lugng cua PLT va HPL. Két
qua trinh bay ¢ Bang 3.37, Hinh 3.24 va Hinh 3.25.

Hinh 3.24. SKLM khao sat dung méi chiét & quy md pilot
Bang 3.37. Két qua khao sat dung méi chiét & quy mé pilot

~ 0, .
Ham lugng % . lwgng % Téng ham lweng %

STT  Dung moi PLT trong HPL trong  PLT va HPL trong
dugc liéu o ‘n
dugec licu dugc liéu
1 Nudce 0,028 0,005 0,033
2 Ethanol 30 % 0,218 0,074 0,292
3 Ethanol 40 % 0,090 0,029 0,119
4 Ethanol 50 % 0,118 0,037 0,155
5 Ethanol 70 % 0,067 0,022 0,089
6 Ethanol 96 % 0,056 0,019 0,075
0.35
0.3

0.25
0.2

0.15 B Ham lugng % HPL trong
01 duoc liéu
. ® Téng ham lwong % PLT va
0.05 u HPL trong dugc li¢u
o HLE

Nuédc Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
30% 40% 50% 70% 96%

® Ham luong % PLT trong
duoc liéu

Hinh 3.25. Biéu d0 khao sat dung moéi chiét & quy mé pilot
Nhdn xét: Khi chiét bang nudc thi ham luong hoat chat PLT va HPL trong cao
| thap nhat. Khi chiét bang dung moi ethanol thi ethanol 30 % cho ham lwong hoat

chat trong cao 14 cao nhat (cao gap 9,0 1an so v&i nudce), tir ethanol 50 % dén ethanol
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96 % ham luong hoat chat trong cao giam dan. Vi thé, ethanol 30 % dugc chon lam
dung méi chiét xuat duoc liéu & quy moé pilot.
3.3.3. X4y dung tiéu chuin chit lrong cao khé Diép ha chiu ding

Tinh chit: Cao dang bot, mau nau déng nhat, mui duoc liéu, vi da“ing, dé hut

A
am.
‘ TN
% %

Hinh 3.26. Cao kho Diép ha chau ddng Hinh 3.27. Sic ky d6 SKLM dinh tinh cao chuan USP
(soi dén 254 nm va phun H.SO. 10 %)

Pinh tinh: Tién hanh SKLM theo diéu kién sic ky muc 2.2.1.2, két qua dinh
tinh phyllanthin, hypophyllanthin trong cao khd Diép ha chau ding duoc trinh bay
theo Hinh 3.28.

L0

Hinh 3.28. Sic ky d6 SKLM dinh tinh cic mau cao
(soi dén 254 nm va phun H,SO, 10 %)

Ghi chi: T1, T2, T3: Cao khd Diép ha chau ding 16 1, 2, 3 chiét tir ethanol
30 %. C1: Chuén phyllanthin d6i chiéu. C2: Chuan hypophyllanthin ddi chiéu.

Nhdn xét: Trén cac sic ky d6 SKLM, cac vét cia mau thir va mau chuan ddi
chiéu co cung tri s6 R va mau sac.

MAt khéi lugng do 1am khé: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.6, phuong
phap 1. Két qua mat khbi lugng do 1am khé cua cao dugc trinh bay & Bang 3.38.
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Bang 3.38. Két qua mét khéi luong do lam kho ciia cac miu cao

Mt khdi lwong do 1am khé (%) Trung binh

Lo Miul Miu2  MAu3 (%) RSD (%)
T1 3,51 3,50 3,64 3,58 1,83
T2 3,35 3,25 3,31 3,30 1,52
T3 3,65 3,64 3,60 3,66 0,72

Nhén xét: Dya trén sd liéu cua 16 c6 két qua mét khdi lugng do 1am kho cao
nhét (16 3), mtrc gi61 han dugc chon ddi vai chi tiéu mat khoi lugng do lam kho cua
cao kho Diép ha chau dang la: Khong qué 5 %.

Tro toan phan: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.8. Két qua d tro toan

phan cta cao dugc trinh bay ¢ Bang 3.39.

Bang 3.39. Két qua tro toan phan cua cac mau cao

Lo _Tro toén~ph5n (%) _ Trung binh  RSD (%)
Mau 1 Mau 2 Mau 3 (%)

T1 7,24 7,17 7,37 7,26 1,40

T2 6,98 7,05 7,68 7,24 5,33

T3 6,77 7,01 6,94 6,91 1,79

Nhdn xét: Dua trén s6 liéu cta 16 ¢6 két qua tro toan phan cao nhat (16 1), mirc
gi61 han dugc chon ddi voi chi tiéu tro toan ph'ém cua cao kho Di¢p ha chau déng la:
Khéng qué 10 %.

Kim loai ning: Tién hanh kiém tra gii han kim loai ning theo DDVN V. phu
luc 9.4.8. Két qua gi6i han kim loai ning cia cao duoc trinh bay & Bang 3.40.

Bang 3.40. Két qua giéi han kim loai ning ctia mau cao

L6 Kim loai niing
T1 Pat
T2 Pat
T3 Pat

Pinh hrong: Tién hanh HPLC theo diéu kién sac ky muc 3.3.1.1. Tur dién tich
pic caa phyllanthin, hypophyllanthin thu dugc tir sic ky d6 dung dich thir va dung
dich chuan, tinh ham lwong (mg/g) phyllanthin, hypophyllanthin c6 trong mau cao.
Két qua ham luong phyllanthin va hypophyllanthin trong mau cao dugc trinh bay &

Bang 3.41.
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Bing 3.41. Ham luong phyllanthin va hypophyllanthin trong mau cao

Ham lwgng PLT  Ham lugng HPL Tong ham lwgng

Lo PLT va HPL
(mg/g) (mg/g) (ma/)
T1 18,3 7,5 25,8
T2 18,7 1,7 26,4
T3 18,4 7,5 25,9
Trung binh 18,5 7,6 26,0
RSD (%) 1,13 1,52 1,23

Gi6i han nhiém khuin: Tién hanh theo DDVN V, phu luc 13.6. Két qua gidi
han nhiém khuén cuia cao duoc trinh bay & Bang 3.42.

Bang 3.42. Két qua gidi han nhiém khuan cua cac mau cao

K¢ét qua giéi han nhiém khuin

z J Nam
Lo vTi(::;ngusé(:n menva Vi khuin Salmonella Escheri_chia Staphylococus
hiéu Khi nﬁ:n Gram am spp. coli aureus
moc
T1 1x102 — — — — —
T2 1x102 — — — — —
T3 1x102 - - — — —

Ghi chu: “~": Khong phat hién.
Nhdn xét: Céac 16 miu cao hoan toan am tinh vé6i két qua gidi han nhidm khuan.
Du thao tiéu chuin chét lugng cao kho Di¢p ha chau déng duogc trinh bay chi

tiét & Phu luc 13. Két qua kiém nghiém cao khé Diép ha chau dédng trinh bay & Bang
3.43.
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Biang 3.43. Két qua kiém nghiém cao kho Diép ha chau ding

Chi tiéu Mikc chat lwong Két qua
Dinh tinh
Sdc ky 16p mong Diép ha chau ding Dung
HPLC (Phyllanthus amarus) Dung
Mit khdi lwong do 1am khé Khong quéa 5 % Dat (3,6 %)
Tro toan phan Khong qué 10 % Dat (7,3%)
Kim loai nang Khéng quéa 20 ppm Dat

Pinh lugng Ham lugng phyllanthin (C24H340e)
Phy”anthln kh@l’lg it hon 0,8 % tinh trén ché Pat (1 83 %)
pham kho S
Ham luong hypophyllanthin
(C24H3q07) khong it hon 0,3 % tinh
Hypophyllanthin trén che pham kho bat (0,75 %)
Po nhiém khuin
Tong s vi khuan hiéu khi Khong qua 10* cfu/g Pat
Téng s6 nAm men va ndm moc Khong qua 102 cfu/g DPat
Vi khuan Gram 4m Khong qua 102 cfulg Dat
Salmonella spp. Khong duoc c6/10 g DPat
Escherichia coli Khong duoc co/g DPat
Staphylococcus aureus Khong duoc co/g DPat

3.3.4. Ung dung diéu ché cao giau lignan ding lam cao d6i chiéu Diép ha chau

diang

Phén 1ap va tinh ché phan doan cao gidu lignan theo so d6 3.6. Két qua khao

sat va danh gia chat lugng dugc trinh bay ¢ Phu luc 13.
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320 g cao ethanol 96%

1,5 lit n-hexan, loc
1 1it (x 3 lan)

3 lit dich chiét

C6 quay thu hdi n-hexan

60 g cao n-hexan

SK ¢t chan khong (x 2)
(n- hexan — DCM)

536 ¢ PDIIB

- HPLC so sanh ham lugng véi
cao doi chiéu USP
- Thém 20 g ta dugc don

24 g cao giau lignan

So d6 3.6. Quy trinh diéu ché cao giau lignan
3.3.5. Ung dung dinh lwong céc lignan trong Diép ha chiu diing
3.3.5.1. Dinh lweng cac lignan trong mét s6 miu dwoc liéu
Ung dung phuong phap di xay dung, tién hanh dinh lugng cac mau dugce lidu
Diép ha chau da“ing thu duoc trén dia ban tinh Can Tho, Tra Vinh va Ca Mau. Két qua

ham lugng 4 lignan trong cidc mau duogc trinh bay & Bang 3.44 va Hinh 3.29.

0.05 I

Cin Tho Ci Man Tra Vinh

u Phydlanthin (35) @ Hypophsdlanthin (26) = Miranthin (35) Nirte tralin (%)

Hinh 3.29. Biéu d6 thé hién ham luong (%) céc lignan trong cac mau dugc liu
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Bang 3.44. Tém tat két qua ham luong (%) 4 hop chat lignan trong mau dugc liéu

Maiu duwge liéu  Phyllanthin Hypophyllanthin Niranthin Nirtetralin

(%) (%) (%) (%)
Can Tho 0,08 0,04 0,07 0,06
Ca Mau 0,25 0,08 0,15 0,13
Tra Vinh 0,22 0,05 0,14 0,1

Nhdn xét: Két qua cho thiy ham luong phyllanthin cao nhat so véi cac lignan
con lai & tat ca cac mau duoc liéu. Cac mau thu duoce tai cac noi khac nhau nhung
cho ham luong cac chét twong tng ty 1¢ gin giéng nhau.
3.3.5.2. Pinh lwgng trong cic miu cao khé Diép ha chiu ding

Két qua ham luong (%) trong cac loai cao kho duge trinh bay trong Bang 3.45.

Bang 3.45. Tom tit két qua ham luong (%) 4 hop chét lignan trong cac loai cao kho

Mau thir Phyllanthin Hypophyllanthin  Niranthin  Nirtetralin
(%) (%) (%) (%)
Cao ethanol 30 % 1,45 0,52 0,59 0,61
Cao ethanol 40 % 0,83 0,30 0,40 0,42
Cao ethanol 50 % 1,17 0,43 0,59 0,61
Cao ethanol 60 % 0,91 0,32 0,43 0,45
Cao ethanol 70 % 0,77 0,28 0,38 0,39
Cao nudc 0,18 0,04 0,04 0,03
Cao giau lignan diéu ché 8,37 0,91 1,29 1,12

Nhdn xét: Ham luong phyllanthin cao nhit so véi cac lignan con lai ¢ tit ca
cac mau cao kho duogc lidu. Cao gidu lignan diéu ché duoc c6 ham luong lignan cao
va ethanol 30 % la dung méi thich hop nhat dé chiét xuat cao & quy mo 16n.

3.4. PANH GIA MOT SO THONG SO DUQC PONG HQC CUA CAO
CHUAN HOA PIEU CHE TU DIEP HA CHAU PANG

3.4.1. Xay dung va tham dinh quy trinh dinh hrong dong thoi phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé
3.4.1.1. Khao sat diéu kién khdi pho

biéu kién khoi phé toi wu da dwoc X&c dinh nhuw sau: Ngudn ion héa ESI; Kiéu
ion hoa ESI (+); Téc 6 dong khi phun (nito) — Nebulizing Gas Flow: 3 L/phdt; Téc
d6 dong khi kho (nito) — Drying Gas Flow: 15 L/phat; Nhiét d6 hoa hoi dung moi —
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DL Temperature: 250 °C; Nhiét d6 budng ion hda — Heatblock Temperature: 400 °C;
Ap suét khi phun: 25 psi; Ché do ghi phd: MRM; Bién thé mao quan: 4500 V; Thoi
gian chd ghi nhan tin hiéu — Dwell time: 100 ms; Thé phan manh: & Bang 3.46.

Bang 3.46. Thé phan manh cua cac chat khao sat

£ 1 CE 3 Ty
Chat ESI m/z (SV) eV) (SV) ((!/@0)
Phyllanthin (PLT) (+) 436,00 — 151,10 -22 -33 -29 100
Hypophyllanthin (HPL) (+) 261,20 — 231,10 -18 -14 -16 100
Niranthin (NRT) (+) 449,95 — 36920 -23 -18 -25 100
Diazepam (+) 28500 — 15405 -21 -28 -30 100
Carbamazepin (+) 23715 —» 193,10 -12 -35 -19 100

3.4.1.2. Khao sat chuan ndi
Két qua trinh bay & Bang 3.47 cho thay diazepam c6 hiéu suét chiét cao hon
S0 V&i carbamazepin. Do d6, diazepam duoc dung 1am chuan noi dé khao sat phuong

phap.
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Hinh 3.30. Sic ky dd mau gia lap chira cac chat phan tich va céc chuan noi khao sat
& cling noéng d6 1 pg/mL
Bang 3.47. Hiéu suat chiét cua cac chat chuan noi da khao sét

Hiéu suat chiét (%)

Mau Diazepam Carbamazepin
1 87,63 48,53
2 85,82 52,36
3 85,93 54,65
4 83,96 55,36
5 90,91 52,69
6 91,81 51,30
Trung binh 87,68 52,48

RSD % 3,53 4,67
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3.4.1.3. Khao sat diéu kién sic ky

Khao sat ct sic ky: Két qua khao sét cho sic ky d6 thu duoc ¢ Hinh 3.31.
5 E
E = g s | ™ % E § c E § <
5 Bl 0§ | = = Elz £ - = £ ¢
g & =2 |z 5z Sl g2 2
£ /\ ““““ j\ E /\ - /\ g /\
(a) (b) (c)

Gemini C18 (100 x 3mm; 5um)  Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 um)  Gemini C18 (50 x 3 mm; 5 pm)
Hinh 3.31. Sic ky d6 khao sat cot véi cac kich thude khac nhau
C4c cot sac ky trén déu cho cac pic ¢ hinh dang kha can ximg, twong ddi tach
nhau. Tuy nhién, cot (a) cho téng thai gian phan tich dai (17 phat); cot (b) va (c) cho
thoi gian phan tich ngan hon (10 phut va 9 phut). Mit khéc, pic diazepam (1S) c6 hé
s6 dbi xing As > 1,5 khi sir dung cot (). Két qua chi tiét duoc trinh bay trong Bang
3.48. Do do, cot (b) Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 um) duoc st dung dé khao sét tiép.
Bang 3.48. Két qua khao sét cot sic ky

Diazepam Phyllanthin  Hypophyllanthin Niranthin Tong

tR As tR As tR As tR As thb’l

Cot (phut) (phat) (phut) (phut) gian
phan

tich

(@) 6,12 133 11,12 1,17 9,89 1,15 14,23 1,23 17 phut
(b) 3,72 128 6,/5 117 5,88 1,13 852 1,27 10phat
(© 355 163 6,19 114 5,25 1,20 801 139 9phuat

Khao sat pha dong

Khdo sat hé pha déng chira methanol hogc acetonitril

£
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Methanol Acetonitril
Hinh 3.32. Sic ky d6 khao séat hé pha dong chira methanol hoic acetonitril

Nhdn xét: Hé pha dong chwra acetonitril cho céc pic hinh dang chua can xtng, tin hiéu
thép hon rat nhiéu so véGi hé pha dong chira methanol, dac biét 1a HPL. Do do,

methanol dugc lya chon dé khao sat tiép.
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Bang 3.49. Két qua khao sat hé pha dong chtra methanol hoac acetonitril

. Methanol Acetonitril
Chat phan tich A A
tr (phut) Spic s tr (phut) Spic s
Phyllanthin 6,53 4282396 1,113 2,94 3026438 1,236
Hypophyllanthin 5,87 1552769 1,086 2,95 6227 1,149
Niranthin 8,50 3905449 1,098 3,43 963495 1,196
Diazepam 3,70 2048373 1,146 2,09 151294 2,791

Khdo sat 2 logi dung dich dém amoni acetat va amoni format

45000

nnnnn

35000

uuuuu

Phvllanthin

B %\liranthin

Phyllanthin

: ?Niranthin

Diazepam

aaaaa
1
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I

I
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o /}L
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(@) Amoni acetat 5 mM (b) Amoni format 5 mM

15000

Hypophyllanthin
Hypophyllanthin

: >Diazepam

nnnnn

b 35000

- 30000

Phyllanthin

B Eranthin

Phyllanthin

B ?Niranthin
Lx“‘ —
—
Hypophyllanthin

Diazepam
Diazepam

15000

Hypophyllanthin

(c) Amoni acetat 10 mM (d) Amoni format 10 mM
Hinh 3.33. Sic ky db khao sat loai dém trong pha dong
Nhdn xét: Khong c6 su khéc biét vé thoi gian luu gitta 2 hé pha dong chua
amoni acetat va amoni format. Tuy vay, cd su khac biét dang ké vé tin hiéu (dién tich
pic) giira hai loai dém nay. Két qua duoc trinh bay trong Bang 3.50.
Bang 3.50. Két qua so sanh loai dém trong pha dong

DPém amoni acetat DPém amoni format
Chét phan tich 5mM 10 mM 5mM 10 mM
tr S tr S tr S tr S,
(phut) pie (phat) pie (phat) pie (phat) pie
Phyllanthin 6,44 4351546 6,45 2716083 6,47 5928736 6,59 5685619

Hypophyllanthin 581 903801 582 559611 582 1061211 593 1030377
Niranthin 842 2969132 843 1738145 843 3932514 8,63 3705071
Diazepam 369 1197316 3,70 726776 3,69 1955434 373 1900661

Nhdn xét: So sanh hé pha dong chira 2 loai dém khao sét cho thay hé pha dong

chtra amoni format cho tin hiéu cac chat phan tich cao hon han so véi hé pha dong
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chtra amoni acetat. Do d6, hé pha dong chira amoni format duoc sir dung dé khao sat

I4
A

tiep.
Khao sat néng dd dung dich dém: Két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.51.
Bang 3.51. Két qua khao sat ndng do dém amoni format
mm __ Thoi gian luu (phiit) Dién tich pic H¢é s6 bat doi

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
6,55 5,88 8,54 3,71 4101641 1130968 4291135 2067519 1,09 1,08 1,11 1,57

6,57 5,90 8,55 3,72 4037553 1173236 4223153 2148394 1,07 1,08 1,11 1,58
6,56 5,90 8,55 3,71 4012826 1171779 4251618 2138989 1,10 1,10 1,10 1,18
6,55 5,89 8,55 3,71 4051073 1180965 4179302 2158038 1,11 1,12 1,08 1,18
6,54 5,89 8,52 3,70 4042365 1184510 4271755 2180061 1,12 1,07 1,13 1,16
10 6,56 5,89 854 3,71 4253216 1183690 4309455 2229543 1,10 1,11 1,11 1,20

o N O w N

Nhdn xét: Khi nong d6 dung dich dém thay d6i, thoi gian luu céc pic va tin
hiéu (dién tich pic) khong d6i. Tuy nhién khi nong d6 amoni format dudi 5 mM thi
pic diazepam (IS) mat can xang (As > 1,5). Ngoai ra, néng d6 dung dich dém cang
cao thi cang c6 nguy co gy 6 nhidm ngudn ion trong qua trinh phan tich, dac biét
trong cac dot phan tich véi sé luong mau nhiéu. Do d6, dung dich dém amoni format
5 mM di duogc chon lya dé khao sét tiép.

Khao sat pH dung dich dém: Két qua trinh bay ¢ Bang 3.52 va Hinh 3.34.
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Hinh 3.34. Sic ky d6 khao séat pH caa dung dich dém amoni format 5 mM
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Bang 3.52. Két qua khao sat pH dung dich dém amoni format 5 mM

oH Thoi gian luu (phut) Di¢n tich pic H¢ s6 bat dobi

PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
3 6,56 586 859 3,70 4211926 1025145 4121554 2123215 1,01 1,03 120 1,14
4 6,54 592 859 3,73 4235689 992505 4155213 1931451 1,18 1,10 1,16 1,25
5 6,55 591 852 3,78 4136549 1121355 4015468 2126955 1,18 1,14 125 1,18
6 652 586 851 379 4123145 1145214 4054564 2015456 1,11 1,18 1,18 1,05
7 658 582 850 3,80 4121355 995215 4212135 2015645 1,04 121 1,18 1,18

- 6,52 581 851 3,72 4316565 1211231 3912155 1902151 1,10 1,07 1,08 1,16

Nhdn xét: Khdng c6 su khéc biét dang ké vé thoi gian phan tich, tin hiéu va
hinh dang pic véi cac pH dung dich dém khac nhau. Do d6, dung dich dém (f) —amoni
format 5 mM (khéng chinh pH) duoc lya chon dé don gian héa trong qué trinh chuan
bi pha dong cho phan tich.

Khao sat ti I¢ pha dong: Két qua trinh bay & Hinh 3.35.

s5t0]

Diazepam

Phyllanthin
Phyllanthin

Phyllanthin

ﬁiranthin

Niranthin

oo

__Hypophyllanthin
Niranthin

—

I~ Hypophyllanthin

P Diazepam

—

s = Hypophyllanthin

? Diazepam

(@) Tilé (65: 35) (b) Tile (63 : 37) (c) Ti lé (60 : 40)
Hinh 3.35. Sic ky db khao sét ti 1¢ pha dong

Nhdn xét: Khi ting thanh phan methanol trong pha dong, cac pic xuat hién
som hon. Tuy nhién, vai ti 1€ (a) (65 : 35) thi pic PLT va HPL chua tach hoan toan,
xen phu vai nhau. Vi ti I¢ (c) (60 : 40), mac du cac pic tdich nhau hoan toan nhung
thoi gian phan tich dai (14 phut). Do do, h¢ pha dong vai ti I¢ (b) (63 : 37) da duoc
lua chon vi cho thoi gian phéan tich phu hgp (10 phut) va céc pic tach nhau hoan toan.

Khao sat nhiét do cot: Két qua trinh bay ¢ Bang 3.53 va Hinh 3.36.

Bang 3.53. Thong s6 sac ky caa chat phan tich, chuan noi véi nhiét d6 cot khao sat

Thoi gian lwu (phut) Dién tich pic Hé s6 bat dbi
PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
30 6,98 620 9,15 4,20 4100213 1236266 4123126 2026669 1,17 1,05 1,08 1,14
35 6,89 6,12 889 4,05 4215365 1036126 4015615 1951163 1,12 1,13 1,25 1,25
40 652 595 856 3,77 4321352 1155312 3951548 1914521 1,17 1,18 1,06 1,28
45 6,10 555 8115 3,58 4049648 1051456 3911455 1816361 1,11 1,18 1,04 1,66

tO
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Hinh 3.36. Sic ky db khao sét nhiét do cot
Nhdn xét: Khi nhiét d6 cot ting tir 30-45 °C, tin hiéu cua cac chat phan tich
gan nhu khong thay d6i, cac pic xuat hién soém hon. Khi nhiét do trén 40 °C, pic
diazepam mat can d6i (As > 1,5). Do vay, nhiét do cot 40 °C duoc lya chon vi thoi

gian phan tich phu hgp va cho hinh dang pic can xung.

Phyllanthin

iranthin
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Hinh 3.37. Sac ky d6 hdn hop chuan twong wng vai cac toc do dong khao sat

Bing 3.54. Thong so sic ky ctia hdn hop chuan tuong tmg véi toe do dong

F Théi gian luu (phit) Di¢n tich pic Hé s6 bat dbi
(mL/phGt) PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
0,2 7,16 625 9,15 4,10 4228424 1002493 4066669 2241248 1,00 1,09 1,22 1,14
0,3 6,58 591 8,59 3,83 4222905 1087353 3918298 2135246 1,05 1,11 1,03 1,10
0,4 588 528 7,96 3,15 3772178 892150 3595601 1765313 1,16 1,13 1,25 1,15
0,5 552 481 7,52 2,98 3531225 857693 3212482 1589331 1,10 1,14 1,00 1,06
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Nhdn xét: Khi toc d6 dong ting, cac pic Xuat hién sém nhung tin hiéu giam.
Do d6, toc do dong 0,3 mL/phat duoc lra chon vi cho tin hiéu cac chat phan tich cao
hon so véi tée do dong 0,4 va 0,5 mL/phut; déng thoi thoi gian phan tich ngan hon
so véi toe do dong 0,2 mL/phut.

Khao sat thé tich tiém: Két qua trinh bay ¢ Bang 3.55 va Hinh 3.38.
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() Thé tich tiém 2 pL (b) Thé tich tiém 5 L
Hinh 3.38. Sic ky dd tuong ng véi cac thé tich tiém khao sét

Bang 3.55. Thong s6 sic ky cua chat phan tich, chuan noi véi thé tich tiém khao sat

\Y Thaoi gian luu (phit) Dién tich pic H¢ s6 bat dobi
(ML) PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
2 659 590 859 3,82 8928255 2656459 8422133 3612521 1,15 1,26 1,15 1,24

5 6,58 591 859 3,83 4223155 1163266 4091425 1912346 1,07 1,10 1,05 1,09

Nhdn xét: Khi thé tich tiém ting tir 2 uL 1&n 5 pL, tin hiéu (dién tich pic) ting
cao. Tuy nhién, khi thé tich tiém 5 pL thi cac pic bi dan, chiéu rong pic ting. Diéu
nay dan téi kha niang 1y tich phan sic ky d6 khdng chinh xéc. Do vy, thé tich tiém
2 uL la phu hop.

Tir c&c két qua khdo sdt, diéu kién sdc ky thich hop d@é dinh lwong dong thoi 3
lignan phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé 1a: Pha dong:
Methanol — dung dich dém amoni format 5 mM (63 : 37). Cot sac ky: Gemini C18
(100 x 2 mm; 3 um). Nhiét do cot: 40 °C. Nhiét ¢ autosampler: 5 °C. Téc do dong:
0,3 mL/phat. Thé tich tiém: 2 pL. Phat hién: Pau do khéi phd MRM, ESI (+).
3.4.1.4. Khao sat phwong phap xir Iy mau

Phwong phdp tiia protein: Hiéu suat chiét (H %) duoc trinh bay trong Bang
3.56.

Nhan xét: Két qua khao sét cho thay phuong phap xir Iy mau bang cach taa

protein cho hiéu suat chiét cua hypophyllanthin 16n hon 110 %. Piéu nay ching to
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phuong phap tia gay nén sy anh huong nén mau (matrix effect) theo kiéu ting cuong
ion (ion enhancement). Do vay, phuong phap tiia khdng phi hop dé xt Iy mau.

Bang 3.56. Hiéu suat chiét cac chat tir huyét twong tho véi 2 dung mdi taa (n = 6)

Miu H % — Tua véi methanol H % - Tua véi acetonitril
PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
1 109,49 135,62 118,95 111,18 92,66 126,11 99,00 95,60
2 109,00 129,36 112,70 108,02 97,72 130,48 99,04 90,23
3 106,82 123,99 116,72 111,35 100,96 133,93 97,70 96,29
4 110,82 129,07 118,20 106,26 91,28 126,09 96,93 93,98
5 104,70 129,91 108,37 106,04 9581 129,09 98,09 86,78
6 100,70 136,91 128,37 110,04 101,49 119,13 93,82 93,66
B 106,92 130,81 117,22 108,81 96,65 127,47 97,43 92,76
RSD

% 3,50 3,63 5,75 2,19 4,36 3,95 1,99 3,89

Phwong phdp chiét léng — léng
Khao sat dung mai chiét: Két qua khao sat dung mdi chiét dugc trinh bay &
Bang 3.57.
Bang 3.57. Két qua khao sat dung moi chiét (n = 6)

Hiéu suat chiét (%)

Dung mai chiét

PLT HPL NRT DAZ

tert-Butyl methyl Trung binh 66,06 66,42 70,14 68,25
ether RSD (%) 1,58 5,56 1,53 5,34

Ethyl acetat Trung binh 81,87 70,63 90,10 79,01
RSD (%) 12,06 16,37 12,84 18,42

n-Hexan Trung binh 91,87 92,24 95,69 85,74
RSD (%) 2,80 1,71 1,28 131

Nhdn xét: Cac dung mdi chiét khao sat déu chiét dugc cac chat phan tich voi
hiéu suat khac nhau. Trong d6, khi chiét bang n-hexan cho hiéu suét chiét cao hon
han so vai khi chiét bang t-butyl methyl ether va ethyl acetat. Hon nita, khi chiét bang
ethyl acetat thi hiéu suat chiét knong on dinh (RSD > 10 %). Do d6, n-hexan dugc
chon Iya dé 1am dung méi chiét long - long.

Khio sat thé tich dung maéi chiét: Tién hanh chiét mot lan dé khao sat thé
tich dung mdi chiét vai dung moi va diéu kién di chon (n = 6) dé tinh hiéu suét chiét.
Bang 3.58 tom tit két qua khao sat thé tich dung mai chiét n-hexan.

Nhgn xét: Khi thé tich dung mai chiét cang tang dan tir 2-3,5 mL thi hi¢u suat

chiét ciing tang dan theo, tuy nhién thé tich dung mdi chiét tir 3 mL tré 18n khdng c6
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su khéc biét dang ké vé hiéu suat chiét. Do do, thé tich 2,5 mL dung mdi n-hexan
dung dé chiét 1a phu hop.
Bang 3.58. Két qua khao sat thé tich dung mai chiét n-hexan (n = 6)

Thé tich dung Hiéu suat chiét (%)
mai chiét (mL) PLT HPL NRT DAZ
) Trung binh 81,94 81,15 82,96 74,25
RSD (%) 3,45 1,15 3,36 3,15
55 Trung binh 91,87 92,24 95,69 85,74
' RSD (%) 2,80 1,71 1,28 1,31
3 Trung binh 92,14 93,27 94,25 84,99
RSD (%) 3,28 1,15 0,95 2,58
35 Trung binh 93,62 92,92 96,30 86,25
’ RSD (%) 1,17 2,08 5,25 3,33

Khao sat sé lan chiét: Két qua tom tit khao sat s6 lan chiét vai thé tich mdi
lan chiét 1a 2,5 mL n-hexan dugc trinh bay & Bang 3.59.
Bang 3.59. Két qua khao sét sb 1an chiét (n = 6)

S6 1an chiét Hiéu suit chiét (%)

(lan) PLT HPL NRT DAZ

1 Trung binh 55,26 58,73 63,37 44,58

RSD (%) 3,57 3,62 2,58 1,73

5 Trung binh 91,87 92,24 95,69 85,74

RSD (%) 2,80 1,71 1,28 1,31

3 Trung binh 94,25 95,76 96,69 87,75

RSD (%) 3,36 4,59 2,58 1,76

Nhdn xét: Sau 2 Ian chiét, hiéu suat chiét caa hau hét cac chat déu trén 85%.
Khong c6 su khac biét dang ké gitra chiét 2 1an va 3 1an nén sé lan chiét duoc chon
la 2.

Tur cac két qua khao sat, quy trinh xi Iy mau huyét fuwong thé dwoc dé xudt nhuw
sau: Lay chinh xac 200 pL huyét twong thd ¢6 chtra cac chat phan tich cho vao ong
nghiém. Thém 10 pL dung dich chuan noi diazepam nong do 1000 ng/mL trong
methanol, lic 10 gidy. Chiét 2 1an véi n-hexan, mdi lan 2,5 mL, lac xody 1 phut, lac
300 vong/phat trong 5 phut, ly tdm 4000 vong/phat trong 5 phat ¢ nhiét do phong,
lay dich trong, gop dich chiét va bc hoi dung mai téi can bang khi nito ¢ 40 °C. Hoa
tan can trong 200 puL methanol, lic xody 1 phdt, siéu &m 5 phat, ly tam 4000
vong/phut trong 5 phat ¢ nhiét @6 0 °C, loc qua mang loc 0,22 pm.
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3.4.1.5. Xac dinh khoang nong dé dinh lueng

Céac két qua tham do va xdy dung phuong phap sic ky cho phép xay dung
dugc khoang nong d6 dinh lwong céc hoat chat, duoc trinh bay trong Bang 3.60.
Ngoai ra, ¢ dap wng phan yéu cau tinh tuyén tinh va dac hiéu, can chuan bj thém
mau trang va mau khong. Trong d6, mau tring 1a mau khéng cd chuan noi con mau
khong 13 mau dugc thém chuan noi.

Bang 3.60. Nong d6 cua cac hoat chit trong huyét twong tho

Chat Nong dé cac hoat chit trong huyét twong (ng/mL)
S-1
(LLOQ) S-2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 LQC MQC HQC
PLT 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40
HPL 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40
NRT 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20 50 0,3 25 40
IS 50

3.4.1.6. Tham dinh quy trinh phan tich

Két qua tom tit tham dinh quy trinh dinh lugng dong thoi phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin trong huyét twong tho bang ki thuat LC-MS/MS theo
huéng dan caa US-FDA, EMA va DPVN V duoc trinh bay ¢ Bang 3.61. Hinh 3.39
minh hoa sic ky d6 huyét twong trang. Hinh 3.41. minh hoa sic ky d6 mau gia lap
chtra chat phan tich & nong d6 LLOQ.

1:Phyllanthin 436.00>151.10(+) CE: -33.0
7504
500+

2-Flypophylanthin 261.205231.10() CE: -14.0
{l

2001 ||

100+

3:Niranthin 449.95>369.20(+) CE: -18.0
5007

4004

4:Diazepam 285.00>154.05(+) CE: -28.0

2004

100

00 10 " 20 " 30 7 40 " "so " 60 70 8o 9o min

Hinh 3.39. Séc ky d mau huyét twong tréng
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1:Phyllanthin 436.00>151.10(+) CE: -33.0

10000]

5000+

R:Hypophyllanthin 261.20>231.10(+) CE: -14.0 M
»000F TYPOPAY ® N

1000+
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[3:Niranthin 449.95>369.20(+) CE: -18.0

50004

2500+

7 Diazepam 285.00>154.05(+) CE: -28.0
200000]

1000004

00 10 2.0 3.0 40 50 6.0 70 8.0 90  min

Hinh 3.40. Sic ky dd mau huyét trong gia 1ap & ndng 6 LLOQ

Hinh 3.40 minh hoa sic ky d6 mau huyét trong & ndng do 25 ng/mL (véi PLT,
HPL, NRT va IS).

1:Phyllanthin 436.00>151.10(+) CE: -33.0

2500004

2:Hypophyllanthin 261.20>231.10(+) CE: -14.0
500001

250004

0 / \__ P

3:Niranthin 449.95>369.20(+) CE: -18.0

2000004

1000004

#:Diazepam 285.00>154.05(+) CE: -28.0
2000001

1000004

0.0 10 20 30 40 50 6.0 70 8.0 90  min

Hinh 3.41. Sac ky &6 mau huyét trong & nong d6 MQC
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Hinh 3.42. Céng thac phan tir va phd khéi (ion phan tir va ion phan manh) cua
PLT, HPL, NRT va IS ¢ ciing nong do 1 pg/mL.
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Bang 3.61. Tom tat két qua tham dinh phuong phap

STT Chi tiéu Két qua
Mau LLOQ c¢6 céac pic PLT (6,735 phut), HPL (6, 145 phut), NRT
(9,048 phut) va IS (3,813 phat). Mau huyét tuong tring khong xuit
hién pic tai thoi gian luu cua PLT, HPL, NRT va IS. Tin hi¢u dap
1 Tinh déc hiéu g ctia miu tring tai thoi diém trang véi thoi gian luu cua HPL,
(n=6) HPL Va NRT khong vuot qua 20 % tin hiéu dap ng cua chat phén
tich & nong d6 LLOQ. Tin hiéu dap ung clia miu trang tai thoi diém
trang vdi thoi gian luu cia chuén néi khong vuot qua 5 % tin hiéu
dap ung ctia chuén ndi & mau LLOQ.
Gici . O nong d6 0,1 ng/mL (PLT, HPL va NRT) déu cho ty s6 S/N 16n hon
idi han dinh . A an s . in , LA
2 lurone dudi 5, dat d0 chinh xéac va dg dl{ng tl}eo qui dinh, dle_:p t}gh cua chat phan
ong A A XD, ¢ A NP A A s
(n=6) tich 16n Pon SA lar{ so v6i mau trang tai cung thoi diém, nong do nay
duogc chap nhan 1a gidi han dinh lugng dudi (LLOQ).
\ PN Phuong trinh hoi quy tuyén tinh véi trong s6 1/[nong do]? = 1/x%:
3 Er%(:;% ﬁB;ZQ ;/.ih - PLT (0,1-50 ng/mL): y = 0,0630x + 0,0008; R? = 0,9923
(n = 10) - HPL (0,1-50 ng/mL): y = 0,01845x + 0,0021; R* = 0,9899
- NRT (0, 1-50 ng/mL): y = 0,0528x + 0,0037; R* = 0,9920
Do dung va do O 4 mirc ndng d6 LLOQ, LQC, MQC va HQC:
4 chinh xac trong - PLT (85,59 % - 119,35 %; CV: 5,27 % - 10,96 %)
ngay va khéac - HPL (82,35 % - 118,66 %; CV: 5,97 % - 11,52 %)
ngay (n = 18) - NRT (85,41 % - 119,29 %; CV: 3,17 % - 11,57 %)
O 3 mirc nong d6 LQC, MQC va HQC:
Hicu suAt chidt - PLT (89,48 % - 100,69 %; CV: 2,05 % - 4,53 %)
5 (" z 6) - HPL (88,42 % - 102,04 %; CV: 1,56 % - 7,35 %)
- NRT (99,36 % - 103,73 %; CV: 1,22 % - 4,55 %)
- 1S (93,79 % - 98,07 %; CV: 2,06 % - 5,20 %)
Dung dich chuan géc on dinh ¢ -20 °C trong it nhat 30 ngay. Chat
6 Do 6n dinh phan tich trong huyet tuong 6n dinh ¢ nhiét ¢ phong 25 °C trong 6
(n=6) gio, budng tiém mau 5 °C trong 24 gio, sau 3 chu ky dong - rd dong
va & -70 °C trong vong 30 ngay.
Anh huong G‘ié tri ‘IS-normalized matrix factor’ cua PLT, HPL, NRT ¢ muc
7 nén mau nong d6 LQC va HQC c6 gia tri CV lan luogt 1a 3,57 % - 7,64 %;
(n=6) 3,07 % - 12,18 %i 3,32 % - 8~,57 %. Phuong phap phan tich c6 bi anh
hudng boi nén mau nhung van nam trong mirc cho phép.
Luong mau tan Tiém lap lai 6 ‘le‘”ln n~1§1u co péng do cao nhét’ (ULOQ) Vé' mau tréng,
8 du (n = 6) sau d6 tiém 6 lan mau C('Z n(‘)pg do LLOQ. Két qua cho thay khong co
anh huong cua luorng mau ton du do6i vai ca PLT, HPL, NRT va IS.
Chuan bi 6 mau huyet tuong & nong d6 50 ng/mL (v6i PLT, HPL va
NRT) Pha lodng 2 lan bang huyét tuong tring, sau d6 xir Iy miu va
9 Hé sd phalodng  tién hanh phan tich. Két qua d6 dung trung binh ciia PLT, HPL va

(n=6)

NRT lan luot 14 97,46 %; 102,97 % va 103,82 % véi gia trj CV lan
luot 1a 3,77 %; 5,22 % va 10,47 %. Vay quy trinh x@r Iy mau da xay
dung khong bi anh hudng boi su pha lodng.




115

3.4.2. Panh gia mét s6 théng sé6 dwoc ddng hoc cia cao chuan héa diéu ché tir
Diép ha chau ding

Tién hanh phén tich mau huyét twong tho theo quy trinh da dugc tham dinh.
Phan tich dugc dong hoc dua trén cac dir li€u cua 12 con. Két qua néng dd cac chat
phan tich phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va do thi biéu dién ndng d6 cac chat
theo thoi gian cua ting ca thé duge trinh bay & Phu luc 16. D6 thi biéu dién ndng 46
chat trung binh theo thoi gian duoc trinh bay & Hinh 3.43, Hinh 3.44, Hinh 3.45.

Tir nong d6 chat phan tich trong huyét tuong & cac thoi diém, tinh toan cac
thong s6 duogc dong hoc cua tung cé thé va dugc dong hoc trung binh, két qua dugc
trinh bay ¢ Bang 3.62.

16 -
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10 1

Néng d6 (ng/mL)
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L L L L
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Hinh 3.43. Db thi biéu di&n nong d6 phyllanthin trung binh theo thoi gian

Néng do (ng/mL)

7
6
5
4 4
3
2
1
0
1

Thei gian (gid)

Hinh 3.44. D6 thi biéu dién nong do hypophyllanthin trung binh theo thoi gian
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Néng dé (ng/mL)

O =2 2 NN W W e B~ oo
I O O Oy By H|

[e=18 2

0 2 4 6
Thoi gian (gio)
Hinh 3.45. Db thi biéu dién ndng d6 niranthin trung binh theo thoi gian

Bang 3.62. Cac thong sb dugc dong hoc trung binh ctia cac chat phan tich

Thong sé Phyllanthin Hypophyllanthin Niranthin
(Trung binh £SD)  (Trung binh £SD) (Trung binh £ SD)
Tmax (Qi0) 0,24 0,26 0,24
Cmax (Ng/mL) 14,625 + 1,88 5,913 +£0,82 4,408 + 0,45
AUCo.t (ng.gio/mL) 9,694 +0,71 4,172 + 0,39 3,135+ 0,24
AUCq.. (ng.gid/mL) 10,150 + 0,61 4,503 + 0,42 3,497 + 0,38
T2 (Qi0) 1,78 1,17 1,41

AUCo/AUCo-. (%) 95,51 92,65 89,66




117

CHUONG 4. BAN LUAN
4.1. CHIET XUAT, PHAN LAP, TINH CHE VA XAC PINH CAU TRUC, PO
TINH KHIET CUA CAC CHAT PHAN LAP PUQC
4.1.1. Chiét xuét, phan lap, tinh ché cac chit phan 1ap duoc

Quy trinh chiét xut, phan 1ap cac chat tinh khiét bat dau voi viéc tham do
dung mdi chiét nham chiét duoc chat can phan 1ap. Can ctr theo cac tai liéu vé hoa
thuc vat, cac chat chuyén hoa cap 2 trong Diép ha chau thudc nhom phan cuc trung
binh. Cac hop chat trong Diép ha chau bao gdom lignan, flavonoid, tannin
(ellagitannin), polyphenol, triterpen, sterol va alkaloid [83]. Bic biét, hop chat phenol
lignan trong Diép ha chau la phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin va
phyltetralin, 1a cac chat & dang aglycon, co tinh bao vé gan va chéng ung thu. Dung
mdi sir dung cho chiét xuat v&i bo phan dung trén mat dat cua Diép ha chau déng co
d6 phan cuc trung binh thi méi loai dugc thanh phan clorophyl.

Phuong phap chiét xuit st dung thudng quy trong phong thi nghiém Ia phuong
phap ngdm. Phuong phap nay don gian va tranh duoc nhiéu tap tuy thoi gian 1au hon
phuong phap chiét xuat khac. Mot sb cong trinh nghién ciru ciing da dung phuong
phap ngdm véi cac dung méi nhu n-hexan, ethyl acetat, methanol, ethanol dé phan
lap cac lignan [27], [29], [50], [54], [67], [74], [92].

Viéc tham do chiét cao toan phan véi cac loai dung méi c6 do phan cuc ting
dan khao sat 1a dicloromethan, cloroform, aceton, ethyl acetat, ethanol 96 % va
ethanol 70 %, két qua dung méi dicloromethan duoc lya chon. Chiét bang dung méi
ethanol 70 % va cloroform cho khéi luong cao chiét cao hon. Tuy nhién, khéi luong
cao thu dugc khong phan anh day du hiéu suat chiét xuat chat can nghién ctru. Trong
sO cac dung moi khao sat, chiét bang dung mdi dicloromethan, cloroform, ethyl acetat
va ethanol 90 % cho SKLM rd nét hon, nhung dung moi cloroform doc hon. Vi thé,
chon dung moéi dicloromethan, ethyl acetat va ethanol 90 % dé khao sét tiép theo trén
sac ky cot. Khi khao sat bang SKLM, cao dicloromethan cho céc vét tach kha rd, hiéu
suat chiét cao va it doc hon so vai cloroform. Khi khio sat bang sic ky cot thi cao
dicloromethan cé nhiéu vét phan doan hon va tach nhau ré rang so véi cao ethyl acetat

va cao ethanol 96 %. Cot sac ky cao ethanol 96 % co6 mot phan doan chira hop chat
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mau vang ra theo cing nhiéu phan doan khéc, s& gay kho khan cho qua trinh tinh ché
sau ndy. Vi vy, dung cao chiét bang dung méi ethyl acetat hodc dicloromethan dé
tién hanh sic ky cot & quy mé 16n hon nhung hiéu suét chiét cao toan phan bang ethyl
acetat thép hon dicloromethan. Mit khéac, dé xac dinh chinh xac hon kha nang chiét
xudt chit can nghién ctru, tién hanh dinh luong bang HPLC, két qua cho thiy luong
phyllanthin va hypophyllanthin chiét dugc cao hon hai dung mai ethyl acetat va
ethanol 96 %. Viéc sir dung dung moi dicloromethan tir 1000 g duoc liéu, thu duoc
60 g cao dicloromethan vai hiéu suat 6 % so véi nghién ciru trude day st dung ethanol
96 % vai hiéu suat chiét 1a 12 % tir 10 kg duoc liéu [3]. Hiéu suat chiét thip hon co
thé do it phan phan cuc hon vi dung méi dicloromethan hoa tan cac chat phan cuc
trung binh va loai di cac hop chat phan cuec.

Viéc phan lap duoc tién hanh dua trén sic ky cot dé tach cac phan doan va cac
chat tinh khiét. Tuy nhién, khi phan Iap céc chat c6 d6 phan cyuc tuong tir nhau bang
sac ky cot voi silica gel s& gip kho khin. Trong truong hop nay, phuong phap thudng
dung 1a sic ky pha ddo C8 hay C18 véi hé dung méi phan cuc trén hé théng bom tao
ap suat trung binh hay ap suit cao.

Khi tach cac phan doan bang sic ky cot, phuwong phap chon hé dung méi cang
don gian cang tdt, chi nén gém hai thanh phan va cac vét c6 di chuyén, tach rd, khdng
kéo vét dai. Tiép theo cong trinh nghién ciru cua nhém tac gia Lir Thi Kim Chi,
Nguyén Ngoc Vinh [3], st dung hé dung mdi rira giai la n-hexan — ethyl acetat véi
d6 phan cuc ting dan va diéu chinh ti 1& thay doi tir (100 : 0) dén (80 : 20) thu duoc
13 phén doan, trong d6 phan doan IV ¢6 mot vét chinh va hai vét phu, phan doan VII
c6 hai vét chinh, phan doan X c6 mot vét chinh mau do6 nau, phan doan XII ¢6 hai vét
chinh va phan doan XIII c¢6 mot vét chinh mau xanh. S6 phan doan thu dugc nhiéu
hon s6 phan doan ctia nhom tac gia trén, diéu nay c6 thé gilp cho viéc tach cac chat
can phan lap dugc thuan loi hon.

Nham loai tap va tinh khiét héa cac hop chat phan 1ap, cac phuong phap tinh
ché da duoc sir dung. Phuong phéap don gian la két tinh lai trong dung méi thich hop.
Phuong phap nay can cé thoi gian tham do dung méi va chi ap dung véi chat két tinh.

Mot phuong phap khac dugc ap dung la taa trong dung méi nho su khac biét vé tinh
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tan ctia chat can phan 1ap véi cac tap. Phuong phap khac ciing duoc ap dung la dung
sac ky diéu ché, phuwong phap nay véi dau do co thé tach cac chat ra nhanh chong tuy
nhién lugng mau nap khéng nhiéu.

Véi ky thuat sac ky cot, thu duoc hop chat PA; (10 mg) tir phan doan IV. Vi
ki thuat sac ky diéu ché trén cot pha thuan cta phan doan VII tach duoc hai hop chat
PA;va PAs; trén cOt pha dao ctia phan doan XII tach dugc hai hop chit PAs va PAs.
Két tinh lai sau khi sac ky cot c6 dién thu duoc hop chat PA4 tir phan doan X va hop
chat PA7 tir phan doan XIII. Cac hop chat PA;, PAs PAs PAs va PAsco do tinh khiét
sau phan 1ap cao tir 95,07 % - 99,76 %. VV&i d6 tinh khiét nay, viéc xac dinh cau trac
dé dang hon. Luong mau PA1 tach duoc khong nhiéu (10 mg) va d6 tinh khiét khong
cao (89,24 %), do d6 chua tién hanh xac dinh cAu trac va céac thir nghi¢m khac.
4.1.2. Xac dinh céu tric, dj tinh khiét cac chat phan lap duoc

Bién luan ciu tric phyllanthin

Cong thirc phan tir ciia PAg 1a Ca4H3406 voi d6 bat bao hoa o = 8. Cong thuc
nguyén véi 24 C trong khi d6 phé DEPT cho 12 tin hiéu C ching to trong cong thirc
c6 su d6i xang. Trong cac tin hiéu DEPT c6 cac 6 tin hiéu olefin 111,6-148,4 ppm
chung to trong cau trac co ciu tao vong. Ngoai ra cé 3 tin hiéu —OCHs & 55,2-58,1
ppm. Quan sat cac tin hiéu proton trudng thap 6,53-6,81 ppm la proton sp2 Ngoai ra
c6 3 tin hiéu singlet ¢ 3,21-3,71 ppm la cac proton sp® cia nhom —OCHs. Quan sat
c4c tin hiéu nay trén HMBC cho thay c¢6 2 tin hiéu twong quan v&i truong thap (146,9-
148,5 ppm) chang to ¢6 2 nhém —OCHs géan trén nhan thom va 1 tin hiéu twong quan
v6i 72,1 ppm chang té 1 nhom OCHs géan trén day nhanh. Ngoai ra, trén pho 3C-
NMR c6 cac tin hiéu 34,1-39,8 ppm I tin hiéu C day nhanh. Dya vao MS, d6 bat bio
hoa, tinh ddi xang, cac tin hiéu quan sat trén NMR va so sanh dit liéu pho véi cac dix
liéu, viéc xac dinh ciu trac PAs la phyllanthin Ia hoan toan phu hop.

Bién luan cau tric hypophyllanthin

Cong thuc phan tir ciia PA4 1a Ca4Hs007 tuong tng véi do bat bao hoa o = 10.
Quan sat trén phd DEPT c¢6 24 tin hiéu C chung to cong thirc PA4 khong cé tinh doi
xtng nhu PAs. Quan sat trén pho 3C-NMR c6 12 tin hiéu truong thap 106,5-148,6
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ppm ching to trong cdng thirc ¢6 2 vong thom, véi do bat bao hoa la 10, cong thic
PA4 con c6 thém 2 vong nita. Hon nira, phd *C-NMR ¢6 5 tin hiéu —OCH3 & 55,8-
58,9 ppm tuwong trng vé&i 5 tin hiéu singlet cua proton sp® ¢ 3,31-3,85 ppm. C6 3
proton nay tuong quan HMBC vdi cac carbon olefin ching té ching dugc gan trén
vong thom, cac tin hiéu con lai thuoc day nhanh. Trén phd 3C-NMR c6 cho thay tin
hiéu carbon acetal vai 101,1 ppm. C6 2 tin hi¢u carbinol dugc quan sat ¢ 71,8 ppm
va 75,8 ppm. Day nhanh dugc xac dinh vai cac tin hiéu 13C-NMR vai do dich chuyén
33,3-45,4 ppm. C6 4 tin hiéu proton 6,31-6,72 ppm dugc ghi nhan trén *H-NMR.
Tong hop cac dit lieu MS, do bat bio hoa, NMR va cac tai liéu céng bb, PAs dugc
xac dinh la hypophyllanthin la hoan toan phu hgp.

Bién luan ciu tric phyltetralin

Cong thirc phan tir cia PAs 13 CasH3206 twong tng voi d6 bat bio hoa o = 9.
Viéc giam di 1 oxy cua PAs so vai niranthin va do bt bao hoa ciing tuong tu nhu
niranthin sé vong hay ndi déi ciing tvong tu nhu niranthin. Viéc mat di 1 tin hiéu
proton singlet cua proton sp® & ving 3,31-3,85 ppm ching to kha nang mét 1 nhom
—OCHs. Ngoai ra, khdng ton tai tin hiéu carbon acetal & 101,3 ppm chuang té vong 5
cua niranthin bi mé va dé dam bao d6 bat bio hoa la 9 thi tn tai vong 6 canh trong
cong thirc hypophyllanthin, trong khi dé c4c tin hiéu carbon olefin van ngit nguyén.
Két hop voi cac dir lisu pho MS, NMR, PAs dugc xéac dinh phyltetralin 1a hoan toan
phu hop.

Bién luan cau tric nirtetralin

Nirtetralin c6 cong thicc phan tir CaaHsO7 1a dong phan cua hop chat
hypophyllanthin. Viéc phan biét hai chat ndy dua vao quan sat twong quan HMBC.
Proton ctia nhém —OCHj3 cta hypophyllanthin c6 twong quan véi carbon trong vong
dioxolan va Ci c6 d6 dich chuyén 16n hon proton —OCHs cua nirtetralin ciing c6
tuong quan v4i vong dioxolan nhung cé twong quan voi C7 ¢ do dich chuyén thap
hon. Nirtetralin c6 tac dung anti-HBsAg t6t nhat trong thir nghiém tham do tac dung

ctia 25 thanh phan phan 1ap tir cac loai Phyllanthus trén virus viém gan B.
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So sanh ciu tric cac hep chat phan lap dwoc

OCHs

Niranthin
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>
Phyltetralin

Hinh 4.1. Cau tric héa hoc cac lignan phan 1ap dugc
Phé 13C-NMR

V& cau trac cac lignan cé cac diac diém chung la nhan benzen vai cac do dich
chuyén tir 106-150 ppm. Cac nhom —OCHs véi do dich chuyén tir 55-59 ppm. Khi ¢o

tin hiéu khoang 101 ppm cho thay co6 sy hién dién ciia vong 1,3-dioxolan. Cac tin
hig¢u khac coé gia tri tir 33-42 ppm.

Phé 'H-NMR

Quan sat pho *H-NMR, cac lignan co6 cac tin hiéu proton olefin véi @6 dich
chuyén tir 6,3-6,9 ppm. Cac proton nhéom —OCHj3 ¢6 d6 dich chuyén 3,2-3,7 ppm va
la nhitng tin hiéu singlet. Cac tin hi¢u con lai khoang 1,9-3,3 ppm.
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Phan bi¢t hep chdt hypophyllanthin va nirtetralin

Hai hop chat nay la dong phan vi tri cia —OCHs va vong 1,3-dioxolan. Viéc
phan biét hai ddng phan nay dua theo quan sat HMBC cua nhom —OCHs & vij tri 3
dbi voi hypophyllanthin. Trong luan an nay, proton ciia nhém nay c6 tuong quan voi
2 va 1 nén hop chat thu duoc la hypophyllanthin.

4.2. XAC PINH CHAT LUQNG VA THIET LAP CHAT POI CHIEU

Tir 60 g cao dicloromethan chiét tir 1 kg bot Diép ha chau diang, sau khi phan
lap thu duoc 1730 mg chat PAs xac dinh 1a phyllanthin, 400 mg chit PA4 xac dinh 1a
hypophyllanthin, 190 mg chat PA, xac dinh 1a niranthin, 250 mg chit PAs x4c dinh
la nirtetralin va 60 mg chat PAs xac dinh 1a phyltetralin. Qui trinh chiét xuit, phan
1ap thu dugc cac hop chat duoc xac dinh 13 thanh phan lignan chinh trong Diép ha
chau dang. Phyllanthin va hypophyllanthin duoc phan lap sau khi trién khai qua cot
va két tinh trong ethanol tuyét ddi. Niranthin, nirtetralin va phyltetralin dwgc phan 1ap
bang sic ky diéu ché sau khi trién khai qua sic ky cot. Cac hop chat lignan chinh
phan 1ap dugce déu ¢ do tinh khiét sic ky 16n hon 95 %, dap tng yéu cau ding lam
chét di chiéu.

Két qua nghién ctru ciing cho thiy qui trinh phan 1ap phyllanthin dugc cai tién
hon, c6 hiéu suat cao hon nhiéu so véi cac cong bd trong nude trude day tir 10 kg bot
duoc liéu thu dugc 30 mg phyllanthin [8] va tir 9 kg bot duoc liéu thu dugc 890 mg
phyllanthin [3]. Kassuya va cong su dd phan lap dong thoi 5 lignan: nirtetralin,
niranthin, hypophyllanthin, phyltetralin va phyllanthin tir dich chiét cao n-hexan cua
Phyllanthus amarus nhung chi xac dinh cac chat phan 1ap bang SKLM, chua xac dinh
d6 tinh khiét cac chét phan lap duoc [40].

Trong ndi dung nghién ctru, dé tai van tién hanh phan 1ap va xac dinh ciu tric
hop chét phyllanthin do 1a chat diém chi chinh trong Diép ha chau déng nhung khong
danh gia chat d6i chiéu vi nhom tac gia Lit Thi Kim Chi, Nguyén Ngoc Vinh [3] da
thiét 1ap chat chuan phyllanthin va Vién Kiém nghiém Thudc TP. Ho6 Chi Minh da
thuong mai hoda trén thi truong. Dya vao khdi lugong chét tinh khiét phan 1ap duoc,
hypophyllanthin va niranthin dugc thiét lap dung lam chat ddi chiéu va danh gia chat

luong so sanh lién phong boi 3 phong thi nghiém dat GLP, ISO 17025. Ngoai ra, do
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luong nirtetralin phan 1ap dugc khoéng nhiu va gia thanh chit chuan nirtetralin
thwong mai rat cao (hon 500 USD/ 1 mg) nén chi xac dinh d6 tinh khiét sic ky boi 2
phong thi nghiém dé c6 thé dung 1am chat dbi chiéu trong pham vi ndi dung nghién
cru cia dé tai cho phan khao sat qui trinh dinh lugng ddng thoi bon lignan
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin trong Diép ha chau dang. Luong
phyltetralin phan lap duoc it (60 mg) va do tinh khiét dat 95,07 % nén chua khao sat
tiép theo. So véi muc tiéu nghién ctru thi dé tai da dat duoc thiét 1ap hypophyllanthin
va niranthin dung 1am chat d6i chiéu.

Vi két qua ciia qui trinh chiét xuét, phan 1ap nay, cac hop chat phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin c6 thé thu nhanh véi luong Ién mot cach hiéu qua, dat
do tinh khiét cao (> 97 %) va c6 thé thiét 1ap dung 1am chat dbi chiéu. Bén canh do,
cac hop chat nirtetralin va phyltetralin ciing c6 thé duoc phan lap dung lam chét déi
chiéu. Qua d6, két qua nghién ctru cua luan an da dong gop rét 16n, giap cho cac nha
nghién ciru 6 thé phan 1ap cac hop chét lignan chinh trong Diép ha chau ding gdm
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin va phyltetralin tinh khiét dung dé
thiét 1ap chét chudn thun loi hon. Va cho dén nay, chua thdy cong trinh nghién ctru
nao trén thé gii cong bd chiét xuit, phan 1ap dugc 5 hop chit lignan nay dong thoi
tir Phyllanthus amarus véi luong thu duge chét tinh khiét 16n c6 thé dung 1am chét
dbi chiéu. Dong thoi, luan an cling di xdy dung day du bo hd so thiét 1ap chat dbi
chiéu hypophyllanthin va niranthin, bao gdm: Quy trinh chiét xuét, phan lap chat déi
chiéu tir cao Dié¢p ha chau déng va bo dir liéu phé nghiém ctia moi chat.

4.3. PIEU CHE VA TIEU CHUAN HOA CAO DIEP HA CHAU PANG
4.3.1. Xay dwng va tham dinh quy trinh dinh lwong ddng thai 4 hop chat lignan
trong Diép ha chau ding bang phwong phap HPLC

C6 nhiéu cong trinh nghién ctru phan tich cac hop chat lignan trong Diép ha
chau da cong bd bang nhiéu phuong phap khac nhau nhu sic ky 16p mong hiéu ning
cao (HPTLC), sic ky khi (GC), sac ky khi khdi pho (GC-MS), sic ky 16ng hiéu ning
cao voi dau do tir ngoai (HPLC-UV), dau do huynh quang (HPLC-FL), dau do dién
hoa (HPLC-ECD) va sic ky 1ong hiéu ning cao khbi phd (HPLC-MS).
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Nhiéu phuong phap HPTLC ciing dugc ding dé dinh lugng dong thoi
phyllanthin va hypophyllanthin. Tuy nhién, phuong phap HPTLC c6 nhiing han ché,
chang han nhu kha ning phén giai phyllanthin kém v&i cac lignan khac, thiéu do tai
1ap va hiéu qua vé chi phi, do dic hiéu thap dé dinh luong lignan chinh, phyllanthin
[22]. Phuong phap HPLC dau do huynh quang va dau do UV ciing dugc dung tuy
nhién khong dat do phan giai gitta phyllanthin va hypophyllanthin. Mat khac, cac
phuong phap GC-MS va HPLC-MS c6 d6 nhay va d6 tin cdy cao. Tuy nhién, nhiing
thiét bi phan tich nay rat dit tién cho nén tinh sin c6 cling han ché. Do d6, can co su
phat trién cta cac phuong phap khac don gian va dang tin ciy dé phan tich dong thoi
cac lignan.

Déi véi phuong phap HPLC thi da sé cac nghién ctu di cong bd dinh luong
phyllanthin, hypophyllanthin trén cot pha ddo C8 hoic C18 véi pha dong c6 thé chua
methanol/ acetonitril — nudc/ acid phosphoric 0,1 %/ dém phosphat pH 2,8 theo ti I¢
dang dong hoidc chuong trinh rira giai gradient.

Tai liéu Herbal Medicines Compendium cta USP dua ra chuyén luin riéng
danh cho Phyllanthus amarus, str dung phwong phap HPLC dé dinh tinh bang cach
so sanh thoi gian luu twong d6i cua hypophyllanthin, niranthin v6i phyllanthin trén
sic ky d0 va dinh luwong lignan dua trén ham luong cua hypophyllanthin va
phyllanthin [98]. Trong d6, ham Iugng cua hypophyllanthin dugc tinh dua vao ham
lwong phyllanthin véi mot hé s chuyén doi. Xét thdy viéc xac dinh ham luong
hypophyllanthin nhu vay chua chinh x4c vi véi dugc lidu c6 nguon gdc khac nhau,
diéu kién, dung moi chiét xuat khac nhau thi ti 1& ham luong phyllanthin va
hypophyllanthin c6 thé khong giéng nhau.

Sau khi tién hanh sic ky thyc nghiém trén cot sac ky Luna C18 (25 cm x 4,6
mm; 5 um) theo quy trinh USP, nhan thay thoi gian sac ky dai, kha nang tach cac pic
khong tot va thoi gian phén tich dai nén tién hanh xay dung quy trinh phén tich méi
dinh lugng dong thoi phyllanthin va hypophyllanthin phu hop véi diéu kién san co
cua phong thi nghiém.

C6 nhiéu yéu t6 anh hudng dén kha ning tach (Rs) va hinh dang pic (As) cia
mot chét khi phan tich bang k¥ thuat HPLC-PDA: Pha tinh, loai dung mdi, ti 1¢ dung
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moi cuia pha dong, nhiét do cot, toc d6 dong, budc séng phat hién, thé tich tiém mau.
Trong d6, tbc 6 dong, nhiét do cot, thé tich tiém mau, budc séng phat hién it anh
hudng dén hai thong s6 As va Rs trong phan tich. Qua nhiéu khao sat thuc nghiém
tham do, cac yéu t6 anh huong dua vao diéu kién sic ky dinh luong theo USP, nhan
thay ti 16 dung moi pha dong dong vai trd quan trong dén ca Rs va As va thoi gian
phén tich.

K§ thuat HPLC-PDA trong nghién ctru nay giéng véi cac nghién ctru d cong
bb. Tuy nhién, diéu kién sic ky dugc khao sat cai tién dugc kha ning phan tach céac
pic so v6i cac diéu kién sic ky da cong bd. Nghién ctru nay da str dung cot pha dao
Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 um), pha dong methanol — acid phosphoric 0,1 %
v6i chuong trinh dang dong (60 : 40), tc do dong 1 mL/phut. Voi diéu kién sic ky
nay thi thoi gian phan tich khoang 40 phut giéng theo USP nhung ¢6 nhiéu wu diém
hon 1a: st dung pha dong khong chira hé dém c6 mudi vo co (KH2PO4) gitip han ché
nhiém ban c6t nén c6 thé tiém duoc nhiéu mau va gitp bao vé cot phan tich, kéo dai
tudi tho cot; téc dd dong it hon nén lugng dung moéi trong pha dong tiéu thu it hon;
va gia thanh methanol thip hon 4 1an so véi acetonitril nén kinh té hon so véi USP.
Phuong phap nay dugc thdm dinh dat cac yéu cau théng s cia quy trinh dinh lwong:
tinh phu hop hé thdng, tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh, d6 lip lai (d6 chinh x4c) va do
dung. Mit khéc, diéu kién sic ky theo DDVN V c6 pha dong theo chuong trinh dung
mdi (gradient) nén it 6n dinh duong nén sic ky khi phan tich va c6 thé anh huéng dén
két qua dinh luong hoat chat. Vi vay, diéu kién sac ky ciia phuong phap di chon thich
hop, ung dung dé dang, nhanh chong hon va dinh lugng dong thoi phyllanthin va
hypophyllanthin so véi DDVN V.

Nhu d3 biét, ngoai phyllanthin, hypophyllanthin thi niranthin va nirtetralin
cling 1a thanh phan lignan chinh trong cay Diép ha chau déng. Do d6, tién hanh dinh
tinh, dinh luwgng thém niranthin va nirtetralin ciing vai phyllanthin, hypophyllanthin.
Tién hanh bang phuong phap HPLC dé dinh tinh va dinh lugng dong thoi 4 lignan
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin dya vao cac chat d6i chiéu cua
mdi lignan. Dya theo diéu kién sic ky cua phuong phip dinh lugng dong thoi

phyllanthin va hypophyllanthin da xay dung, tiép tuc khao sét ti 1¢ dung moi pha dong
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dé 4 lignan phan tach rd rang. Véi viéc diéu chinh ti 16 dung moi pha dong thanh (56 :
44) thi 4 lignan tach rd rang va hé s6 bat ddi dat yéu cau. Thu ty rira giai va thoi gian
lwu caa hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin va niranthin lan lugt 1a 24,0; 26,5;
35,5 va 39,9 phut. Phuong phap HPLC véi dau do PDA c6 thé xac dinh duoc pic cta
4 lignan chinh nay trong Diép ha chau déng dya vao thoi gian luu ciing véi so sanh
pho UV cua pic twong tng voi chat chuin. Két qua tham dinh quy trinh dinh luong
ddng thoi 4 lignan cho thdy quy trinh c6 tinh dic hiéu cao, hé sd twong quan r =
1,0000 trong khoang ndng d6 khao sat va dat yéu cau vé d6 chinh xac RSD < 2 % va
d6 dung trong gii han 95 % - 105 % dbi vai phén tich dinh lugng hoat chat c6 ham
luong thap trong tu nhién. Két qua tham dinh nay chung t6 rang qui trinh chuan bi
mau thtr 1a 6n dinh, cac chat phan tich hau nhu khong bi mat di nhiéu trong qué trinh
xtr Iy mau.

Bén canh d6, dinh tinh va dinh luong ddng thoi 4 lignan phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin chi ¢6 nhom tac gia Srivastava V. va cdng
su trién khai bang phuong phap HPTLC str dung ban mong bat dbi [92]. Tuy nhién,
phuong phap HPTLC c6 nhimng han ché, ching han nhu kha ning phan giai giira cac
chat lignan kém, thiéu d6 tai 1ap va do dic hiéu thap dé dinh luong lignan chinh. Cho
dén nay, quy trinh dinh lugng dong thoi 4 lignan phyllanthin, hypophyllanthin,
niranthin va nirtetralin trong Diép ha chau ding bang phuong phap HPLC-PDA trong
luan 4n van chua dugc cong bd boi tai liéu nao.

4.3.2. Piéu ché cao kho Diép ha chiu ding

Hién nay, mot s6 cong ty dugc pham da san xuat ché pham tir ciy Diép ha
chau déng dudi dang bao ché vién nang, vién nén bao phim, vién nén bao dudng ma
khéi lugng thanh phan nguyén liéu, 1a cao chiét tir ciy Diép ha chau dang Phyllanthus
amarus, trong cong thirc bao ché & mdi san pham khac nhau tiiy nha san xuat. Mat
khac, tiéu chuan co sé cta cac ché pham nay chua danh gida mirc chat lugng cho chi
tiéu dinh lugng theo mot cach chung, cé san phém yéu cau chi dinh luong ham luong
phyllanthin. Myc dich cta dé tai 1a nghién ciru mot cach hé thong diéu ché cao chuan
hoa Diép ha chau dang c6 ham lugng hoat chét cao gitip giam khdi lugng cua thanh

pham chtra cao. Do d6, viéc danh gia va lya chon cac thong sb quy trinh dya trén ham
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lwong phan tram trong cao dugc liéu mang tinh khoa hoc va thé hién chinh xac chat
lugng cao can nghién ctru. Va1 viée st dung cao dugce li¢u c6 ham lugng hoat chét
cao, thanh pham chira cao s& c6 khéi lugng nho gitip giam chi phi trong san xuat, viéc
st dung thudc dugce dé dang tir d6 ning cao hiéu qua sir dung thudce.

Cao duoc liéu dugc str dung dé bao ché thanh phﬁm thude dung cho nguoi, do
d6 dung moi str dung phai it gy doc cho co thé nguoi. Pong thdi, véi quy mé san
xuét cong nghiép thi dung moi chiét xuat dugc sir dung thudng 13 cac dung moi ré
tién, than thién voi méi trudng dé giam chi phi xtr Iy chit thai va moi truong.

Loai dung moi 12 mot trong cac yéu t6 dong vai trd quyét dinh trong chiét xuat
duoc liéu. Lya chon dung méi khong pht hop khong nhimg lam giam hiéu suét chiét
hoat chit ma con goép phan gia ting tap khong mong mudn trong hdn hop san pham
thu duoc. Trong cong nghiép duoc, xét vé yéu té moi trudng va kinh té thi hai loai
dung méi duoc str dung pho bién 1a ethanol va nudc. Trong d6, ethanol c¢6 ndng do
khac nhau c6 thé ap dung cho ca hai phuong phap chiét nong va chiét ngudi (khong
dung nhiét d0). Vi dung moi nudc, chi co thé ap dung phuong phap chiét nong dé
chiét duoc liéu. Qua thuc nghiém, bang phuong phap don gian d& thuc hién nhit 1a
phuong phap ngdm & nhiét do phong, tién hanh khao sat véi ndong do con khac nhau
& phong thi nghiém: ethanol 96 %, ethanol 70 %, ethanol 50 % va ethanol 30 %. Két
qua cho luong hoat chit chiét dugc trong cac cao chiét tir dung méi ethanol 70 %,
ethanol 50 % va ethanol 30 % c6 ham luong hoat chat thap hon va luong chit nhay
nhiéu hon ethanol 96 %.

Phuong phap chiét 1a ngdm dugc chon tir thuc nghiém ban dau vi don gian va
pho bién trong san xuat & quy mo cong nghiép, khong anh huong dén su phan hay
hoat chét. Tuy nhién, viéc lya chon phuong phap chiét con phu thude vao co sé ha
tang va nhu cau clia nha san xuat. Véi mong mudn tiét kiém dién niang, nha san xuat
c¢6 thé chon phuong phap ngdm nhung doi héi tén nhiéu thoi gian néu ngam 2-3 lan
dé chiét kiét hoat chat. Qua thuc nghiém, thoi gian ngdm dugc thuc hién khao sat
trong 7 ngay, nhan thdy khéi luong can ting theo thoi gian ngdm, nhung luong
phyllanthin trong cin ting khong d4ng ké; tuy nhién lugng hypophyllanthin trong can
& ngay 2 cao hon ngdy 1 rat nhiéu va tir ngay thir 3 dén thir 7 khong khac biét nhiéu



128

so v6i ngay thtr 2. DPé dam bao chiét duoc luong hoat chat nhiéu nhat va tiét kiém
thoi gian, chon thoi gian ngam 2 ngay 1a phu hop nhat. Hon nira, trong quy mo cong
nghiép, dich chiét qua mdi lan chiét khong thé dugc l1dy hoan toan khoi ba duoc lidu,
do do6 lugng hoat chat trong 1an chiét sau c6 thé 1a tir dich chiét 1an 2 con sét lai nhung
ham luong hoat chét chiét ra khong ting déang ké nén chon ngam 48 gio va chiét 2
1an 14 hoan toan phu hop.

Vé kich thude duge lidu, dé tai chon kich thude bot duge lidu duoc rdy qua
ray 355 um dé co thé d& dang chiét cac chit tir phwong phap ngam. Néu bot duogc licu
¢6 kich thuéc nho hon s& gay kho khin trong qué trinh san xuét do t6n thoi gian xay
nhd, bay bui trong qua trinh thao tac, gay bét dinh, tic thiét bi, dich chiét co thé chia
nhiéu tap chat hon.

Khi thuc hién & quy mo phong thi nghiém, tién hanh khao sat chiét 2 kg bot
duoc li¢u vo1 dung moi: nude, ethanol 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
96 %. Két qua nhan thay, dung méi nude cho ham luong hoat chat HPL va PLT trong
duoc liéu théip nhat. T nuée dén ethanol 30 %, ham luong hoat chét chiét duoc tang
nhanh (ham luong HPL va PLT cao gp 4,5 1an so v&i nudc). Tir ethanol 30 % dén
ethanol 80 %, ham luong hoat chét ting khong dang ké. Ethanol 96 % cho ham lugng
hoat chat chiét dugc cao nhat (ham lugng HPL va PLT cao gép 1,3 14n so voi ethanol
30 %). Nhu vay, dung mai 1a ethanol 30 % va ethanol 96 % 1a dang quan tim nhat dé
lua chon. Xét vé kinh té thi ethanol 30 % s& c6 loi hon, vi chi ton 1/3 kinh phi dung
moi cho cung khdi lugng dugc liéu can chiét. Néu mong muén c6 chat chiét duoc
giau lignan thi chon ethanol 96 %, bdi vi luong lignan ting khoang 30 % so véi
ethanol 30 % trong cung diéu kién. Khi chon ethanol 96 % lam dung méi thi chat
chiét duoc s& co it chat dé tan trong nudc c6 trong dugc lidu 13n vao va gitip thuan
lgi cho qué trinh c6 dac sau nay.

Khi thyuc hién & quy md pilot, tién hanh theo diéu kién da khao sat & quy mo
phong thi nghiém dé chiét 20 kg bot duge liéu v6i dung méi: nudce, ethanol 30 %,
40 %, 50 %, 70 %, 96 %, phun sy kho dich chiét dugc 6 mau cao kho. Két qua nhan
théy, dung moi nudc cho ham lugng hoat chat HPL va PLT trong duoc li¢u thép nhét,

ethanol 30 % cho ham lugng hoat chat trong duoc liéu cao nhit (cao gap 9,0 lan so
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vo1 nudce). Tu ethanol 50 % dén ethanol 96 % ham lugng hoat chat trong dugc ligu
giam dan. Thuc hién & quy mo pilot dé tién t6i trién khai & quy mé cong nghiép cho
nén qua trinh thyc hi¢n c6 gia nhiét, thyc hién trong hé théng khép kin tir khi cho
duoc li¢u va dung mdi vao binh ngam, gia nhiét va séy phun dén khi dich chiét kho
thanh cao. Quy trinh chiét c6 thé goi 1a phuong phap chiét xuat c6 gia nhiét dudi ap
sudt cao. Chinh vi c¢6 gia nhiét nén nhan thay ham luong chét chiét dugc trong dung
moi nude 13 thip nhat c6 thé do nhiét hoéa hoi ctia nude cao nén dich chiét phai tiép
xtc v6i nhiét 6 cao thoi gian 1au 1am giam ham luong nhom hoat chat can chiét.
Theo khao sat thi tong ham luong PLT va HPL trong ethanol 30 % 1a cao nhét, day
1a dung méi can dugc lya chon trong chiét cao khé Diép ha chau déng & quy mé san
xudt cong nghiép. Dung méi ndy s& hiéu qua kinh té nhét va an toan lao dong san
Xudt.

4.3.3. Tiéu chuin hoéa cao kho Diép ha chau ding

Di¢p ha chau déng ¢ nhiéu chit c6 hoat tinh sinh hoc, c6 tac dung duoc 1y
hitu ich. Tuy nhién, chua c6 nha nghién ctru ndo chiét xuit, phan 1ap mot chat va danh
gia tac dung duoc 1y ddy da dé dung 1am nguyén liéu san xuat mot san pham thude
cu thé. Cho nén, viéc st dung Diép ha chau déng ¢ dang cao toan phﬁn dé diéu tri 1a
phu hop. Do d6, viée xay dung quy trinh diéu ché cao chudn hoa duoc coi 1a tdi vu
khi cho khdi luong cao nhiéu nhit va c6 du cac chat duge xem 1a dai dién cho duogc
liéu dem lai két qua tri liéu mong muén va 6n dinh theo thoi gian.

DDVN V chi ¢6 chuyén luan dugc liéu Di¢p ha chau déng va cao dac Diép ha
chau déng. Trong do, chi ti€u dinh tinh dung duoc li¢u ddi chiéu va xac dinh mot chat
diém chi phyllanthin bang phuong phép sic ky 16p mong, chi tiéu dinh luong chi xac
dinh ham luong phyllanthin dua vao chat dbi chiéu phyllanthin bang phuong phap
sic ky 1ong. Do d6, viéc xdy dung tiéu chuan hoa cao khé Diép ha chau ding co y
nghia thyc tién va can thiét. Dy thao tiéu chudn co so dua theo qui dinh chung cua
DDVN V va thuc té ham luong cac chét sinh hoc tim théy trong duoc liéu ¢ nudc ta.
Tiéu chuan chat luong cta cao duge liéu chuan hoa giup kiém soat va 6n dinh chat

luong trong qué trinh san xuét cao va thanh pham thudc chira cao duoc lidu.
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Chi tiéu dinh tinh bang sic ky 16p mong so sanh cao diéu ché véi cao chuan
USP, phai c6 4 vét trén sic ky do trong ciing hé dung méi khai trién. Chi tiéu dinh
lugng bang phuong phdp HPLC, x4c dinh ham luong cua phyllanthin va
hypophyllanthin. Viéc xay dung chi tiéu dinh tinh va dinh luong dua vao ban chat
clia cac chat c6 hoat tinh sinh hoc chinh trong Diép ha chau dang 1a khong chi ddi voi
phyllanthin va hypophyllanthin, ma con c6 niranthin va nirtetralin. Niranthin va
nirtetralin ciing c6 tac dung dugc 1y rat tt trong cic bénh 1y vé gan. Piéu ndy c6 ¥
nghia thiét thuc va gop phan 6n dinh ham lugng hoat chat cia ngudén nguyén liéu dua
vao san xuat thanh pham, tranh truong hop thanh pham thudc khong dat ham luong
hoat chét mong mudn. Cho nén, xay dung chi ti€u dinh tinh phai c6 4 hoat chit 14 can
thiét. Xay dung chi tiéu dinh lugng chi dua trén 2 hoat chat 13 phyllanthin va
hypophyllanthin 1& phii hop véi diéu kién thuc té ciia nudc ta, tit ca co s san xuat
hodc cac don vi kiém nghi¢m co thiét bi HPLC déu c6 thé 1am duoc chi tiéu nay.

Mt chat luong cua cao kho duoc li¢u dua ra dugc dua trén két qua kiém
nghi¢m cua 3 16 ctia cuing mat nguén duoc liéu nén murc chét luong nay chua thé hién
duoc tinh dai dién cho nhiéu nguén dugc li¢u khac nhau tuy thudc vao vung thd
nhudng, thoi gian thu hai, cach ché bién dugc liéu,... Tuy nhién, mutc chat luong cia
cao duoc liéu néu trong dé tai nay s& 1 ngudn tham khao dé cac nha san xuét qui dinh
tiéu chuan chap nhan riéng cho céc chi tiéu chat luong tiy thude vao cac ngudn duoc
liéu dugc cung cap.

Véi quy trinh diéu ché cao kho Diép ha chau ding & quy mé pilot da xay dung,
cao thu dugc ¢ chat lugng on dinh vai RSD (%) cta két qua kiém nghiém giita cac
16 thap. Két qua ham luong trung binh trong cao ciia phyllanthin 1a 1,83 %, va
hypophyllanthin 14 0,75 %. Két qua nay cho thay ham lugng cac chat la cao nén du
thao tiéu chuan co s& dwa ra muc chat lugng ham lugng cua phyllanthin va

hypophyllanthin 1an lugt tuong tng 13 0,8 % va 0,3 % tinh trén ché pham kho.
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4.3.4. Piéu ché cao giau lignan dung 1am cao d6i chiéu Di¢p ha chiu ding

Hién nay, trong cac chuyén luan duoc liéu ciia USP hay EP nguoi ta dung cao
chuan (Herbal reference standard extract) dé danh gia dugc lidu.

Céac chit chuan ddi chiéu con duoc thiét 1ap cho muc dich xac dinh ham lugng
ctia cac thanh phan trong duoc liéu va cac ché pham c6 ngudn gdc tir duge liéu. Ching
c6 thé 13 thanh phén ¢6 hoat tinh hodc cac chit diém chi su dung dung dé dinh lugng
hay cac cao chiét dung dé dinh tinh. Cao chiét duoc thiét 12p dung lam chit chuan 1a
cac mau dai dién chira cac thanh phén ¢6 hoat tinh hoac thanh phén chit diém chi.

Theo chuyén luan Phyllanthus amarus Aerial Parts va Powdered Phyllanthus
amarus cua USP Herbal Medicines Compendium [98], chi tiéu dinh tinh bang phuong
phap sic ky 16p mong yéu cau sic ky do cua dung dich thir phai c6 su hién dién cua
4 vét chinh cung gia tri Ry va mau sic voi cac vét trén sic ky d6 cua dung dich cao
chuan Phyllanthus amarus (USP Powdered Phyllanthus amarus Extract RS). Dong
thoi, dinh tinh va dinh lugng bang phuong phap HPLC yéu cau sic ky d6 cua dung
dich thir c6 nhitng pic lignan c6 thdi gian luu twong tmg voi sic ky d6 cua dung dich
cao chudn Phyllanthus amarus va sic ky d6 dai dién dugc cung cép theo 16 cao chuan
Phyllanthus amarus USP. Theo USP, xdc dinh ham lugng phyllanthin va
hypophyllanthin trong dugc liéu va ché pham.
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Typicad HPTLC Chromatograms

These chromafograms are supplied for informafion only

Track assignment: 1) USP Phyllanthin RS (0.1 mg/mL); 2) hypophyllanthin (0.1 mg/mL); 3) USP
rylanthus amames Pavdered Bdract RS (10 mg/mL); 4 10) Arylanthus 2 ames Aerial Pars, commercial

samples

Hinh 4.2. Sic ky dd6 SKLM dai dién cao chuan Phyllanthus amarus USP
(Theo ngudn: https://hmc.usp.org/)
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Trong qua trinh nghién ctru, nhan thay viéc phan lap chat diém chi dé dung
1am chat ddi chiéu kha phirc tap, chi phi cao, tén nhiéu thoi gian. Hon nita, viéc chi
ding mot chat diém chi dbi chiéu dé danh gia duoc liéu c6 mot s6 han ché, chua phan
anh dung hét chit luong cta dugc lidu. Tir nhu cu cip thiét do, ching t6i tién hanh
xdy dung quy trinh diéu ché cao giau lignan ding 1am cao ddi chiéu duya trén chat
luong cta cao chuan USP.

Sau khi tién hanh SKLM va HPLC cao chuin USP, thanh phan trong cao chi
yéu 1a cac lignan, cac hop chat nhém khac hau nhu khong co. Do @6, tir mau cao
ethanol 96 % duoc chon & quy méd phong thi nghiém, khao sat dung méi chiét theo
hudng 1am gidu nhém lignan, loai tap nhiéu nhat. Chon dung méi khao sat dya vao
d6 phan cuc ting dan: n-hexan, dicloromethan, ethyl acetat. Tir két qua SKLM va
HPLC, dung méi n-hexan cho ham luong lignan cao nhat va loai duoc nhiéu tap phan
cuc nhit. Chon n-hexan dé chiét phan doan lignan tir cao ethanol 96 %. Sau khi chiét
v6i n-hexan, phan doan thu dugc van con chira nhiéu tap: chit béo, chat mau... Do
do, tién hanh tinh ché phan doan nay bang sic ky cot chan khong dé loai tap, thu duoc
phan doan giau lignan. Phan doan giau lignan thu dugc c6 ham lugng hoat chit
phyllanthin va hypophyllanthin cao hon nhiéu so vdi cao chuan USP. Vi vdy, tién
hanh diéu chinh ham luwong hoat chit (theo hypophyllanthin) trong dwong véi cao
chuan USP. T4 dugc duge thém vao dé diéu chinh ham luong. T4 dugc duge chon
phai dat yéu cau tro voi cac lignan, khong 1am vi khuan ndm mdc phat trién, c6 kha
nang hat am, c6 tinh tron. Do d6, silica dioxyd dugc chon va thém vao mét lugng dé
lam ta duoc.

Cao sau diéu ché duoc danh gia chét luong dat do lap lai va 6n dinh. Tuy
nghién ctru chi dung lai viéc dong lo, dan nhan tam, chua danh gia so sanh lién phong
thi nghiém dé dung lam cao ddi chiéu theo qui dinh cia WHO va ASEAN. Nhung
day cling 1a mot trong diém moi cta ludn an, cho dén nay, van chua c6 mot nghién
ctru ndo cong b thiét 1ap cao dé dung lam cao dbi chiéu duoc tng dung trong kiém
nghiém chét luong duoc lidu va ché pham tir duoc lidu. Tir két qua nay, luan 4n gitup
dinh hudéng phat trién cac nghién ctru chuyén sau hon vé thiét 1ap cao d6i chiéu ¢ Viét

Nam. Diéu nay rét cé ¥ nghia thyc tién, gitip xac dinh ding chat lugng cta dugc liéu
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va ché pham tir duoc liéu. Bén canh d6, gop phan dong gop xay dung chuyén luan
Duogc dién Viét Nam hoa hop v61 Dugce dién tham chiéu.

4.4. PANH GIA MOT SO THONG SO DUQC PONG HQC CUA CAO
CHUAN HOA PIEU CHE TU DIEP HA CHAU PANG

Hién nay, cac lignan dai dién cho nhém hop chét phan tir c6 hoat tinh sinh hoc
c6 trong hau hét cac cay thudc va c6 tiém ning 16n, dugc quan tAm trong dinh hudng
phat trién cic loai thudc méi trong linh vuc diéu tri ung thu. Phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin Ia cac lignan chinh chi yéu c6 & chi Phyllanthus va da
dugc ching minh co tac dung bao vé gan, chéng viém, chdng oxy hoa, kha ning
chdng doc té bao.

Mic du, c¢6 rat nhidu cong bd trén thé gidi vé cac lignan c6 hoat tinh sinh hoc
& chi Phyllanthus, nhung cho dén nay, cac nghién ctru da sb tap trung danh gia tac
dung duoc ly trong khi dugc dong hoc ctia chiing chua dugc nghién ctru ro rang. Tuy
nhién, trén thé gidi c6 mot vai cong trinh nghién ctru vé duge dong hoc cua nhiing
hoat chat lignan nhu phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin va
phyltetralin sau khi ubng dich chiét tr dwoc liéu Phyllanthus amarus hoic
Phyllanthus niruri L. hoac Phyllanthus urinaria L. trén chu6t thir nghiém.

Diép ha chiu déng dugc st dung trong y hoc cb truyén tir 1au doi, thuong ding
dang thudc sic tir duge liéu va c6 tiém ning quan trong rat 1on trong diéu tri va phong
chdng bénh vé gan do HBV. Mot sé nha san xuét trong va ngoai nudc di san xuat
thanh pham diang ky dang thudc vién nén, vién nang, nhung van chua c6 nha san xuét
nao diang ky ban quyén thudc gbc tir Diép ha chau dang. Va cho dén nay, van chua
c6 tai liéu nao cong bd vé sinh kha dung ciia ché pham thude vién tir Diép ha chau
dang. Nghién ctru duoc dong hoc 1a can thiét dé xac dinh liéu ding va nghién ciu
sinh kha dung, gop phan ting hiéu qua diéu tri ciia ché pham Diép ha chau dang. Tt
ca cac két qua nghién ctru trén thé gigi déu cho thay sinh kha dung cta phyllanthin,
hypophyllanthin bang duong ubng rat thip. Diéu nay, ciing can xem lai liéu dung
hang ngay cua cac san pham luu hanh trén thi trudng.

4.4.1. Xay dung va thAm dinh qui trinh dinh lwong ddng théi phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong tho
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Hién nay, chi c6 mot vai cong trinh cong bé trén thé gidi da nghién ciru dinh
luong cac lignan trong huyét tuong chudt bang phuong phap HPLC véi cac loai dau
do huynh quang (FL) [58], dau do diy diod quang (PDA) [75], dau do ghép ndi khéi
phd (MS/MS) [25], [63]. K§ thudt LC-MS/MS c6 wu diém 1a d6 nhay va tinh dic hiéu
cao, kha niang phan tich déng thoi nhiéu chét trong khoang thoi gian ngan nén duoc
chon trién khai phuong phap. Trong dé tai nay, quy trinh dinh lugng dong thoi céc
lignan PLT, HPL va NRT trong huyét twong tho di duoc xay dung trén thiét bi sin
c6 Shimadzu LCMS-8040. Trong qua trinh khao sat, k¥ thuat ion hda ESI da dugc ap
dung vi k¥ thuét nay thich hop véi cac chit phan tich c6 khéi lugng 16n, ¢6 tinh phan
cuc, khong can bén nhiét va bay hoi. Ky thuat ghi phé MRM c¢6 @6 dac hiéu va do
nhay cao di duogc st dung voi muc dich dinh luong. Ché d6 ion hoa duong (positive)
dugc lya chon vi lam ting qua trinh ion hda cla cac chit phan tich ciing nhu pha dong
c6 cac thanh phan dém amoni format, amoni acetat va acid fomic.

Pé lua chon cac diéu kién ban dau cho viéc tim diéu kién sic ky thich hop,
mot sb diéu kién séc ky dugc tham khao tir cdc cong trinh cong b6 da dugce xem xét.
Trong hau hét cac nghién ctru ndy, cot phan tich 1a cot pha dao C18 véi nhiéu kich
thudc khac nhau. Trong dé tai nay, cot Phenomenex® Gemini C18 da duoc lya chon
khao sat vi cho hinh dang pic cin xtng, hiéu qua tach tét v6i thoi gian phén tich ngin
Vva san ¢ tai phong thi nghiém.

Dung mdi dién hinh dugc sir dung trong sic ky 16ng pha dao tuong thich véi
kiéu ion hoa ESI gff)m: nudc, acetonitril, methanol... Viéc sir dung cac h¢ dém co
chura cac ion vo co nhu phosphat nén tranh vi khé bay hoi va ngén chdn sy ion hoa
(ion suppression) dang ké va c6 thé nhanh chong giy 6 nhiém ngudn ion. C6 thé thay
thé bang cac hé dém twong thich v&i khdi phd nhu hé dém co6 amoni acetat, amoni
format hodc amoni bicarbonat. Trong d6, amoni format c6 khéi luong phan tir nho
nhat nén it gdy 6 nhiém ngudn ion hon. Mic du vay, nhitng hé dém nay van gay tc
ché ion. Do do, néng do cua dém dugc stir dung nén & muc tdi thiéu can thiét dé thu
dugc sac ky d phu hop. Trong nghién ciru ndy, pH cia dém dugc khao sat tir 3-7 va
acid formic tir 0,05 % - 0,2 %. Cac h¢ pha dong methanol/ acetonitril — dung dich

dém amoni format ¢ cac nong do va ty 18 khiac nhau da duoc khao sat. Khi sir dung
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hé pha dong methanol — dung dich dém amoni format (63 : 37) cac chéat phan tich
dugc tach hoan toan, thoi gian phan tich ngan, ap suat cot thap dong thoi van phat
hién cac chat & nong do thap (ng/mL), dap tng dugc muyc tiéu nghién ctru.

Trong céc nghién ctu di cong bd caa Murugaiyah V. va cong su (2007) xt ly
mau huyét twong chudt bang cach tao tua protein véi acetonitril va khéng sir dung
chat chuan noi [58], Parvathaneni M. va cong su (2014) xir Iy mau huyét twong chudt
bang cach tao tua protein véi methanol va c6 sir dung chuan noi carbamazepin [75],
Fan H. va cong su (2015) xir Iy mau huyét trong chudt bang chiét long - long véi
dung mdi n-hexan — isopropanol (95 : 5) va st dung chuan ni diazepam [25], Nguyen
Van Long va cong su (2019) xt Iy mau huyét twong chudt bang chiét long - 1ong véi
dung méi tert-butyl methyl ether va st dung chuan néi felodipin [63].

Duya vao cac tai liéu di cong bd, carbamazepin va diazepam dugc khao sat dé
1am chét chuan ndi. Trong nghién ctru ndy, két qua khao sat chon diazepam lam chat
chuén noi cho quy trinh dinh luong do diazepam la chat d6i chiéu hda hoc sin ¢, gia
thanh ré va két qua trong qua trinh tham dinh cho thay viéc st dung chat chuan noi
diazepam cho tin hiéu dap ung tt, hinh dang pic dbi xtng, thdi gian lwu phu hop,
hiéu suét chiét cao va 6n dinh hon han so véi carbamazepin, déng thoi dam bao do
dang va tinh chinh xac cho quy trinh dinh luong cac chét lignan trong huyét trong
tho.

Theo céc tai liéu tham khao, cac phuong phap xir Iy mau cho viéc dinh luong
cac chat phan tich trong huyét tuong déu tap trung vao phuong phap chiét 1ong - 1ong
va chiét pha ran, mot s6 nghién ctru xtr Iy mau bang phuong phap tiia protein. Trong
qua trinh xay dyng quy trinh xt 1y mau, phuong phép chiét pha ran c6 chi phi cao
nén khong duoc wu tién lua chon dé khao sat, hai phuwong phap tua protein va chiét
long - 1ong dd duoc khao sat nhim toi vu hoa viéc lam sach miu dé giam bét anh
huong nén mau, tang hiéu suét chiét va kéo dai tudi tho cua cot phan tich. Ban dau,
phuong phép tia protein di dugc lua chon do c¢6 vu diém dé thao tac, it tén thoi gian,
it ton dung méi nhung mau sau khi xir 1y it tinh khiét, bi 1an nhiéu tap chat dan dén
hiéu suét chiét khong 6n dinh va tham chi hiéu suat chiét cua cac chat phan tich cao

hon 100 %. Trong khi d6, v&i phuong phép chiét 1ong - 1ong, mau sau khi chiét sach
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hon, d6 pha lodng it hon nén ndng do mau duoc ting 1én 1am ting tin hiéu cac chat,
thich hop voi chat c6 ndng do trong huyét tuong thap. Trong qua trinh nghién ctu,
hiéu suat chiét tir huyét twong tho cua IS (DAZ) trong khoang 86,21 % - 98,63 % va
cac chat lignan PLT, HPL, NRT lan luot twong tng trong khoang 77,93 % - 98,35 %
dat so v&i yéu cau chung caa US-FDA, EMA va DDVN V [2], [23], [97]. Qua thuc
nghiém cho théiy, hiéu suét chiét cac chat phan tich déu cao va on dinh, dam bao
phuong phép chiét 16ng - 1ong hoan toan c6 thé ap dung cho quy trinh phan tich cac
chat trong mau huyét twong tho sau nay.

Pé tai xay dung quy trinh dinh lwong dong thoi phyllanthin, hypophyllanthin
va niranthin trong huyét twong tho bing phuong phap LC-MS/MS dura theo nghién
ctru cua Fan H. [25] va huéng dan cua US-FDA, EMA va DBVN V [2], [23], [97].
Theo huéng dan cia US-FDA, EMA va DDVN V [2], [23], [97], m6t phuong phap
phan tich sinh hoc can thim dinh tinh dic hiéu, d6 chinh x4c trong ngay (intra-day)
va lién ngay (inter-day), d6 dung, gigi han dinh lwong dudi (LLOQ), dudng chuin va
khoang tuyén tinh, hiéu suat chiét, anh huéng nén mau (matrix effect), do nhidm chéo
(carry over), hé s pha lodng va d6 6n dinh ngan han, dai han, sau céc chu ky déng -
ra dong.

Dua theo céc tai liéu cong bd, qui trinh phan tich d3 xay dung va thim dinh
phuong phap dinh lugng trong huyét trong thé véi khoang tuyén tinh 1-1000 ng/mL
véi ca phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin. Tuy nhién, qua khao sat tham do
liéu uéng thude cho thé (phyllanthin 2 mg/kg), phan tich ndng d6 cia cac lignan thi
nhan thiy néng do cao nhat trong sb cac chat 1a khoang 20 pg/mL. Néu ap dung
khoang duong chuan 1-1000 ng/mL cho ca 3 chét sé& khong phu hop voi qui dinh,
thang nong do cta cac mau duong chudn va mau kiém chimg qua 16n. Diéu nay, cO
thé gdy anh hudng sai s6 két qua dinh lugng khi phan tich cic mau mau tho sau khi
uéng thudc thir nghiém. Vi vay, dé tai phai tham dinh lai bd sung mot phén vé tinh
dac hiéu, do chinh xac trong ngay (intra-day) va lién ngay (inter-day), d6 dung, gidi
han dinh luong dudi (LLOQ), dudng chuan va khoang tuyén tinh, hiéu suat chiét, anh
huéng nén mau (matrix effect), dd nhiém chéo (carry over) va hé sé pha lodng theo
huéng dan ciia US-FDA, EMA va DDVN V véi khoang tuyén tinh 0,1-50 ng/mL cho
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ca phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin. Viéc nay 1a can thiét va dam bao dinh
luong duge & cac thoi diém ldy mau khic nhau sau khi cho thé udng cao Diép ha
chau ding, dap ung qui dinh thang duong chuan tir 1/20 cua gia tri Cmax dén 2-3 lan
Cmax.

Quy trinh dinh lwong c6 gidi han dinh lugng dudi cac lignan déu 12 0,1 ng/mL.
Muc ndng do LLOQ nay déu & trong khoang 1/10 dén 1/20 gia tri Cmax V& cho két
qua do dung, d6 chinh xac dat trong gidi han cho phép. Gia tri LLOQ cua mdi chat
phan tich phi hop véi muc dich nghién ciru va lugng mau si dung, nhé hon 5 % gia
tri Cmax Ctia CAC chat phan tich trong huyét twong thé. Muc giGi han ndy nho hon nhiéu
s0 véi cac nhitng qui trinh sir dung ciing ky thuat phan tich duoc cdng b va dic biét
13 wu thé hon han nhitng cong trinh khac da cong bd vé gisi han dinh luvong dudi cua
phuong phap. Thuc nghiém da chung to gia tri LLOQ nay hoan toan phu hop dap
tmg qui dinh cho viéc dinh lwong mau trong dich sinh hoc, xac dinh cac diém trong
pha thai trir & dam bao ti s6 AUCo/AUCo- > 80 %.

Qua thyc nghiém theo dai d6 6n dinh cua phyllanthin, hypophyllanthin va
niranthin trong huyét twong tho theo huéng dan cua US-FDA va EMA, cho thiy cac
chat phan tich 6n dinh trong huyét trong thd & cac diéu kién bao quan: mau sau khi
xtr Iy dé & bd phan tiém mau 4 °C trong 48 gid, & nhiét d6 phong 6 gid, 3 chu ky dong
- 13 déng va ¢ diéu kién bao quan —70 °C trong vong 30 ngay.

Dé tai da trién khai tham dinh tat ca cac théng sb nay trén dong vat thir nghiém
gilip cung cip co sé khoa hoc mot cach hé théng vé phuong phap phan tich dinh
lugng dong thoi phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét tuong tho. Két
qua tham dinh phuong phap xac dinh nong do cac lignan trong huyét tuong tho dat
cac thong s theo yéu cau chung danh cho huyét twong ngudi theo huéng dan cua
US-FDA, EMA va DBVN V [2], [23], [97] nén c6 thé ap dung dé xac dinh nong do
cac lignan sau khi cho tho uéng ché pham cao chuan hoa da diéu ché.

Hién nay, cac cong trinh nghién ciru da cong bd vé quy trinh dinh lugng cac
lignan trong huyét twong chudt gém cé: dinh luong ddng thoi phyllanthin,
hypophyllanthin, phyltetralin va niranthin chiét tir 14 Phyllanthus niruri L. bang
phuong phap HPLC-FL cua nhom tac gia Murugaiyah V. (2007) [58], dinh luong
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ddng thoi phyllanthin va hypophyllanthin chiét tir Phyllanthus amarus bang phuong
phap HPLC-PDA cuia nhém tac gia Parvathaneni M. (2014) [75], dinh luong dong
thoi phyllanthin, hypophyllanthin, nirtetralin va niranthin chiét tir cdy Phyllanthus
urinaria L. bang phuong phap HPLC-MS/MS cua nhdm tac gia Fan H. (2015) [25],
dinh lugng phyllanthin chiét tir cay Phyllanthus amarus bang phwong phap HPLC-
MS/MS cua nhém tac gia Nguyen Van Long (2019) [63]. Cac cdng bd nay chi dé cap
dinh luong trong huyét twong chudt, cho dén nay, van chua c6 nghién ciru nao xac
dinh ndng d6 cua lignan trong huyét twong tho. Mat khéc, do nghién ctiu chi danh gia
do tinh khiét cua chat nirtetralin phan lap duoc, chua thiét lap danh gia so sanh lién
phong thi nghiém dung lam chat ddi chiéu va chat chuan nirtetralin thwong mai gia
rat cao 500 USD/ 1 mg, khong mua dugc nén dé tai dinh lugng dong thoi cac lignan
trong huyét trong thé chi thuc hién trén 3 lignan c6 tac dung sinh hoc chinh cua Diép
ha chau ding la phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin. Noi dung nghién ciru nay
cling 13 mot trong nhitng diém méi caa luan &n, gop phan danh gia sinh kha dung cua
ché pham tir Diép ha chau ding.
4.4.2. Panh gia mot so thong s6 dwoc dong hoc ciia cao chuin héa diéu ché tir
Diép ha chiu ding

Diép ha chau déng duogc st dung rong rdi voi nhiéu cong dung trong cac
phuong thudc ¢6 truyén. Cac thanh phan chinh gdp phan nén tac dung cua loai thao
dugc nay cac cac hop chét lignan, chu yéu gém phyllanthin, hypophyllanthin va
niranthin. Mot s6 cong trinh da nghién ciru vé sinh kha dung cua cac hop chat nay
trén cac loai chudt. Tuy nhién, nghién ciru vé sinh kha dung cia cac hop chat nay trén
dong vat thir nghiém khac thi chua. Do vay, dé tai da thuc hién trén tho, loai dong vat
bac cao hon chudt, dé tir d6 c6 cai nhin tong quan hon vé sinh kha dung cta cac hop
chat lignan trong Diép ha chau dang.

Theo cac nghién ctru sinh kha dung cta céc lignan trén chudt da cong bd, nhan
thay nhu sau:

Nhom tac gia Murugaiyah V. (2007) da cho chuét uéng 5 mL/kg dung dich
cao giau lignan chiét tir Phyllanthus niruri pha trong Tween 20 véi liéu uéng 50

mg/kg va so véi duong tiém 1 mL/kg dung dich trén véi liéu 5 mg/kg. Thoi diém lay
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mau ¢ 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 8; 10; 24 gio sau khi tiém tinh mach duoi
chudt va ¢ 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4: 6; 8; 10 va 24 gio sau khi udng. Bdi véi duong tiém,
két qua cong bd cho thay phyllanthin, hypophyllanthin, phyltetralin va niranthin c6
thé tich phan bd (Vq) twong d6i nho lan lugt twong tng 14 0,20; 0,17; 0,14 va 0,15
L/kg nén khién ching khong phan bé rong vao khoang mé. Tuy nhién, cac lignan nay
xuat hién cham nén hé sé thanh thai nho lan luot tuong ung 1a 0,04; 0,01; 0,03 va
0,02 L/kg.gio va thoi gian ban thai (T12) dai hon tir 3,35-4,40 gio. Két qua nghién
ctru nay cho thay, cd thé do co su hién dién cua céc lignan than dau trong cao chiét
Phyllanthus niruri tir n-hexan. Cac lignan than dau nay cé thé phan bé vao khoang
mo va dugc gitr lai nén thai trir cham mac du céc lignan phyllanthin, hypophyllanthin,
phyltetralin va niranthin c6 thé tich phan b4 nho. Béi voi dudng udng, két qua cong
b cho thiy ca 4 lignan hap thu nhanh véi Tmax khoang 1 gio va Cmax lan luot twong
tng 12 0,18; 0,56; 0,12 va 0,62 pg/mL. Do céc lignan than dau hoa tan c6 thé thim
vao dich da day - rudt d& dang hon nén dat ndng d6 dinh Cmax sau 1 gio. Tuy nhién,
gia tri AUC thip hon lan luot trong Gng 1 18, 7, 3 va 4 1an so voi dudng tiém mic
dd udng liéu cao hon 10 1an, chiing to sy hap thu bing duong udng 1a khéng hoan
toan. Két qua tinh toan sinh kha dung tuyét ddi cua phyllanthin, hypophyllanthin,
phyltetralin va niranthin lan luot twong ung 12 0,62; 1,52; 4,01 va 2,66 % [58].

Nhom tac gia Parvathaneni M. (2014) di cho chudt udng 5 mL/kg dung dich
phan doan c6 lignan pha trong Tween 20 véi lan luot céc lidu udng 2,5; 5; 10 mg/kg
cho ca phyllanthin va hypophyllanthin. Phan doan lignan nay dugc phén lap tur cao
n-hexan, chiét tir 14 Phyllanthus amarus. Thoi diém ldy mau ¢ 0; 0,5; 1; 2; 4: 8; 12;
24; 36 gio sau khi uéng. Két qua cho thay ca hai lignan nay khong tang tuyén tinh
khi tang lidu vi cac lignan than dau co6 thé bi phan lap vao cao n-hexan gay can tro
cac lignan hap thu va céc lignan than dau nay hoa tan c6 thé tham vao dich da day -
rudt dé dang hon nén dat ndng d6 dinh Cmax sau 1 gio [75].

Nhom tac gia Fan H. (2015) di cho chudt udng dung dich cao ethanol 80 %
chiét tir Phyllanthus urinaria L. trong carboxymethyl cellulose natri 0,5 % (20 g/kg).
Thoi diém ldy mau ¢ 0; 0,083; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14: 24 gio sau khi
udng. Két qua cho thay c6 hién tugng hap thu kép c6 2 dinh hap thu trong dudng cong
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ndng do - thoi gian cua 4 lignan hypophyllanthin, phyllanthin, nirtetralin va niranthin
sau khi udng cao Phyllanthus urinaria L. Biéu nay khéc véi cac cong bé trudc. Thong
s6 duoc dong hoc cua hypophyllanthin va nirtetralin twong tu nhau, ndng do dinh dau
tién trong huyét tuong (Cmax1) dat duoc lan luot twong tng & 0,58 + 0,20 gid va 0,67
+ 0,20 gid (Tmax1); NOng do dinh thir hai trong huyét trong (Cmaxz) dat duoc lan luot
tuong tng ¢ 8,67 + 1,63 gio (Tmaxz); thoi gian béan thai (T1z) lan lugt twong tng 1a
2,18 + 0,40 gid va 2,23 + 0,19 gio. Phyllanthin va niranthin ciing ¢6 thong sé dugc
dong hoc twong tu nhau, Cmax dat duoc 1an luot twong tng ¢ 2,32 + 1,11 gio va 3,12
+ 0,81 gio, trong khi Cmaxz dat duoc lan luot twong ¢ng & 6,67 + 1,03 gio cho ca hai;
T12 lan luot twong ung 12 2,32 + 1,11 gio va 3,12 + 0,81 gid. So véi hypophyllanthin
va nirtetralin, ndng d6 va gia tri AUC cua phyllanthin va niranthin thap hon nhiéu,
mac du ham lugng phyllanthin va niranthin trong Phyllanthus urinaria L. cao hon.
Diéu nay, c6 thé 1a do su hap thu kém va kéo dai chuyén hoa cua phyllanthin va
niranthin in vivo [25].

Nhom tac gia Nguyen Van Long (2019) d3 cho chuét uéng dung dich cao
ethanol 80 % chiét tir Phyllanthus amarus véi liéu 2 mg/kg cua phyllanthin. Ham
lwong phyllanthin trong cao chiét duoc 1a 9,12 %. Thoi diém lay mau & 0; 0,083;
0,167; 0,25; 0,5; 1; 2; 4: 8; 12; 24 gio sau khi uéng. Nghién ciru chi dinh lugng nong
d6 cua phyllanthin trong huyét trong chuét. Két qua cho cac thong s dugce dong hoc
sau khi udéng cao chiét nhu sau: AUCo: dat 18,07 + 1,99 gio.ng/mL,
AUC,.. dat 22,38 + 1,67 gio.ng/mL, Cmax dat duoc 11,44 + 1,15 ng/mL & Tmax Sau
0,25 gio va T126 5,24 + 0,21 gio. Ngoai ra, nhom tac gia nghién ctru khao sat dugc
dong hoc cua cong thirc pha ché phirc hop phospholipid véi cao chiét ciing liéu uéng
2 mg/kg cua phyllanthin, két qua cac gia tri thdng sé dugce dong hoc cao hon so véi
uéng cao chiét [63].

Dua vao cac cong trinh cong bé trén, dé tai thuc hién nghién ctru cac thong sb
duoc dong hoc trén doi tuong dong vat thtr nghiém la tho. 12 con tho da duoc lua
chon cho thtr nghiém, trong d6 c6 7 con duc (58,3 %) va 5 con cai (42,7 %). Can nang
trung binh (min — max) cua 12 con tho tham gia thur nghiém 1a 2,18 kg (2,0-2,5 kg).

Céac tho dugc cho udng ché pham cao khd Diép ha chau dang véi licu 2 mg
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phyllanthin/ kg can ning. Ldy mau tong cong 14 thoi diém: 0 (trong vong 15 phut
trude khi ubng thude), 5, 10, 15, 20, 30, 45 phut; 1, 2, 3,4, 5, 6 va 8 gio sau khi udng.

So véi khoang cach giita cac thoi diém lay mau di dugc bao cio trude day
[25], [58], [63], khoang céch gitra cac thoi diém ban dau ngan hon nén viéc ting 6
diém lay mau ¢ pha hap thu va thoi diém Iy mau cudi cing ngan hon. Biéu ndy, s&
gilp du doan chiéu hudng thay ddi chinh xac hon nong do cac lignan trong huyét
tuong tho.

Trong danh gia sinh kha dung cta thudc, thiét ké thoi diém ldy mau rat quan
trong dé thu duoc két qua nghién ctru tin ciy. Dé tai da thiét ké thoi diém 1ay miu
mau bao gdm: c6 mot diém trudc khi ubng thude (miu trang, thoi diém 0), 2-3 thoi
diém trude khi dat toi ndng do dinh ciia duong cong ndng do - thoi gian, 7-10 thoi
diém ldy mau sau dinh, 3 thoi diém xung quanh dinh cua duong cong. Thoi gian 13y
mau két thuc 8 gid, gip 4-5 lan thoi gian ban thai cla cac chat va dam bao ti sd
AUCo/AUCo.. > 80 %, phii hop theo hudng dan qui dinh vé nghién ciru sinh kha
dung cia DBDVN V [2] va ASEAN [20].

Két qua thuc nghiém cho thdy, cac théng sé dugc dong hoc sau khi cho thé
udng, cac lignan phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin nhanh chéng hap thu va
nong d6 dinh (Cmax) dat duoc 1an luot twong ing 14,62 + 1,88; 5,91 + 0,82 va 4,41 +
0,45 ng/mL & Trmax 1an lugt tuong tng 0,24; 0,26 va 0,24 gid; Tuy nhién, cac lignan
cling nhanh chéng thai trir ra khoi co thé, thoi gian ban thai (T1) 1an luot twong Gmg
§1,78; 1,17; 1,41 gio. Tur cac thong sé duoc dong hoc ciling cho thy cac hoat chat
trong cao Diép ha chau ding hap thu kém, diéu nay hoan toan phu hop véi cac tai
lidu da cong bb.

Noi dung nghién ctru ciia dé tai so v4i cac bao cao nghién ciru sinh kha dung
cac lignan thir nghiém trén chudt, nhan thay co cac diém khac nhau nhu sau:

Vé san pham udng: ché pham nghién ctru cua dé tai 1a cao kho Diép ha chau
dang chiét tir ethanol 30 %, trong khi cic nghién ctru cong b trudc day thir nghiém
trén cao Phyllanthus amarus chiét tir ethanol 80 % [63], cao Phyllanthus amarus chiét
tir n-hexan [75], cao Phyllanthus niruri chiét tir n-hexan [58], cao Phyllanthus

urinaria L. chiét tir ethanol 80 % [25]. Khi chiét tir cac dung moi n-hexan, ethanol
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80 % thi ham luong lignan sé€ cao hon ethanol 30 % & quy mo phong thi nghiém cho
nén lidu udng khao sat cua cac nghién ctru nay 1a cao hon. Ché pham cao kho Diép
ha chau ding chiét tir ethanol 30 % & quy md pilot c6 thé 1am cho cac nhém hop chat
than nudc nhu tanin thuy phan, flavonoid, polyphenol c6 kha nang tan trong ethanol
thip d6 nén cao kho Diép ha chau ding ngoai chiét duoc cac lignan cao nhét con c6
thém cac nhom chat khac trong can tho thu dugc.

Vé liéu udng thir nghiém: D& tai chon lidu udng thir nghiém cho tho 1a 2 mg
phyllanthin/kg can ning gidng theo nghién ctru ciia nhdém tac gia Nguyen Van Long
do cung loai duoc liéu Phyllanthus amarus & Viét Nam. Do d6, dé tai khong khao sat
lidu udng ma dung liéu thir nghiém cua nhom tac gia Nguyen Van Long dé gitip nhin
téng thé hon vé thong sé duoc dong hoc cua cac lignan nay trén cic dong vat thir
nghiém khac nhau.

V& cach pha san pham: Mot s6 nghién ctru cong bd chuan bi pha cao trong
dung dich Tween 20 [58], [75] hodc carboxymethyl cellulose natri 0,5 % [25], mét
s6 nghién cttu khéng cong b cach pha cao trudc khi udng [63]. Khi pha cao c¢é thém
chat dién hoat trong dung dich s& 1am ting tinh thAm ctia c&c lignan phan tich cho nén
nong do cac chit cao hon khi pha trong nudc & liéu udng thir nghiém. Dé tai khong
st dung chat dién hoat ma chi hoa cao trong nudc dé gidng nhu cach sir dung dudng
uéng cua ngudi.

So sanh két qua véi cac bao cao cia nhém tac gia Nguyen Van Long thir
nghiém trén chudt [63], nhan thay: Ddi v6i phyllanthin cho Cmax VA Tmax 12 tuong tu
nhau. Trong khi gia tri AUC khi thir nghiém trén chudt cao hon vi thoi gian ban thai
cua phyllanthin ¢ chudt dai hon (5,24 gio).

Sinh kha dung duong ubng thap cé thé do ching kém kha ning hoa tan trong
nuéc, chi mot phan nho ¢ san & dang hoa tan nén hap thu it sau khi udng. Nhiing
phat hién nay c6 gia tri gop phan nghién ctru thém dé phat trién sinh kha dung cua
cac lignan c6 hoat tinh sinh hoc qua duong miéng. Hon nita, sinh kha dung cta thudc
than dau bang duong udng dudi dang lidu ran 14 rat thap. Nguyén nhan chinh 1 su
hap thu kém. Do cac chat hoa tan cham hodc khdng hoan toan trong hé tiéu hoa.

Trong truong hop nay, cach tiép can cai tién dé cai thién sinh kha dung c6 thé dugc
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thuc hién théng qua hé théng phan phdi, c6 thé ting ty 1& va/ hodc mirc do hoa tan
thudc vao dich rudt. Phospholipid dong mot vai tro quan trong trong cong nghé san
xuét thude hién nay. Vi vay, cac nghién ctru sau hon vé su hap thy, chuyén hoéa va
dinh hudng cho cac lignan nay s& can duoc tién hanh va danh gia 16 rang hon vé sy
chénh léch hap thu gitta cac két qua di nghién ctru dugc cho dén nay. Su hap thu
thudc 1a mot quéa trinh phic tap, bi anh huéng boi nhiéu yéu t6. Do do, su hap thu
khong dién hinh nhu hip thu kép thuong gip, dic biét trong nghién ciu cac thanh
phan dugc phan 1ap tir thudc c6 ngudn gdce tir dugc ligu. Hién twong hap thu kép cé
thé 1 do chu ky tuan hoan gan ruét, cham 1am rdng da day, bién doi su hap thu hoic
su tai hap thu phan bé. Sy xuat hién dinh thir hai c6 thé do céc lignan c6 thé dugc
chuyén tir mé sang huyét trong khi ndng d6 cta chat phén tich trong mé cao hon so
Vvéi trong huyét twong hoidc cd thé 1a chat phan tich c6 thé dugc hap thu hai lan tir cac
viing khéc nhau trong rudt. Bidu nay can thiét c6 cac nghién ctru sau hon dé kham
pha co ché cua hién tuong nay.

Dé tai chi dung lai budce dau ¢ viéc xac dinh cac thdng sé dugc dong hoc caa
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin sau khi thé udng cao khd Diép ha chau
ddng da duoc chuan héa cé thé dung 1am nguyén liéu san xuat thanh pham dang vién.
Viéc nghién ctu sinh kha dung cac lignan nay dé nghi s& tiép tuc nghién ciu chuyén
sau hon véi muc dich cai thién sy hap thu bing duong udng va gop phan tham khao
hd tro gilp xéc dinh liéu udng cho cac ché pham vién dang luu hanh trén thi truong
Viét Nam nham tang hiéu qua diéu tri cua cac ché pham tir duoc lidu Diép ha chau

dang Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.
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PIEM MGI1 CUA PE TAl

1. Vé mdt héa hoc chiét xudt, phan lap, tinh ché

Lan d4u tién, phan 1ap dugc dong thoi 5 hop chit lignan chinh trong Diép ha
chau ding Phyllanthus amarus gém phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin,
nirtetralin va phyltetralin kém bo dit liéu ph6 nghiém day du cuia mdi chat chat dat do
tinh khiét can thiét dé thiét lap chat ddi chiéu phuc vu cong tac kiém nghiém nguyén
lidu va cac ché pham tir cay thudc nay.

2. Vé mat thiét ldp chat doi chiéu

Lan dau tién, xay dung bo hd so hoan chinh dé thiét lap chat déi chiéu
hypophyllanthin va niranthin.

3. Vé mat diéu ché va tiéu chudn héa cao Diép ha chau dcfng

D3 sir dung phuong phap HPLC-PDA d dinh tinh va dinh luong dong thoi 4
lignan: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin trong Diép ha chau dang
Phyllanthus amarus va cho dén nay phuong phap van chwa duoc cong bd boi tai lidu
nao.

Lan dau tién, cong bd nghién ctru khao sat diéu ché cao giau lignan dé dung
1am cao d6i chiéu cé chét lugng twong duong cao chuan Phyllanthus amarus USP
duoc tng dung trong kiém nghi¢m chét lugng duogc liéu va ché phém tr duoc liéu
Diép ha chau déng.

4. Vé mat danh gia mot 56 thong s6 duwoc dong hoc cua cao chudn héa diéu
ché tir Diép ha chdu ding

Quy trinh dinh lugng dong thoi phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin
trong huyét twong tho bang phuong phap LC-MS/MS da dugc xay dung va tham
dinh, cho dén nay van chua dugc cong bd boi tai lidu nao.

Budc dau xac dinh céc thong s6 duoc dong hoc cua cac lignan chinh:
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin sau khi cho tho udng cao kho Diép ha chau
dang da dugc chuan hoéa véi myc dich dung 1am nguyén lidu san xuat thanh pham

dang thudc ran phan liéu, cho dén nay van chua dugc céng bd boi tai liéu nao.
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KET LUAN

Sau thoi gian thuc hién, luan an da hoan thanh cac ndi dung nghién ctru va dat
duoc tit ca cadc muc tiéu dé ra ban dau.

Céc két qua nghién ctru dat dugc nhu sau:

1. Chiét xuit, phén lap, tinh ché va xéc dinh céu tric, @ tinh khiét ciia cac chit
phén lap dwgc (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.)

Tir 60 g cao dicloromethan duoc chiét xuat tir 1 kg bot duoc lidu Diép ha chau
dang da phan lap duoc 5 hop chat lignan c6 do tinh khiét I6n hon 95 % gom: 1730
mg phyllanthin, 400 mg hypophyllanthin, 190 mg niranthin, 250 mg nirtetralin va 60
mg phyltetralin.

Xay dung bo dir liéu phd nghiém gdm pho UV, IR, MS, NMR cua 5 hop chat
lignan d phan 1ap dugc gom: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin, nirtetralin va
phyltetralin.

2. Thiét 1ap chat ddi chiéu hep chat chiét tir Di¢p ha chau ding (Phyllanthus
amarus Schum. et Thonn.)

Trong 5 hop chat duoc phan lap thi ¢o 4 hop chét du khéi lugng va dat d6 tinh
khiét dé thiét 1ap chat déi chiéu gom: phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va
nirtetralin. Do hop cht phyllanthin d3 dugc thiét 1ap chat ddi chiéu [3] nén trong luin
an nay chi thiét 1ap chat déi chiéu d6i voi hypophyllanthin va niranthin. Déi véi
nirtetralin dugc xac dinh d¢ tinh khiét dé img dung dinh lugng cac lignan cia Digp
ha chau dang trong dé tai.

Thiét 1ap dugc 3 hop chat chiét tir dugc lidu Diép ha chau ding gém: 2 hop
chét hypophyllanthin va niranthin dat yéu cau dung lam chat d6i chiéu va tiéu chuan
co s dé danh gia chat lugng; 1 hop chét nirtetralin da xac dinh d tinh khiét sic ky
c6 thé dung 1am chat ddi chiéu phong thi nghiém. Quy trinh thiét lap chat doi chiéu
tuan theo huéng dan cia WHO va ASEAN.
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3. Piéu ché va xiy dung tiéu chuin cao Di¢p ha chiu ding

Xay dung va tham dinh quy trinh dinh lugng ddng thoi 4 lignan: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin bang phuong phap HPLC véi cot C18, dau
do PDA, dang dong. Quy trinh dinh lugng dat yéu cau cac chi tiéu tham dinh vé tinh
dc hiéu, tinh tuyén tinh, do chinh xac va d6 dang theo huéng dan ICH.

Xac dinh diéu kién chiét cao thich hop cho quy mé phong thi nghiém véi dung
moi ethanol 96 % va quy mo pilot v&i1 dung moi ethanol 30 % cho ham lugng cac
chat lignan cao nhat so véi cac dung moéi chiét khac. Piéu nay rat co ¥ nghia thiét
thue, mang lai hiéu qua kinh té, an toan cho ngudi va khong gy doc hai méi truong.

Xay dung duoc quy trinh diéu ché va tiéu chuan hoa cao Diép ha chau ding.

Xay dung tiéu chuén co s cho cao khd Diép ha chau dang dap tng chat lugng
vé: chi tiéu, muc chit luong, phuong phap thi theo qui dinh ciia Duoc dién Viét Nam
va Dugc dién My.

Ung dung phuong phap dinh luong dong thoi 4 lignan: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin bang phuong phap HPLC trén cac miu duoc
lidu va cao chiét Diép ha chau dang.

Ung dung xay dung dugc quy trinh diéu ché va danh gia chit luong cao Diép
ha chau ding giau lignan dung 1am cao dbi chiéu dat yéu cau phuc vu cho cong tac
kiém nghiém.

4. Panh gia mot s thong sé dwge dong hoc cita cao chuin hoa diéu ché tir Diép
ha chau ding

Xay dyng va tham dinh quy trinh dinh luong dong thoi 3 lignan: phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé bang phuong phap LC-MS/MS
VvGi chat chuan noi diazepam, cot C18, dang dong, dau do khéi pho ESI (+) ché do do
MRM, xtr Iy mau bang chiét long - long dat yéu cau cac chi tiéu tham dinh vé tinh
dac hiéu, gidi han dinh luong dudi, tinh tuyén tinh, ¢ chinh xac, d6 dang, hiéu suat
chiét, anh huang nén mau, luong mau ton du va d6 on dinh theo hudng dan US-FDA,
EMA va DBVN V.
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Budc dau nghién ciru mot sé théng sé duge dong hoC Cmax, AUC, Tmax, T2
khi cho thé udng cao chuan héa Diép ha chau diang (ham lugng phyllanthin la 18,3
mg/g cao) véi lidu udng 2 mg phyllanthin/ kg can ning va ghi nhan két qua cac thdng
s6 dugc dong hoc biéu thi téc do va mirc d6 hap thu cua cac chat phyllanthin,

hypophyllanthin va niranthin trong huyét tuong tho.
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KIEN NGHI

Céac két qua dat dugc néu trén 1a co sé khoa hoc dé thuc hién cac hudng nghién
ctru tiép theo. Mot s6 kién nghi nhu sau:

- Tiép tuc t6i wu hoa diéu kién dé chiét xuat, phan 1ap, tinh ché cac hop chat
lignan: nirtetralin va phyltetralin va déanh gia chat lugng so sanh lién phong thi
nghiém dung 1am chat ddi chiéu.

- P& nghi tién hanh xay dung “Chuyén luan cao khd Diép ha chau dang” cho
Duoc dién Viét Nam trong 1an xuat ban t6i.

- Theo chuyén luan Phyllanthus amarus trong USP 40, cao chuan Phyllanthus
amarus cing véi sac ky dd dbi chiéu cua 16 cao chuan Phyllanthus amarus chi dugc
dung dé dinh tinh nén dé nghi tiép tuc nghién ctru ddng nhat 16 va danh gia chat luong
so sanh lién phong thi nghiém cao giau lignan diéu ché dugc dé c6 thé dung lam cao
dbi chiéu tng dung cho dinh tinh cac hop chét lignan c6 trong dugc liéu va cao Diép
ha chau ding.

- Tiép tuc nghién ctru dé cai thién sinh kha dung caa ché pham tir Diép ha chau

dang.
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Hinh PL2.13. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA,
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Hinh PL2.14. Phdé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA»
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Hinh PL2.15. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA,
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Hinh PL2.16. Phd HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia hop chét PA»
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Hinh PL2.17. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA,
trich vung 2,0-3,4 ppm x 30-75 ppm
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Hinh PL2.20. Phoé COSY (CDCls, 500 MHz) ctia chat PA; trich viing 2,0-4,0 ppm
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Hinh PL3.6. Ph6 1*C-NMR (CDCls, 125 MHz) ciia chat PA3



PL-18

PA3-CDC13-C13CPD <)
BRUKER

298 22 8 5 e 8 oS 23 DR 0o T s B s W
Te8 22 8 =2 2 3 se 2o sapag b 2 B8 s 8
see Mo kv = - o ~o ~ o e S N TS o
Swe, sial 0 2 N 9 =i S ESeee 28399 2 g ke
Y2 | |l | | N/ NV I
5/9/9’-OCH,
\ 3'/4’-OCH,
6 2 O-CH.- g o 8
| > 1?CHZO ?9 ! I 7! I T
1! |
3, v "
ST B
| ‘

T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 1256 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 ppn

Hinh PL3.7. Phd 13C-NMR (CDCls, 125 MHz) cua chat PAs trich ving 30-150 ppm
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Hinh PL3.9. Pho HSQC (CDCls, 125/500 MHz) ciia chat PA3
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Hinh PL3.10. Phé HSQC (CDCls, 125/500 MHz) ctia cht PAs

trich vung 5,8-6,8 ppm x 98-122 ppm

wdd

00SH-£TOAD-E¥d

0-CH,-0

O0SH-E£TOAD-LIN



wdd §°T 0'Z S§'Z 0'E S'€E O’V S'FP 0'S §'S 0'9 §'9 0L S'L

wdd

| | | | | 1 | 1

PL-20

5/9/9"-0CH; 31490 0ch,

; I ;
& b

3'/4’-0CH;
ST

5-OCH,

. C: 5 _3-9-OCH,
. W

[ P TN

! E‘%\ 9-OCH,

O0SH-€T.

i'":f:.:;"

Sy
oy

o wn w
o (5] o

SL

oL

<9
wdd

Hinh PL3.11. Pho HSQC (CDCls, 125/500 MHz) clia chat PAs
trich vung 1,5-4,5 ppm x 30-80 ppm
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Hinh PL3.12. Phdé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA3
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Hinh PL3.13. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA3

trich vung 5,7-6,9 ppm x 100-150 ppm
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Hinh PL3.14. Phdé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA3

trich vang 1,5-4,5 ppm x 100-150 ppm
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Hinh PL3.16. Phé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PA3
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Hinh PL3.17. Phd COSY (CDCls, 500 MHz) ciia chit PA3
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Hinh PL3.19. Phd COSY (CDCls, 500 MHz) ctia chit PAs trich ving 1,6-4,4 ppm
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Hinh PL4.7. Ph6 3C-NMR (CDCls, 125 MHz) cua chat PA4 trich viing 100-150 ppm
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Hinh PL4.18. Pho COSY (CDClz, 500 MHz) cua chat PA4
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Hinh PL4.20. Pho COSY (CDCls, 500 MHz) ctia PA4 trich ving 1,2-4,2 ppm
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Hinh PL5.14. Pho HMBC (CDClz, 125/500 MHz) cua chat PAs



PL-43

L L il I J.

i B e

o 8 O

o X B o

2 3 H;(‘O%HZOCH;

o ] H;CO < ; 'CH,OCH;

-] € — & —
Hinh PL5.15. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PAs

trich vung 6,1-7,0 ppm x 110-150 ppm
L | I } M _

o = = = =

:“ e — 27 H;coj l 1 l ,.?CHEO(‘H,

w | H;CO’ 5 . CH;OCH;

) 2

. | -0 s =

i & 5 5 5 E 0§ FE £ E 3

Hinh PL5.16. Phé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PAs

trich vung 2,6-4,2 ppm x 110-150 ppm

OHWH-E£TOA0-S¥d

NAWH-CTUTN-CVA



wdd

1

PL-44

= =
9
HQCO”I:CH:()CH\
H;CO l !: 'CH,OCH;
3 i
:;: “OCH;
OCH;
= - ==
-
RT3 < =
- - i
P == S
T T T T T T T T T T T
(-] ~ ~ o o0 o w - - w w
o w o w o wn o w (=] w o

wdd

OHAWH-ETOAO-S¥d

Hinh PL5.17. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PAs
trich vung 2,6-4,2 ppm x 30-80 ppm

PA5-CDC13-COSYGP

1 o
o
L} o ©° - o
2
°o . -
. [ -] -

= 9
H\(‘O”\ ll FCHEOCH]
H;CO H CH,OCH;
s 5 g

OCH;,

7 o . OCH;4

Processing pa

=

l. T T T T T T T T T T T T T s
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm @

Hinh PL5.18. Pho COSY (CDCls, 500 MHz) ctia chat PAs
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Hinh PL6.10. Phé HSQC (CDCls, 125/500 MHz) ctia cht PAs
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Hinh PL6.11. Pho HSQC (CDCls, 125/500 MHz) clia chat PAs
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Hinh PL6.13. Pho HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PAs

PA6-CDCI3-HMBC 2/2

5/5° 6/6'

37
8/8’

3/3"-0CH;
4/4"-OCH,

9/9"-0CH,

9/9’

5/5"
2/2

6/6’

1/1 —

a/a’ 4
3/3' 7]

Hinh PL6.14. Phé HMBC (CDCls, 125/500 MHz) ctia chat PAs
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Hinh PL6.17. Phd COSY (CDCls, 500 MHz) ctia chit PAs trich ving 6,4-6,9 ppm
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Hinh PL6.18. Pho COSY (CDCls, 500 MHz) ctia chat PAs trich ving 1,8-4,1 ppm
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PHU LUC 7. QUY TRINH XAC PINH PO TINH KHIET SAC KY
HYPOPHYLLANTHIN BANG PHUONG PHAP HPLC
1. QUY TRINH THUC HIEN

Dung dich goc: Can chinh xac khoang 50,0 mg hypophyllanthin phan lap
(HPL) vao binh dinh mirc 50 mL, hoa tan bang methanol, siéu am 10 phut, dé nguoi,
thém methanol vira du, 1ic déu, thu duoc dung dich co néng d6 1000 pg/mL.

Dung dich thir: Can chinh xac khoang 10 mg hypophyllanthin phan 1ap (HPL)
vao binh dinh mirc 20 mL, hoa tan bing methanol, siéu &m 10 phat, & ngudi, thém
methanol vira dd, lic déu, thu dugc dung dich c6 néng do 500 pg/mL, loc qua mang
loc 0,45 um.

Diéu kién sdc ky:
Cot sac ky: Phenomenex Gemini C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm)
Pha dong: Acetonitril — acid phosphoric 0,1 % (60 : 40)
Téc do dong: 1 mL/phat
Nhiét do cot: 35 °C
Dau do: PDA, buéc song phat hién 230 nm
Thé tich tiém: 20 pL

Tién hanh sic ky trén dung dich thir, ghi nhan phan trim dién tich pic trén sic
ky dd.
2. THAM PINH QUY TRINH PHAN TiCH
Tinh phu hop hé thong

Tién hanh sac ky 13p lai 6 1an ciia dung dich thir. Xac dinh cac thong sé vé thoi
gian luu (Ry), dién tich pic (S), hé sé ddi xtmg (As) va sb dia 1y thuyét. Tinh do léch
chuan tuong d6i cta dién tich pic va thoi gian luu.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh pht hop hé théng khi dap Gmg cac diéu kién sau:

- C4c gié tri thoi gian luu (Ry), dién tich pic (S) c6 RSD <2 %.

- Hé s6 d6i xtmg (As) cua pic trong khoang 0,8-1,5.
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Tinh déc hi¢u

Tién hanh sic ky mau trang (dung moi methanol HPLC), dung dich thir trong
cung diéu kién sic ky. Ghi lai cac sic ky dd. Xac dinh thoi gian luu cua pic
hypophyllanthin.

Yéu cau: Sic ky dd6 mau tring khong xuat hién pic tai pic chinh trong dung
dich thir.
Tinh tuyén tinh

Tir dung dich gbc hypophyllanthin c6 nong do 1000 pg/mL, tién hanh pha
lodng 5 dung dich hypophyllanthin c6 mirc nong d6 1an luot 13 60 %, 80 %, 100 %,
120 %, 140 % theo bang sau:

Bang 2.1. Bang pha ché cac dung dich hypophyllanthin kiém tra tinh tuyén tinh

Mikc nong dé (%) 60 80 100 120 140

Dung dich gdc 1000 pug/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Methanol vira du (mL) 5

Nong do dung dich 300 400 500 600 700

hypophyllanthin (ug/mL)

Tién hanh sic ky cac dung dich trén, xac dinh dién tich cta pic chinh (mdi
mau do 3 lan).

X4y dung phuong trinh hdi quy § = ax + b, v& do thi biéu dién mbi twong quan
giita dién tich pic v6i ndng d6 va xac dinh hé sé twong quan .

St dyung test F dé kiém tra tinh twong thich ctia phuong trinh hdi quy, test t dé
kiém tra ¥ nghia ctia hé s6 a va b.

Yéu cau: r>0,999.
Do chinh xac

Dé lip lgi: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir. X4c dinh thong s phan trim
dién tich cua pic hypophyllanthin. Tinh do 1éch chuan twong d6i RSD %.

Yéu cau: RSD % < 2 %.

D§ chinh xdc trung gian: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir & 2 phong thi
nghiém va boi 2 kiém nghiém vién khac nhau. X4c dinh thong s6 phan trim dién tich

ctia pic hypophyllanthin. Tinh d6 Iéch chuan trong d6i RSD %.
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Yéu cau:

- RSD % <2 % ¢ ca 2 phong thi nghiém.

- Do sai khac két qua dinh luong giita 2 phong thi nghiém < 2 %.
Do ding

St dung phuong phap thém mau thir vao pha dong. Chudn bi 9 miu thém
hypophyllanthin & 3 mutc ndng d6 80 %, 100 % va 120 % so v&i mic ndng d6 dinh

lwong (500 pg/mL). Mdi mirc ndng d6 chuan bi 3 mau. Mdi mau tién hanh sic ky 1

1\
A

lan.
Bang 2.2. Bang pha ché cdc mau kiém tra d6 ding
Mikc nong dd (%) 80 100 120
Luong can hypophyllanthin phan lap (mg) 4,0 5,0 6,0
Pha dong vira da (mL) 10
Nong d6 dung dich (pg/mL) 160 500 240

Yéu cau: Ty 1& phyc hdi trung binh (%) ctia cac mirc ndng d6 ndm trong khoang
98 % - 102 % va RSD % < 2,0 %.
3. BAO CAO KET QUA THAM PINH QUY TRINH PHAN TICH
3.1. Tinh pht hep hé thong
Bang 3.1.Tinh phu hop hé thdng trén mau hypophylllanthin (n = 6)

Thoi gian lwu  Dign tich pic  H¢ s6 d6i ximg S dia Iy thuyét

50 thir ty (tw) (S) (A9) (N)

1 6,055 27120357 1,472 27120357

2 6,045 27072133 1,448 27072133

3 6,043 27098163 1,446 27098163

4 6,043 27023285 1,452 27023285

5 6,053 27090712 1,474 27090712

6 6,045 27086099 1,448 27086099

B 6,047 27081792 1,456 27081792
RSD (%) 0,09 0,12 0,88 0,12

Nhdén xét: Piéu kién HPLC cho d 1ap lai t6t vé thoi gian luu, dién tich pic, %
dién tich pic, hé sb d6i xtng va s6 dia 1y thuyét, déu c6 RSD < 2 %. Két luan hé thong

tuong thich voi qui trinh khao sat do tinh khiét hypophyllanthin.
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3.2. Tinh dac hiéu
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Hinh 3.1. Sic ky do tham dinh tinh dic hiéu
Nhdn xét: Sic ky d6 cua hypophyllanthin phan 14p cho pic ¢ thoi gian luu
6,055 phat, khong trung véi pic ndo trén miu tring. Két luan quy trinh dat tinh dic
hiéu.
3.3. Tinh tuyén tinh
Bang 3.2. Khao tinh tuyén tinh trén cic mau hypophyllanthin (n = 3)

Miu Nong @9 (ng/mL)  Dién tich pic (S) trlafé‘ ;Iﬁ'ﬁ l(’éctb)
16953615

1 300 16969234 16964789
16971518
21873913

2 400 21826743 21877473
21931764
27120357

3 500 27103472 27098654
27072133
32748556

4 600 32793746 32800842
32860225
39028261

5 700 39073847 39072948
39116736
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Hinh 3.2. D6 thi biéu dién mdi twong quan gitta dién tich pic va
nong d6 hypophyllanthin
Bién luan
Hé s twong quan cua x va 'y lar = 0,9988
F =1551,613 > Fo 05 = 10,13 phuong trinh hdi quy twong thich
Xét hé s6 b: t=1,25 < toos = 3,18  hé s6 b khong c6 ¥ nghia
Xéthé sb a:t=239,39 > toos = 3,18 hé sb a c6 ¥ nghia
Vay phuong trinh hoi quy: § = 55140x vai r = 0,9988.
Nhdn xét: Quy trinh dat tinh tuyén tinh vé&i khoang tuyén tinh 300-700 pg/mL.
3.4. Bé chinh xac

Bing 3.3. Khao sat do lip lai trén cac mau tha (n = 6)

Do tinh khiét sic
ky (%)
98,74
98,72
97,90
97,46
97,22

6 97,42
TB (%) 97,91
RSD (%) 0,69

Mau

g B~ W N -

Bang 3.4. Khao sat dd chinh xac trung gian trén cac mau thtr (n = 12)



PL-61

Do tinh khiét sic ky (%)
>t Phong thi nghiém 1 Phong thi nghiém 2
1 98,74 98,73
2 98,72 97,92
3 97,90 97,91
4 97,46 97,49
5 97,22 97,20
6 97,42 97,76
TB (%) 97,91 97,84
RSD (%) 0,69 0,53
TB (%) 97,87
RSD (%) 0,59

Nhdn xét: Diéu kién HPLC cho do chinh xéc tot vé % dién tich pic véi RSD <
2 %. Két luan quy trinh khao sat o tinh khiét hypophyllanthin dat d6 1ap lai va do
chinh x&c trung gian.
3.5. bo ding

Bang 3.5. Khao sat do diing trén cac mau tha (n = 9)

Khoang KL chat

Nong dé Nong do tim thdy Do phuc hdi

e e (ugimi) DR PIE T G gm ) (%)
4,0262 402,62 22009760 398,27 98,92

80 % 4,0009 400,09 21860513 398,85 99,69
3,9920 399,20 21809701 397,00 99,45

5,0129 501,29 27149551 498,93 99,53

100 % 5,0048 500,48 27121956 499,48 99,80
49978 499,78 27029848 494,58 98,96

5,9876 598,76 32687227 597,50 99,79

120 % 5,9923 599,23 32703058 598,09 99,81
5,9904 599,04 32735261 593,35 99,05

TB (%) 99,44
RSD (%) 0,37

Nhén xét: Quy trinh dat d6 dung vai ti 18 phuc hoi trung binh 99,44 % va
RSD % < 2,0 %.
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PHU LUC 8. QUY TRINH XAC PINH PO TINH KHIET SAC KY NIRANTHIN
BANG PHUONG PHAP HPLC
3. QUY TRINH THUC HIEN

Dung dich géc: Can chinh xac khoang 5,0 mg niranthin phan lap (NRT) vao
binh dinh mirc 25 mL, hoa tan bang methanol, siéu am 10 phut, dé ngudi, thém
methanol vira du, lic déu, thu dugc dung dich c6 néng do 200 pg/mL.

Dung dich thir: Can chinh xac khoang 2,0 mg niranthin phan lap (NRT) cho
vao binh dinh mirc 20 mL, hoa tan bang methanol, siéu &m 10 phat, & ngudi, thém
methanol vira du, lic déu, thu duoc dung dich c6 néng do 100 pg/mL, loc qua mang
loc 0,45 um.

Diéu kién sdc ky:

- Cot sac ky: Phenomenex C6-Phenyl 11A (150 x 4,6 mm; 3 pum)

- Pha dong: Acetonitril — nudc (60 : 40)

- Tbc d6 dong: 1 mL/phut

- Nhiét do cot: 30 °C

- Dau do: PDA, buéc song phat hién 230 nm

- Thé tich tiém: 10 pL

Tién hanh sic ky trén dung dich thir, ghi nhan phan trim dién tich pic trén sic
ky dd.

4. THAM PINH QUY TRINH PHAN TiCH
Tinh phu hop hé thong

Tién hanh sac ky 13p lai 6 1an ciia dung dich thir. Xac dinh cac thong sé vé thoi
gian luu (Ry), dién tich pic (S), hé sé ddi xtimg (As) va sb dia 1y thuyét. Tinh do léch
chuan tuong d6i cua dién tich pic va thoi gian luu.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh pht hop hé théng khi dap Gmg cac diéu kién sau:

- C4c gié tri thoi gian luu (Ry), dién tich pic (S) c6 RSD <2 %.

- Hé s6 d6i xtmg (As) cua pic trong khoang 0,8-1,5.

Tinh dac hiéu
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Tién hanh sic ky mau trang (dung moi methanol HPLC), dung dich thir trong
cung diéu kién sac ky. Ghi lai cac sic ky do. Xac dinh thoi gian luu cia pic niranthin.

Yéu cdu: Sac ky dd miu trang khong xuat hién pic tai pic chinh trong dung
dich thu.
Tinh tuyén tinh

Ttr dung dich gdc niranthin c6 ndng d6 200 pg/mL, tién hanh pha lodng 5 dung
dich niranthin c6 mic nong d6 1an lugt 1a 60 %, 80 %, 100 %, 120 %, 140 % theo
bang sau:

Bang 2.1. Bang pha ché cac dung dich niranthin kiém tra tinh tuyén tinh

Mikc nong d6 (%) 60 80 100 120 140
Dung dich gdc 200 pg/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Methanol vira du (mL) 5

Nong d6 dung dich niranthin
(ng/mL)

Tién hanh sic ky cac dung dich trén, xac dinh dién tich cua pic chinh (mdi

60 80 100 120 140

mau do 3 lan).

X4y dung phuong trinh hdi quy § = ax + b, v& do thi biéu dién mbi twong quan
gitta dién tich pic v6i ndng d6 va xac dinh hé sé twong quan .

Str dung test F dé kiém tra tinh tuwong thich cua phuong trinh hoi quy, test t dé
kiém tra ¥ nghia ctia hé s6 a va b.

Yéu cdu: r>0,999.
Do chinh xac

Dé lip lgi: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir. X4c dinh thong s phan trim
dién tich ctia pic niranthin. Tinh do 1éch chuan twong d6i RSD %.

Yéu cau: RSD % < 2 %.

Dé chinh xdc trung gian: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir & 2 phong thi
nghiém va bai 2 kiém nghiém vién khac nhau. Xéac dinh thong s6 phan trim dién tich

ctia pic niranthin. Tinh do léch chuan tuong d6i RSD %.
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Yéu cau:

- RSD % <2 % ¢ ca 2 phong thi nghiém.

- Do sai khac két qua dinh luong giita 2 phong thi nghiém < 2 %.
Do ding

St dung phuong phap thém mau thir vao pha dong. Chuin bi 9 miu thém
niranthin ¢ 3 muc néng d6 80 %, 100 % va 120 % so véi muc néng d6 dinh luong
(200 pg/mL). Mdi mirc ndng d6 chudn bi 3 mau. Mdi mau tién hanh sic ky 1 lan.

Bang 2.2. Bang pha ché cac mau kiém tra do dung.

Mikc nong dd (%) 80 100 120

Luogng can niranthin phan 1ap (mg) 4,0 50 6,0
Pha dong vira du (mL) 50

Nong do dung dich (ug/mL) 80 100 120

Yéu cau: Ty 1& phuc hdi trung binh (%) ctia cdc mirc ndng d6 nam trong khoang
98 % - 102 % va RSD % < 2,0 %.
3. BAO CAO KET QUA THAM PINH QUY TRINH PHAN TICH
3.1. Tinh pht hep hé thong
Bang 3.1. Tinh phu hop hé théng trén mau niranthin (n = 6)

. Thb’l : l oA , . A A FARe _~ A 7 A
S6 thir tur gian lvu  Di¢n tich pic H¢ s0 doi xung S0 dia ly thuyét

(tr) S) (As) (N)

1 11,553 12171303 1,0 62047

2 11,920 12186049 1,0 62809

3 11,791 12199388 1,0 61708

4 11,647 12180263 1,0 62219

5 11,553 12183741 1,0 62025

6 11,387 12185801 1,0 62193

B 11,642 12184424 1,0 62167
RSD (%) 1,63 0,08 0,38 0,59

Nhdn xét: Diéu kién HPLC cho d lap lai tot vé thoi gian luu, dién tich pic, %
dién tich pic, hé sb d6i xtimg va s dia 1y thuyét, déu c6 RSD < 2 %. Két luan hé thong

tuong thich véi qui trinh khao sat do tinh khiét niranthin.
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3.2. Tinh dac hiéu
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(c) D6 tinh khiét pic & 11,646 pht (d) Sic ky d6 HPLC 3D cua mau NRT
Hinh 3.1. Sic ky do tham dinh tinh dic hiéu
Nhdn xét: Sac ky dd cua niranthin phan 1ap cho pic ¢ thoi gian luu 11,646
phat, khdng trang véi pic ndo trén mau tring. Két luan quy trinh dat tinh dic hiéu.
3.3. Tinh tuyén tinh

Bang 3.2. Khao tinh tuyén tinh trén cac mau niranthin (n = 3)

Miu Nong @9 (ng/mL)  Dién tich pic (S) tr[J;}gg;l gﬁ‘] ‘(’;b)
7392849

1 60 7378190 7389887
7398623
9828839

2 80 9839288 9829073
9819093
12205129

3 100 12300836 12204217
12106687
14804660

4 120 14614994 14709293
14708226
17256356

5 140 17123053 17131284
17014444
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Hinh 3.2. D6 thi biéu dién mdi twong quan gitta dién tich pic va
ndng do niranthin

Bién luan

Hé s twong quan cua x vay lar = 0,9999

F = 58295 > Fo 5 = 10,13 phuong trinh hdi quy twong thich

Xéthésdb:t=1,36 <toos =3,18 hé s b khong c6 ¥ nghia

Xét hé s6 a: t= 241,44 > toos = 3,18 hé sé a co ¥ nghia

Vay phuong trinh hoi quy: § = 121815x véi r = 0,9999

Nhdn xét: Quy trinh dat tinh tuyén tinh v&i khoang tuyén tinh 60-140 pg/mL.
3.4. B¢ chinh xac

Bang 3.3. Khao sat do lip lai trén cac mau thir (n = 6)

Mu Dj tinh Kkhiét sic
Ky (%)
1 99,85
2 99,83
3 99,8
4 99,79
5 99,75
6 99,75
TB (%) 99,80

RSD (%) 0,04
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Bang 3.4. Khao sat dd chinh xac trung gian trén cac mau thtr (n = 12)

o Do tinh khiét sic ky (%)
" Phong thi nghiém 1 Phong thi nghiém 2
1 99,85 99,75
2 99,83 99,78
3 99,8 99,81
4 99,79 99,77
5 99,75 99,79
6 99,75 99,75
TB (%) 99,80 99,78
RSD (%) 0,04 0,02
TB (%) 99,79
RSD (%) 0,03

Nhdn xét: Diéu kién HPLC cho do chinh xéc tot vé % dién tich pic véi RSD <
2 %. Két luan quy trinh khao sat do tinh khiét niranthin dat do lip lai va do chinh xac
trung gian.
3.5. Do ding

Bang 3.5. Khao sat do diing trén cac mau thir (n = 9)

Khoang KL chit

thém dbi chibu  Nong do Dién tich pic Nong dg tim thiy  Dj phuc hoi
chuin  thém (mg) (R&/ML) (ng/mL) (%)
3,9599 79,20 9773080 3,97 100,26
80 % 3,9593 79,19 9773847 3,97 100,27
3,9628 79,26 9789461 3,98 100,43
4,9535 99,07 12101994 4,92 99,32
100 % 4,9506 99,01 12183741 4,95 99,99
4,9495 98,99 12185801 4,95 100,01
5,9363 118,73 14630395 5,94 100,06
120 % 5,9395 118,79 14622620 5,94 100,01
5,9419 118,84 14616686 5,94 99,97
TB (%) 100,04
RSD % 0,31

Nhdn xét: Quy trinh dat do dung véi ti 1& phuc hoi trung binh 100,04 % va
RSD % < 2,0 %.
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PHU LUC 9. QUY TRINH XAC PINH PO TINH KHIET SAC KY
NIRTETRALIN BANG PHUONG PHAP HPLC
5. QUY TRINH THUC HIEN

Dung dich goc: Can chinh xac khoang 10,0 mg nirtetralin phan 1ap (NTT) vao
binh dinh mirc 25 mL, hoa tan bang methanol, siéu 4m 10 phut, & ngudi, thém
methanol vira d, lic déu, thu dugc dung dich c6 néng do 400 pg/mL.

Dung dich thir: Can chinh xac khoang 2,0 mg nirtetralin phan 1ap (NTT) vao
binh dinh muc 10 mL, hoa tan bé“mg methanol, si€u am 10 phut, dé nguoi, thém
methanol vira du, lic déu, thu duoc dung dich c6 ndng d6 200 pg/mL, loc qua mang
loc 0,45 um.

Diéu kién sdc ky:

- Cot sic ky: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm)

- Pha dong: Methanol — acid phosphoric 0,1 % (60 : 40)

- Téc d6 dong: 1 mL/phat

- Nhiét d¢ cot: 25 °C

- Thé tich tiém: 20 pL

- Pau do PDA, buéc song phat hién 230 nm

Tién hanh sic ky trén dung dich thir, ghi nhan phan trim dién tich pic trén sic
ky dd.

6. THAM PINH QUY TRINH PHAN TiCH
Tinh phu hop hé thong

Tién hanh sac ky 13p lai 6 1an ciia dung dich thir. Xac dinh cac thong s6 vé thoi
gian luu (Ry), dién tich pic (S), hé sé ddi xtmg (As) va sb dia 1y thuyét. Tinh d6 léch
chuan tuong d6i cta dién tich pic va thoi gian luu.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh phu hop hé théng khi dép tng cac diéu kién sau:

- C4c gié tri thoi gian luu (Ry), dién tich pic (S) c6 RSD <2 %.

- Hé s6 d6i xtmg (As) cua pic trong khoang 0,8-1,5.

Tinh dac hiéu
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Tién hanh sic ky mau trang (dung moi methanol HPLC), dung dich thir trong
cung diéu kién sic ky. Ghi lai cac sac ky d6. Xac dinh thoi gian luu cta pic nirtetralin.

Yéu cau: Sic ky do mau tring khong xuat hién pic tai pic chinh trong dung
dich thu.
Tinh tuyén tinh

Tir dung dich gdc nirtetralin c¢6 nong d6 400 pug/mL, tién hanh pha loing 5
dung dich nirtetralin ¢ muc néng do 1an luot 12 60 %, 80 %, 100 %, 120 %, 140 %
theo bang sau:

Bang 2.1. Bang pha ché cac dung dich nirtetralin kiém tra tinh tuyén tinh

Mikc nong dd (%) 60 80 100 120 140
Dung dich gdc 400 pg/mL (mL) 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Methanol vira du (mL) 5

Nong d6 dung dich nirtetralin
(ng/mL)

120 160 200 240 280

Tién hanh sic ky cac dung dich trén, xac dinh dién tich cua pic chinh (mdi
mau do 3 lan).

X4y dung phuong trinh hdi quy § = ax + b, v& do thi biéu dién mbi twong quan
gita dién tich pic v6i ndng do va xac dinh hé sé twong quan .

Str dung test F dé kiém tra tinh tuwong thich ctia phuong trinh hoi quy, test t dé
kiém tra ¥ nghia ctia hé s6 a va b.

Yéu cau: r > 0,999.
Do chinh xac

Dé lip lgi: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir. Xac dinh thong s phan trim
dién tich cua pic nirtetralin. Tinh d6 1éch chuan twong déi RSD %.

Yéu cau: RSD % < 2 %.

D¢ chinh xdc trung gian: Tién hanh sic ky 6 dung dich thir & 2 phong thi
nghiém va béi 2 kiém nghiém vién khac nhau. Xac dinh thong s6 phan trim dién tich

ctia pic nirtetralin. Tinh d6 1éch chuan tuong d6i RSD %.
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Yéu cau:

- RSD % <2 % ¢ ca 2 phong thi nghiém.

- Do sai khac két qua dinh luong giita 2 phong thi nghiém < 2 %.
Do ding

St dung phuong phap thém mau thir vao pha dong. Chuan bi 9 mau thém
nirtetralin & 3 muc néng do 80 %, 100 % va 120 % so voi mie néng do dinh lugng
(200 pg/mL). Mdi mirc ndng d6 chudn bi 3 mau. Mdi mau tién hanh sic ky 1 lan.

Bang 2.2. Bang pha ché cac mau kiém tra do dung.

Mikc nong dd (%) 80 100 120

Lugng can nirtetralin phan 1ap (mg) 1,6 2,0 2,4
Pha dong vira du (mL) 10

Nong d6 dung dich (ug/mL) 160 200 240

Yéu cau: Ty 1& phyc hdi trung binh (%) ctia cac mirc ndng d6 nam trong khoang
98 % - 102 % va RSD % < 2,0 %.
3. BAO CAO KET QUA THAM PINH QUY TRINH PHAN TICH
3.1. Tinh pht hep hé thong

Bang 3.1. Tinh phu hop hé thong trén mau nirtetralin (n = 6)

. Th(‘)'i . l oA , . A A FARe _~ A 7 A
S6 thir tur gian luvu  Dién tich pic H¢ so doi xing S0 dia ly thuyét

(tr) S) (As) (N)

1 20,831 91685076 1,271 3051

2 20,882 91550226 1,268 3054

3 21,061 91616697 1,267 3048

4 21,124 91560156 1,264 3048

5 21,230 91655492 1,265 3044

6 21,307 91553957 1,263 3038

B 21,073 91603601 1,266 3047
RSD (%) 0,89 0,06 0,23 0,18

Nhdn xét: Diéu kién HPLC cho d9 lap lai tot vé thoi gian luu, dién tich pic, %
dién tich pic, hé sb d6i xtng va s6 dia 1y thuyét, déu c6 RSD < 2 %. Két luan hé thong
tuong thich véi qui trinh khao sat d9 tinh khiét nirtetralin.
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3.2. Tinh dac hiéu

i Blunkkd i
100000 “i”-“v"i’”‘-'“: ;
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0 5 10 15 0 % 30 0 § 10 1§ 0 § 30
min ]|
(c) Sac ky do ctia dung moi (b) Sac ky do cia dung dich thi

ID# 1
Retention Time - 21.398 4067
Compound Name : Nirtetraline .

0.5 “ /\ ;2500
1\ I
i \\ - s

= 0
21 22 23
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index - 0.999999
Single point threshold - 0.999973

Minimum peak purity index : 25

(c) P9 tinh khiét pic ¢ 21,398 phit  (d) Sac ky d6 HPLC 3D ctia mau NTT
Hinh 3.1. Sac ky d6 tham dinh tinh dac hiéu

Nhdn xét: Sic ky dd cua nirtetralin phan 1ap cho pic ¢ thoi gian luu 21,398
phat, khdng trang voi pic ndo trén mau tring. Két luan quy trinh dat tinh dic hiéu.
3.3. Tinh tuyén tinh

Bang 3.2. Khao tinh tuyén tinh trén cic mau nirtetralin (n = 3)

Miu Nong @6 (ug/mL)  Dién tich pic (S) trlafé‘ g:f]';] l(’éctb)

55997554

1 125,53 55969287 55997396
56025348
74008056

2 167,37 73997539 73997244
73986138
91762659

3 209,22 91745652 91796559
91881365
108800515

4 251,06 108526203 108781026
109016359
125409128

5 292,90 125728504 125243211

124592001
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Pwérng chuan thé hién méitwong quan giira ndng do va diéntich
pic nirtetralin
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Hinh 3.2. D6 thi biéu dién mdi trong quan gitta dién tich pic va
ndng do nirtetralin

Bién luan

Hé s twong quan cua x vay lar = 0,9996

F = 8165,73 > Foos = 10,13 phuong trinh hdi quy twong thich

Xéthé sd b: t=4,54 <toos = 3,18 hé s b khong c6 ¥ nghia

Xét hé sb a:t=90,36 > toos = 3,18 hé sb a c6 ¥ nghia

Vay phuong trinh hoi quy: § = 414107x véi r = 0,9996

Nhdn xét: Quy trinh dat tinh tuyén tinh véi khoang tuyén tinh 125,53-292,90
ug/mL.
3.4. Bg chinh xac

Bing 3.3. Khao sat do lip lai trén cdc mau thir (n = 6)

Do tinh khiét sic ky

Ma (%)
1 97,02
2 97,12
3 97,11
4 97,17
5 97,05
6 96,69
TB (%) 97,03

RSD (%) 0,18
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Bang 3.4. Khao sat dd chinh xac trung gian trén cac mau thtr (n = 12)

st Do tinh khiét sic ky (%)
Phong thi nghiém 1 Phong thi nghiém 2
1 97,02 96,84
2 97,12 97,15
3 97,11 96,92
4 97,17 97,02
5 97,05 97,12
6 96,69 97,06
TB (%) 97,03 97,02
RSD (%) 0,18 0,12
TB (%) 97,02
RSD (%) 0,15

Nhdn xét: Diéu kién HPLC cho do chinh xéc tot vé % dién tich pic véi RSD <
2 %. Két luan quy trinh khao sat do tinh khiét nirtetralin dat do lap lai va d6 chinh
Xac trung gian.
3.5. bo ding

Bing 3.5. Khao sat dd ding trén cac mau thir (n = 9)

Khoang KL chat

them  dbichibu  omedd Dién tich pic Nong ¢ fim thay  Dj pl;'-“ hdi
chuin  thém(mg) H9/MD) (ng/mL) (%)
1,6717 167,17 73821218 168,40 100,74
80 % 1,7032 170,32 73907620 168,59 98,98
1,6969 169,60 73686115 168,09 99,06
20575 20575 90298489 205,98 100,11
100 % 20351 20351 89970141 205,23 100,85
20321 20321 90162177 205,67 101,21
25818 258,18 113530067 258,98 100,31
120 % 25826 25826 113335707 258,53 100,10
26123 26123 113063569 257,91 98,73
TB (%) 100,01
RSD % 0,89

Nhdn xét: Quy trinh dat do dung véi ti 1& phuc hoi trung binh 100,01 % va
RSD % < 2,0 %.
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PHU LUC 10. PHIEU PHAN TICH HYPOPHYLLANTHIN VA NIRANTHIN

BO Y TE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TP. HCM Déje lap - Ty do - Hanh phiic
200 C6 Biic, Q.1, TP. Hd Chi Minh
PHIEU PHAN TiCH
(Diing cho kiém nghi¢m vién tra 16i ngi bg)
MAu phén tich : Hypophyllanthin
Pon vi sin xuit : Khoa Duge - Dai hoe Y Dugc TP. H Chi Minh
S6 16 : Khong Han ding : Khong
S6 lwgng miu 1600
Khoa chuyén mén : Khoa Thiét 1ap chat chuén — Chét d6i chiéu
Ngay giao nhin miu 1 21/7/2015
Yéu cAu phén tich : P& tinh khiét
Tiéu chudn hoic tai liéu 4p dung : Huéng din “Dénh gid chit ddi chiéu Hypophyllanthin”
Tinh trang miu khi nhén : MAu dung trong lo thiy tinh nu, nép ddy kin, c6 ddn nhan
tam.
Chi tiéu | Mike chit lwgng Két qua
Tinh chit | Tinh thé hinh kim nhé, mau
| tréng
Pj tinh khiét sic ky l Lo 1: 98,74 %
! Lo 2: 98,72 %
L03:97,90 %
Lo 4: 97,46 %
Lo 5:97,22%
Lo 6: 97,42 %

Ngay,! ¥ thang 0 Tniim 20 45
Phu trich Phong kiém nghi¢m Kiém nghiém vién

o ,/ y L; v
v Ghide i S i
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BOYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TP. HCM Pjc l4p - Ty do - Hanh phic
200 Cb Bic, Q.1, TP. Ho Chi Minh
PHIEU PHAN TiCH
(Diing cho kiém nghiém vién tra 16i ngi bf)
Miu phén tich : Hypophyllanthin
Pon vj san xuit : Khoa Dugc - Dai hoe Y Dugc TP. H Chi Minh
S616 : Khong Han dung : Khong
$6 lwgng miu 1610
Khoa chuyén mén : Khoa Péng dugc — Dugc ligu
Ngay giao nhin miu :21/7/2015
Yéu ciu phén tich : P tinh khiét
Tiéu chufn hoic tai lidu 4p dung : Hu6ng d&n “Dénh gi chét dbi chiéu Hypophyllanthin”
Tinh trang mAu khi nhén : MAu dyng trong lo thuy tinh nau, nip ddy kin, c6 d4n nhan
tam.
Chi tiéu Mike chit lwgng Két qua
Tinh chit Tinh thé hinh kim nhd, mau
trang
Pj tinh khiét sic ky Lo 1: 98,73 %

L02:97,92 %
L03:97.91 %
1.04:97,49 %
Lo 5: 97,20 %
Lo 6: 97,76 %

Phuy trich Phong kiém nghi¢m

Ngay 30 théngo# nim 20/5
Kiém nghiém vién

¥
l\éftk!éh ’iﬂi TMI ’)i:)y
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BOYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TP. HCM Pjc 1ip - Tw do - Hanh phiic
200 Cd Bic, Q.1, TP. Ho Chi Minh
PHIEU PHAN TiCH
(Dimg cho kiém nghig¢m vién tra i ngi bj)
MAu phén tich : Hypophyllanthin
Pon vi sin xuit : Khoa Dugc - Dai hoe Y Duge TP. H Chi Minh
S616 : Khong Han dung : Khong
S6 lwgng méu :61lo
Khoa chuyén mén : Khoa Vit Iy do ludong
Ngay giao nhin miu :21/7/2015
Yéu chu phén tich : Po tinh khiét
Tiéu chuén hojc tai li¢u 4p dung : Huéng din “Dénh gid chét dbi chiéu Hypophyllanthin”
Tinh trang mau khi nhén : MAu dung trong lo thity tinh ndu, nép ddy kin, c6 ddn nhan
tam.
Chi tiéu Mikc chét lwgng Két qua
Tinh chit ] Tinh thé hinh kim nh, mau
trang
D) tinh khiét sic ky Lo1:98,72%
Lo 2:97,88 %
Lo 3: 98,69 %
Lo 4: 97,51 %
Lo 5:97,43 %
Lo 6:97,78 %
Ngay 3/ théngo 7 niim 2045
Phy trdch Phong kiém nghi¢m Kiém nghi¢m vién

o W Chi Ul Eoin \
oW Chi Chon €t Théi Héng Hanh
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BOYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TP. HCM Pje 1dp - Tw do - Hanh phiic
200 Cé Biic, Q.1, TP. H6 Chi Minh
PHIEU PHAN TiCH
(Diing cho kiém nghiém vién tra 16 ngi bg)
Miu phén tich : Niranthin
Pon vi sin xuit : Khoa Dugc - Pai hoc Y Duge TP. H Chi Minh
S616 : Khong Han dung : Khong
$6 lwgng miu 1610
Khoa chuyén mén : Khoa Thiét 1ap chét chuén — Chét dbi chiéu
Ngiy giao nhin miu :21/7/2015
Yéu clu phén tich : D§ tinh khiét
Tiéu chufn hodic tai li¢u 4p dung : Huéng din “D4nh gi4 chét déi chiéu Niranthin”
Tinh trang mAu khi nhén : MAu dung trong lo thuy tinh néu, nip d4y kin, c6 dén nhan
tam.
Chi tiéu Mikc chét lwgng Két qua
Tinh chit Tinh thé hinh kim nho, mau
tring
D) tinh khiét sic ky Lo 1: 99,85 %

Lo 2: 99,83 %
Lo 3: 99,80 %
Lo 4: 99,79 %
L05:99,75 %
Lo 6: 99,75 %

Ngay 28 thang07 niim 2015
Phu trich Phong kiém nghiém Kiém nghiém vién

lefuds Hedng Cetvng

Ko, Ghidu B¢ o S
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BOYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KTEM NGHIEM THUOC TP. HCM Péc 1ap - Ty do - Hanh phiic
200 C6 Bic, Q.1, TP. Hb Chi Minh
PHIEU PHAN TiCH
(Diing cho kiém nghigm vién.trd 10 nji bo)
MAu phén tich : Niranthin
Don vj san xufit : Khoa Duge - Dai hoc Y Dugc TP. Hb Chi Minh
sé16 : Khong Han ding : Khong
S lrgng miu 1610
Khoa chuyén mén :+ Khoa Vit 1y do ludong
Ngay giao nhin miu :21/7/2015
Yéu ciu phén tich : D tinh khiét
Tiéu chuin hogc t3i ligu &p dyng : Huéng din “Dénh gid chit 6i chiéu Niranthin”
Tinh trgng méu khi nhin : Méu dyng trong lo thity tinh néu, nép ddy kin, c6 dén nhén
tam.
Chi tiéu Mikc chit lwrgng Két qua
Tinh chit Tinh thé mau tring
D§ tinh khit sic ky Lo 1: 99,74 %

L0 2:99,75%
Lo 3: 99,76 %
L0 4: 99,79 %
Lo 5: 99,80 %
Lo 6:99,82 %

Ngay 3! théng07 nim 2075
Phy trich Phong kiém nghi¢m Kiém nghi¢m vién

= = Y

8.5 Chi Cho Cie
¢, Thai H8ng Hanh
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CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Péc ldp - Ty do - Hanh phiic

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TP. HCM
200 C8 Biic, Q.1, TP. Hé Chi Minh

PHIEU PHAN TiCH

(Ditng cho kiém nghi¢m vién tra 16i ngi bg)

M#u phén tich

Don vj séin xudt

S6 16

$6 lwgng miu

Khoa chuyén mén
Ngiy giao nhin miu
Yéu ciu phén tich

+ Niranthin

: Khoa Duoc - Pai hoc Y Duge TP. Hé Chi Minh

: Khong
:61lo

Han ding : Khong

: Khoa Péng dugc — Duge ligu

: 21/7/2015
: Do tinh khiét

Tiéu chudn hojc tai ligu 4p dung : Huéng din “Danh gia chét d6i chiéu Niranthin”

Tinh trang miu khi nhin : MAu dyng trong lo thity tinh ndu, nép ddy kin, cé dén nhén
tam.
Chi tidu Miic chit lwgng Két qué
Tinh chit Tinh thé méu tréng
D tinh khiét siic ky Lo 1:99,75%

Lo 2: 99,78 %
Lo 3: 99,81 %
Lo 4: 99,77 %
1.0 5:99,79%
Lo 6: 99,75 %

Phu trich Phong kiém nghi¢m

st Ghi Him Chi

Ngay 30 théing07 nim 2015
Kiém nghi¢m vién
RS 4
/'__
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PHU LUC 11. QUY TRINH PINH LUGNG PONG THOI PHYLLANTHIN,

HYPOPHYLLANTHIN, NIRANTHIN VA NIRTETRALIN TRONG

CAO KHO DIEP HA CHAU PANG BANG PHUONG PHAP HPLC
7. QUY TRINH THUC HIEN
Chudn bi dung dich

Dung dich thiz; Can chinh xac khoang 0,5 g ché phdm di xac dinh d6 4m vao
binh dinh mutc 50 mL, thém 5 mL nudc, lic k§ dé phan tan mau déu. Thém 30 mL
methanol, lic siéu 4m trong 30 phut. Dé ngudi, bd sung methanol (TT) dén vach, lic
déu, loc qua mang loc 0,45 pm.

Mau chuan: Can chinh xiac 15,0 mg phyllanthin chuin, 4,0 mg
hypophyllanthin chuan, 5,0 mg niranthin chun va 10,0 mg nirtetralin chuan vao lan
luot 4 binh dinh mae 10 mL, 20 mL, 10 mL va 25 mL. Thém khoang 10 mL methanol,
siéu &m 10 phut, dé ngudi dén nhiét d6 phong, bd sung methanol dén vach, lic déu
(dung dich 1 c6 ndng d6 phyllanthin 1500 pg/mL, dung dich 2 c6 ndng do
hypophyllanthin 200 pg/mL, dung dich 3 c¢6 ndng do niranthin 500 pg/mL va dung
dich 4 c6 ndng db nirtetralin 400 pg/mL).

Hbn hop chuan goc: Hat chinh xéac 3 mL dung dich 1, 8 mL dung dich 2, 6
mL dung dich 3 va 7 mL dung dich 4 cho vao binh dinh mic 25 mL, lic déu, thu
dugc dung dich chuin gbc hdn hop c6 ndéng d6 phyllanthin 180 pg/mL,
hypophyllanthin 64 pg/mL, niranthin 120 pg/mL va nirtetralin 112 pg/mL Loc qua
mang loc 0,45 pm.

Diéu ki¢n sdc ky:

- Cot: Phenomenex Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 um)

- Tdc @6 dong: 1 mL/phit

- Thé tich tiém mau: 10 pL

- Detector PDA, budc song phat hién 230 nm

- Pha dong: Methanol — acid phosphoric 0,1 % (56 : 44)

- Nhiét @ cot : 25 °C
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Tinh két qua:
Ham lugng cac cht phén tich trong cao tinh theo cong thic:

C V
X (ng/mg) = St x S—cc XC%XHZ

Trong do:
St, Sc: Dién tich pic chat phan tich cia mAu thir va mau chuan
V¢ Thé tich dung dich thir (mL)
me: Khéi luong mau thir (mg)
Cc: Nong d6 (ug/mL) cia mau chuan
C%: Do tinh khiét ctia chat chuan (%)
8. THAM PINH QUY TRINH PHAN TiCH
Tinh phit hop hé théng

Tién hanh sic ky lip lai 6 1an dung dich chudn. Xac dinh cac thong sb vé thoi
gian luu (Ry), dién tich pic (S), hé s6 ddi xing (As), d6 phan giai (Rs) va sb dia ly
thuyét. Tinh d¢ 1éch chuan tuong ddi cia dién tich pic va thoi gian luu.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh phu hop hé théng khi dép tng cac didu kién sau:

- C4c gia tri thot gian luu (Ry), dién tich pic (S) c6 RSD <2 %.

- Hé s6 d6i xtmg (As) cua pic trong khoang 0,8-1,5.

- b6 phan giai Rs > 1,5.

Tinh dac hi¢u

Tién hanh sic ky dung dich chudn, dung dich thir va dung dich mau trang
(dung mdi methanol HPLC) trong cung diéu kién sic ky. Ghi lai cac sic ky do.

Yéu cau: Thoi gian luu cta pic chinh can dinh luong trong dung dich thir phai
tuong g voi thoi gian luu ciia cac pic trong dung dich chuan, dong thoi dung dich
mau trang khong co pic nao tai thoi gian luu trén.

Tinh tuyén tinh

Tir dung dich hdn hop chuan gbc c6 nong d6 hypophyllanthin 64 pg/mL,
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phyllanthin 180 pg/mL, niranthin 120 pg/mL va nirtetralin 112 pg/mL tién hanh pha
5 dung dich chudn bao gém 50 %, 70 %, 100 %, 150 % va 200 % theo bang sau:
Bang 2.1. Bang pha ché cic dung dich chuén kiém tra tinh tuyén tinh

Dung  Thé tich hat Nong d6 dung dich (ng/mL)

dich dung dich The t1~c h

Z x pha loang
chuin hon hop (mL) PLT HPL NRT NTT

(%) chuin (mL)

50 2,0 20,0 17,1 6,9 12,2 10,9
70 7,0 50,0 24,0 9,6 17,1 15,2
100 2,0 10,0 34,2 13,7 24,4 21,8
150 3,0 10,0 51,3 20,6 36,6 32,7
200 4,0 10,0 68,4 27,4 48,8 43,5

Tién hanh sic ky cac dung dich trén, xac dinh dién tich cta pic chinh (mdi
mau do 3 lan).

X4y dung phuong trinh hdi quy § = ax + b, v& do thi biéu dién mbi twong quan
giita dién tich pic v6i ndng d6 va xac dinh hé sb twong quan r.

Str dung test F dé kiém tra tinh tuong thich cta phuong trinh hoi quy, test t dé
kiém tra ¥ nghia ctia hé s6 a va b.

Yéu cau: r > 0,999.
Do chinh xac

D ldp lgi: Tién hanh dinh luong 6 mau thir. Xac dinh ham luong cla cac chat
phan tich trong mau thir. Tinh d6 1éch chuan tuong dbi RSD %.

Yéu cau: RSD % <5 %.

Dé chinh xdc trung gian: Tién hanh dinh luong 6 miu thir vio mot ngay khéc.
Xac dinh ham luong cua cac chét phan tich trong mau thir. Tinh d6 1éch chuan twong
doi RSD %.

Yéu cau:

- RSD % <5 % ¢ ca 2 ngay.

- Do sai khac két qua dinh luong giira 2 ngay < 5 %.

Do ding
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Tién hanh xé4c dinh do dung bang phuong phap mau thir thém chuan. Thém
mot lwong chinh x4c dung dich chuan tuong Gng véi ¢ 3 muc nong do 50 %, 100 %
va 200 % so v6i mirc ndng do dinh luong. Tién hanh sac ky, ghi nhan dién tich pic
va suy ra ndng d6. Xéc dinh ti 1¢ phuc hdi ¢ timg ndng do rdi tinh ti 1& phuc hdi trung
binh lwong chéat chuan thém vao. Mdi mirc ndng do chuan bi 3 miu. Mdi miu tién
hanh sic ky 1 lan.

Yéu cau: Ty 1& phuc hdi trung binh (%) ctia cac mirc ndng d6 nam trong khoang
90 % - 110 % va RSD % < 5,0 %.

3. BAO CAO KET QUA THAM PINH QUY TRINH PHAN TICH
3.1. Tinh phu hep h¢ théng
Bang 3.1. Két qua khao sat tinh phu hop hé théng (n = 6)

Chat Thoi  Digntich H@sédéi  Séodialy Do phan
gian luu pic xing thuyet giai
PLT B 25,91 1435987 1,34 2838 1,82
RSD (%) 1,94 1,51 1,49 1,63 1,22
HPL B 23,11 825269 1,37 2739 -
RSD (%) 1,97 0,40 0,73 1,60 -
NRT B 37,65 1600993 1,35 3098 10,45
RSD (%) 1,97 0,61 1,48 2,39 1,05
NTT B 33,78 1381235 1,49 3052 2,01
RSD (%) 1,98 0,32 1,34 1,90 1,18

Nhdn xét: Thoi gian luu va dién tich pic c6 d6 1ap lai cao (RSD < 2 %), hé sd
dbi xing nam trong khoang 0,8-1,5, s6 dia 1y thuyét 16n hon 2000 va d6 phan giai
Rs > 1,5. Nhu vay, hé thong sic ky dat yéu cau tinh pht hop hé théng dé tién hanh
phan tich dinh luong dong thoi 4 hop chat lignan.



PL-84

3.2. Tinh dac hiéu

SummarvCompound )

BILANEK lcd
mAU 1 PDA Multi 1 21 0nm_4nm
E )=
el e
\\/" F\\Mxﬂ
4 II.-" T ——
DD—_*-H_),_._\U
T % 1‘0‘ 1|5I EIDI B 3‘0‘ 3|5 I-—‘lIDI o Il!j
min
Hinh 3.1. Sac ky d6 mau trang
51-4.led
mAU 2] [ =R = 1 PDA Multi 1 210mm 4nn
2 NE = =
E = =] noE
= | E ne (s
4 I_:‘ | (£ | ‘é I| IE
107 'Ir'l"g |I f |II x | %
1 54 (3 /3
J | n | | b [ | \
Dg_lil-\dﬂull \\____ o - -'II :r;:'ifl_ Ll—'_‘—\—_,___IL _\1} L\_____
I 10 15 20 25 30 3 40 4
min
Hinh 3.2. Sac ky d6 mau chuan
THU2-1.lced
mAU 20 y £ n= =1 PDA Muti 1 210nm 4ur]
1 , = |IE £ =
™~ ne | FERN-
1 N FE E "\ f »('Z
104 \_,\ |I I'g = / E |'I ,?E
] ‘ \—\-\__"""\-\-_ A / :".:1 |'I & - / f\
— AR JASA ]
o4 -1
I % 'lID I 1|5 I EID I I Elf 3ICI I o 3|ﬁ I I 4IU I-’l_'5
min

Hinh 3.3. Sic ky d6 mau thu

Bang 3.2. Thong s6 thoi gian luu (phut) cia 4 lignan ciia mau chuin va mu thir (n = 6)

MAu chuén MAu thir RSD (%) Két qua
Hypophyllanthin 23,56 24,21 1,92 Pat
Phyllanthin 26,29 26,92 1,67 bat
Nirtetralin 34,10 34,95 1,74 Dat
Niranthin 38,08 38,87 1,45 Pat
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D= 01 De 5
Fetention Time 222,492 min - " 35917 mi
Compound Name RT22.492 %Et'n“"”“!’f 23217 min
Spectrum Operation - None _ompmmdl\ame_ :R_I 23.217
P Spectrum Operation - None
mAU
501533
504 '\
404/ '.»
30 |
. 07 dpmes
10 2590, 087862 307 g7 10 ‘\I_'\Kz 597" 31066
e e e .
200 300 400 200 300 400
nm nm
, R & o4
gftlenhon Time ;},150mjn Retention Tixpe - 36,088 min
Compound Name RT:32.250 Compound Name -RT.36,088
Spectrum Operation - None Spectrum Operation + None
mAU
55 P02
T
1/
15 \
iy
) o .
286005 5 \257;-3*?"9;‘5*305:55
I e —— 10 T
300 400 200 ' 300 ' abo
m nm
A gs .
Do tinh sach pic
m# 1 D= 2 _
Retention Time 122,492 min Retention Time 225217 min
Compound Name ~ : RT:22.492 Compound Name ~ :RT:23.217
s \ 10 ] L
] e 10
0 1 — F
N | 0 —
22,0 2125 3,0 B B e R  ama
min 2453 250 53 26,0
Impurity : Detected at 23,42 min min
Peak purity index :0,996057 I . 5 :
Single point threshold - 1,000000 %“JPI‘:W}_ o ;E;‘;;;Etfg“-ﬁ-”m
Minimum peak puriy index ~ : -3943 €2k purity mdex -9,
Single pomt thresheld -1,000000
Minimum peak purity mdex ~ :-1790
D :3 D# 4
Retention Time : 32,250 min Fetention Time - 36,088 min
Compound Name ~ :RT:31.250 Compound Name - RT:36,088
1 = - N = !
] \ 10 ] \m 1o
] e 1 —__f
0 —1 (. C
LA L LL  L BLL B T
3135 320 323 33.0 335 355 36.0 165 370
e DT m o e
% 1y x i ‘eak purity ndex 20, -
i{’l.'h‘-’.lfp‘m”:f’h‘.’“__ ; :15322000 Single point threshold - 1,000000
lmum peak punty mdex - - Mimimum peak purity index - -3636

Hinh 3.4. Thong s6 phé UV va do tinh sach pic 4 lignan tai mau thir
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Nhan xét:

- Sic ky @6 mau trang khdng xuat hién pic ¢ trong khoang thoi gian luu twong
ng véi thoi gian luu cua chat chuan.

- Sac ky d6 mau thir cho pic cd thoi gian luu trong Gng véi thoi gian luu coa
pic trong sic ky dd mau chuan. Trén sic ky d6 mau thir ¢ xuat hién thém pic khac
(pic tap), pic nay phai tAch hoan toan vai pic chinh.

- Pic cua hoat chét can phan tich trong sic ky dd mau chuan va mau tht déu
tinh khiét, phd UV-Vis cua pic twong ¢ng trong sac ky do6 mau chuan xap xi 1,00.

Nhu vay quy trinh dap (ng yéu cau c6 tinh dic hiéu.

3.3. Tinh tuyén tinh
Két qua xac dinh do tuyén tinh theo bang sau:

Bang 3.3. Két qua xac dinh tinh tuyén tinh ctia 4 hop chit lignan (n =3)

. 2 Phyllanthin Hypophyllanthin
Dung dich chuan None dé None dé
% ong do A ur . ong do
(%) (ug/mL) Dién tich pic (ug/mL) Dién tich pic
50 17,1 726053 6,9 413391
70 24,0 1017316 9,6 578683
100 34,2 1434561 13,7 821817
150 51,3 2133456 20,6 1198839
200 68,4 2872326 27,4 1549125
. 2 iranthin irtetralin
Dung dich chuan Ni hi Ni l
p Nong dd A oo . Nong d9 A oo .
(0) . s
(%) (ng/mL) Dién tich pic (Lg/mL) Dién tich pic
50 12,2 742979 10,9 649842
70 17,1 1041384 15,2 908118
100 24,4 1604678 21,8 1376610
150 36,6 2382442 32,7 2033110

200 48,8 3058204 43,5 2605057
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3500000 7 phyilanthin

2800000 A
& 2100000 - o
: R2=0,99
< 1400000 -
<
| 700000 -
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'Nong d¢ dung dich (ng/mL)

Hinh 3.5. D6 thi biéu dién mdi trong quan gitta ndng do va dién tich pic cua

Phyllanthin

1800000 - Hypophyllanthin

1500000 -
-2 1200000 A § = 55164x
e R2 =0,9990
£ 900000 -
=
Do
= 600000 -

300000

0 . : . . | |
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Nong do dung dich (ug/mL)

Hinh 3.6. D6 thi biéu dién mdi trong quan giita ndng do va dién tich pic cua
Hypophyllanthin

3500000 - Niranthin
. 2800000 - § - 63992x
o 2 =
= 2100000 - R*=0,9970
(2]
&. 1400000 -
a
700000 -
0 T T T T T 1
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Nong dd dung dich (ng/mL)

Hinh 3.7. D6 thi biéu dién mdi twong quan gitta nong do va dién tich pic cua
Niranthin
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3000000 Nirtetralin
2500000
2000000
1500000
* 1000000

500000

0 T T T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 50

Nong d dung dich (ug/mL)

1C

§ = 60465x
R2=0,9973

tichp

Dién

Hinh 3.8. B thi biéu dién mdi trong quan gitta ndng do va dién tich pic cua
Nirtetralin

Nhan xét:

- Quy trinh phan tich phyllanthin dat tinh tuyén tinh trén khoang néng do tir
17,1 pg/mL dén 68,4 pg/mL véi phuong trinh hoi quy: § = 41628x voi r = 0,9999.

- Quy trinh phan tich hypophyllanthin dat tinh tuyén tinh trén khoang nong d6
tir 6,9 pg/mL dén 27,4 pg/mL véi phuong trinh hdi quy: § = 55164x véi r = 0,9995.

- Quy trinh phan tich niranthin dat tinh tuyén tinh trén khoang nong do tir 12,2
ng/mL dén 44,8 pg/mL véi phuong trinh hdi quy: § = 63992x véi r = 0,9985.

- Quy trinh phan tich nirtetralin dat tinh tuyén tinh trén khoang ndng d tir 10,9
ug/mL dén 43,5 pg/mL véi phuong trinh hdi quy: § = 60465x véi r = 0,9986.

Két luan: Quy trinh phan tich dat tinh tuyén tinh.

3.4. D chinh xac
Do lap lai
Summary(Compound)
S1-1.1ed
mAU 20+ £ pE £ I 1 PDA Multi 1 210nm, 4nm|
] E | E e NE
] Nz & (g |k
10+ = |z | %
] II I'.:L | % I| Illl I| b
1 m [ & \ [
R W AN NN
T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0 5 10 13 20 25 30 33 40 43 50

min

Hinh 3.9. Sic ky do dai dién mau thir
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Bang 3.4. Két qua xac dinh d6 13p lai ctia miu thir (n = 6)

STT

KL miu thir Nong dd

Dién tich Ham lwgng Dién tich Ham lugng

(mg) (mg/mL) PLT PLT (%) HPL HPL (%)
1 1108,0 35,596 1493883 0,7044 1008662 0,3320
2 1123,4 35,863 1505118 0,7000 1012578 0,3287
3 1113,4 36,445 1529518 0,7177 1015923 0,3327
4 1103,4 35,998 1510758 0,7154 1021672 0,3376
) 1103,4 36,296 1523256 0,7213 1020677 0,3373
6 1103,4 36,389 1527180 0,7231 1026250 0,3392
B 0,7137 0,3346
F(i,i[)) 1,31 121
STT KL mau thir Nong d¢ Dién tich Ham lwgng Dién tich Ham lwgng
(mg) (mg/mL) NRT NRT (%) NTT NTT (%)
1 1108,0 20,459 1342574 0,4049 1260921 0,3933
2 1123,4 20,354 1335685 0,3973 1263545 0,3887
3 1113,4 19,893 1305382 0,3918 1278268 0,3968
4 1103,4 19,403 1273268 0,3856 1268459 0,3973
5 1103,4 18,636 1222906 0,3703 1278027 0,4003
6 1103,4 19,694 1292337 0,3914 1296814 0,4062
B 0,3902 0,3971
l?oi)[)) 3,00 1,50

Nhdn xét: Gia tri RSD (%) cua két qua dinh lwong ham lugng hoat chit c6
trong cac mau thir déu < 5,0 %. Vay quy trinh dinh lwong dong thoi 4 lignan dat yéu
cau vé do 1ap lai.

Do chinh xdc trung gian
Tién hanh pha cac mau chuan va mau thi theo chi tiéu do l1ap lai vao mot ngay

khac.

Summarv({Compound)
S2-1.1cd

maAT 20

g_i _ I\_r\.'p"\___ _ — S

Hinh 3.10. Sac ky d6 mau thir ngay 2
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Bang 3.5. Két qua xac dinh d6 chinh xac trung gian (n = 12)

Ham lwong Ham luong Ham lwong Ham lwong
phyllanthin hypophylanthin niranthin nirtetralin
(%) (%) (%) (%)

STT Ngayl Ngay2 Ngayl Ngay2 Ngayl Ngay2 Ngayl Ngay?2

1 07044 06774 03320 03251 04049 03836 03933 0,3806

2 07000 06903 03287 03343 03973 03925 03887 0,3930

3 07177 06582 03327 03116 03918 03814 03968 0,3913

4 07154 06833 03376 03282 03856 0,3842 0,3973 0,3795

5 07213 06737 03373 03258 03703 03799 04003 0,3786

6 07231 06858 03392 03262 03914 03836 04062 0,3836
TB 0.6959 0.3299 0,3872 0,3908
F&? 3,03 228 232 225

Nhdn xét:

- Gia tri RSD (%) két qua dinh luong caa mdi ngay phan tich va cua ca hai
ngay phan tich < 5,0 %.
- Po sai khac két qua dinh luong gitra 2 ngay phan tich < 5,0 %.
Viy quy trinh dinh lwong dong thoi 4 hop chét lignan dat yéu cau vé do chinh
Xac trung gian.

3.5. by ding

DD50-20cd
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Hinh 3.11. Sic ky d6 mau thir thém chuan 50 %
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Hinh 3.12. Sac ky d6 mau thir thém chuan 100 %



PL-91
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Hinh 3.13. Sic ky d6 mau thir thém chuan 200 %

Bang 3.6. Két qua xac dinh d6 dang phuong phap
Phyllanthin (D¢ pha lodng 20 mL)

il ]

;KL miu thir Ltrg:ng P\LT Dién tich pic Lwong timlai P9 phuc hoi
Chuan thém vao

(mo) ) PLT (H9) (%)

0,305 171,10 753372 355,7101 97,54

50 % 0,310 171,10 761134 359,4393 97,71
0,308 171,10 775185 366,1901 99,89

0,321 513,00 1417333 674,7074 94,14

100 % 0,322 513,00 1428367 680,0086 94,79

0,320 513,00 1453961 692,3052 96,68

0,301 1368,80 3099370 1482,8351 95,06

200 % 0,302 1368,80 3054555 1461,3039 93,64

0,303 1368,80 3106896 1486,4509 95,22

B 96,07

(%)

RSD 2,10

(%)




PL-92

Hypophyllanthin (P pha lodng 20 mL)

Lwong HPL

Z KL mau thi R R Dién tich pic Lwong timlai D¢ phuc hoi
chim T mg) RO hHeL R ™ S 5
0,305 68,60 513222 168,2032 104,88
50 % 0,310 68,60 515425 169,0019 104,40
0,308 68,60 510516 167,2221 103,69
0,321 205,80 936374 321,6192 106,36
100 % 0,322 205,80 922501 316,5894 104,59
0,320 205,80 932224 320,1146 105,97
0,301 548,80 1948313 688,5030 107,68
200 % 0,302 548,80 1944602 687,1576 107,42
0,303 548,80 1941861 686,1638 107,22
B 105,80
(%)
RSD 1,57
(%)
Niranthin (D¢ pha lodng 20 mL)
cngin KL miuthic OSSR niay tich pic  Lugng tim1ai D phyc hbi
uan thém vao
(mg) (L) NRT (H9) (%)
0,305 122,00 690770 220,2282 95,87
50 % 0,310 122,00 685562 218,6005 94,44
0,308 122,00 686107 218,7708 94,80
0,321 366,00 1441834 454,9650 94,91
100 % 0,322 366,00 1432850 452,1571 94,25
0,320 366,00 1424379 449,5096 93,84
0,301 976,00 3159601 991,8343 91,64
200 % 0,302 976,00 3135256 984,2255 90,91
0,303 976,00 3164165 993,2607 91,71
B 93,55
(%)
RSD 2,14

(%)




Nirtetralin (P9 pha lodng 20 mL)
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;KL miu thir Lll’g:ng N\TT Dié¢n tich pic Luwong tim lai  P§ phuc hdi
Chuan thém vao
(mo) ) NRT (H9) (%)
0,305 108,90 625736 202,3938 93,01
50 % 0,310 108,90 645264 208,8531 95,20
0,308 108,90 635542 205,6373 94,04
0,321 326,70 1333306 436,4366 98,94
100 % 0,322 326,70 1337622 437,8642 99,18
0,320 326,70 1334670 436,8878 99,12
0,301 871,20 2759660 908,2315 104,25
200 % 0,302 871,20 2720435 895,2571 102,76
0,303 871,20 2769480 911,4797 104,62
B 99,01
(%)
RSD 4,90
(%)

Nhdn xét: Do dung cua phuong phap nam trong khoang 95,0 % dén 105,0 %

va gié tri RSD < 5,0 %. Vay quy trinh dinh ddng thoi 4 hop chit lignan dat yéu cau

vé do dung.

Két luan: Két qua tham dinh cho thiy quy trinh dinh lvong dong thoi 4 lignan

trong cao dugc liéu Diép ha chau ding bang phuong phap HPLC vé6i dau do PDA dat

tat ca cac yéu cau ve do dac hi¢u, tinh tuyén tinh - khoang xac dinh, d6 chinh xac va

do dung theo qui dinh cua ICH 2005.
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PHU LUC 12. DU THAO TIEU CHUAN CO SO

CAO KHO DIEP HA CHAU BPANG

BOY TE Du thao S6 TC:
DAI HOC Y DUQC TIEU CHUAN CO SO Hiéu lyc tir:
TP. HO CHi MINH CAO KHO
DIEP HA CHAU PANG
(Extractum Herba Phyllanthi amari siccum)

I. YEU CAU CHAT LUQNG

Chi tiéu

Mikc chét lwong

Tinh chit

B4t mau nau dong nhat, mui dugc li€u, vi dang,
d¢ hut am

Dinh tinh
Sdc ky lop mong
HPLC

Diép ha chau ding
(Phyllanthus amarus)

Mat khoi lwong do 1am kho

Khong qua 5 %

Tro toan phan

Khdng qué 10 %

Kim loai nang

Khéng qué 20 ppm

Dinh luwgng
Phyllanthin

Hypophyllanthin

Ham lugng phyllanthin (C24H3406) khong it
hon 0,8 % tinh trén ché pham kho

Ham luong hypophyllanthin (C22H3007) khong
it hon 0,3 % tinh trén ché pham khé

Gi6i han nhiém khuén

Téng s6 vi khuan hiéu khi
Téng s6 nAm men va nim mdc
Vi khuan Gram am
Salmonella spp.

Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Khong qua 10* cfu/g
Khong quéa 102 cfu/g
Khong quéa 102 cfu/g
Khoéng dugc c6/10 g
Khoéng dugc co/g
Khoéng dugc co/g

Il. PHUONG PHAP THU

1. M6 ta: Thir bang cam quan, ché pham phai dat yéu cau di néu.

2. Pinh tinh

A. Phuong phap sac ky 16p méng (Phu luc 5.4)

Ban mong: Silica gel 60F2sa.

Dung méi khai trién: n-hexan (TT) — ethyl acetat (TT) (2 : 1)
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Dung dich doi chiéu (1): Hoa tan phyllathin chuan trong methanol (TT) dé duoc dung
dich c6 nong d6 khoang 1 mg/mL.

Dung dich doi chiéu (2): Hoa tan cao d6i chiéu Diép ha chau ding (Powerd
Phyllanthus amarus extract) trong methanol (TT) dé dugc dung dich c6 nong do
khoang 10 mg/mL. Siéu &m khodng 10 phut, ly tdm va lay 16p trén.

Dung dich thir: Liy khoang 0,5 g ché pham, siéu am v&i 5 ml methanol (TT) trong
10 phut, ly tam, 14y 16p trén.

Cdch tién hanh: Cham riéng biét 1én cing ban mong 10 pl mdi dung dich trén. Sau
khi trién khai, iy ban mong ra, dé kho ngoai khong khi rdi phun dung dich acid
sulfuric 10 % (TT). Say ban mong & 120 °C dén khi hién rd vét. Quan sat ban mong
dudi anh sang thuong hoac anh sang tir ngoai tai budc song 366 nm.

Két qua: Trén sic ky dd thu dugce dung dich thir phai c6 vét mau xanh lam ¢ mot phan
ba dudi cia ban mong cung mau sic va gia tri Re v6i vét trén sic ky do cua dung dich
dbi chiéu (1); vét mau tim do hypophyllanthin & gia tri R¢ cao hon so véi vét cua
phyllanthin; vét mau xanh lam & gié tri R¢ cao hon vét ciia hypophyllanthin; va thém
vét mau tim & mot phan ba trén cua ban moéng. Cac vét dugc phat hién trén sic ky do
ctia dung dich thir phai c6 cung mau sic Va gid tri Rs voi cac vét trén sic ky d6 cua
dung dich dbi chiéu (2). Cac vét nho khac c6 thé xuit hién trén sic ky do cta dung
dich thir va dung dich d6i chiéu (2).

B. Trong phan Pinh luong, pic chinh trén sic ky d6 thu duoc ciia dung dich thir phai
c6 thoi gian luu twong Gmg véi thoi gian luu ciia pic phyllanthin trong sac ky do6 cia
dung dich ddi chiéu (1). Nhan biét cac pic lignan khéc trén sic ky d6 cua dung dich
thir bang cach so sanh véi sic ky d6 cua dung dich d6i chiéu (2) va sic ky do ddi
chiéu v6i 16 USP Powder Phyllanthus amarus Extract RS dang duoc sir dung. Sac ky
d6 cua dung dich thir phai c6 mot pic bo sung c0 thoi gian lwu twong Gng voi thoi

gian luu cua hypophyllanthin.
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3. Mat khoi hrgng do lam kho

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.6. Can chinh xac 1,0 g ché pham. Sy ¢ 85 °C
dén khdi lugng khong doi.

4. Tro toan phan

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.8, phuwong phap 2.

5. Kim loai nang

Tién hanh phép thir gidi han kim loai ning theo DDVN V, phu luc 9.4.8. Ly 1 g ché
pham va dung 2 ml dung dich chi mau 10 phéan triéu Pb (TT) & chuan bi mau dbi
chiéu.

6. Pinh lugng

Tién hanh bang phuong phép sic ky long (phu luc 5.3)

Piéu kién sdc ky:

Cot: Gemini NX C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um)

Téc d6 dong: 1 ml/ phit

Thé tich tiém mau: 10 pl

Nhiét do cot: 25 °C

DPau do PDA: budc song 230 nm.

Pha dong: Methanol (TT) - acid phosphoric 0,1 % (TT) (56 : 44)

Dung dich thu:

Can chinh xac khoang 0,5 g ché phém da xac dinh do am vao binh dinh mc 50 ml,
thém 5 ml nudc, lic ky dé phan tan mau déu. Thém 30 ml methanol (TT), lic siéu am
trong 30 phit. Pé ngudi, bo sung methanol (TT) dén vach, lic déu, loc qua mang loc
0,45 pm.

Dung dich déi chiéu: Hoa tan phyllanthin chuan va hypophyllanthin chuan trong
methanol (TT) dé dugc dung dich c¢6 nong d6 chinh x4c lan lugt twong Gmg khoang

0,2 mg/ml va 0,08 mg/ml, loc qua mang loc 0,45 um.



PL-97

Céch tién hanh:
Kiém tra tinh phti hop ctia hé thong: Tién hanh sic ky véi dung dich chuén, do 1éch
chuan twong dbi cia cac dién tich pic thu duoc tir 6 1an tiém lip lai khdng 16n hon
2 %.
Tién hanh sic ky 1an lugt cac dung dich chuan va dung dich thir. Ghi sic ky do va
xac dinh vi tri pic chuan phyllanthin.
Ham luong % (kl/kl) cua phyllanthin (C2sH3406) va hypophyllanthin (C24H3007)
trong cao khd Diép ha chau déng tinh trén ché pham khé duoc tinh theo cong thic
Sau:

X% = (Ru/Rs) x ms x Cs x (100/m¢) x Fg x 100/(100 — H%)
Trong do:
Ru: dién tich pic phyllanthin hozc hypophyllanthin trén sic ky d6 dung dich thir
Rs: dién tich pic phyllanthin hoic hypophyllanthin trén sic ky d6 dung dich chuén
ms: khdi lvgng mg chit chuan twong tmg
Cs: ham luong nguyén trang ctia chat chuin twong tmg (mg chtra trong 1 mg chit
chuan)
me: khdi luong mg cua bot ché phadm dem thir (mg)
Fg: thira s6 hiéu chuan do sy khac nhau cua d6 pha loang thir so véi chuin
H%: ham luong am
7. Giéi han nhiém khuén
Tién hanh theo DDVN V, phu luc 13.6.
I11. PONG GOI - BAO QUAN
DPong goi: Quy cach 20 g. Mdi quy cach cho cao kho vao trong 2 16p tai PE han kin,
roi cho vao 1 16p bao nhom han kin.
Nhén dung quy ché.

Bao quan: O nhiét do trong khoang 15-30 °C, tranh am.
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PHU LUC 13. BIEU CHE CAO GIAU LIGNAN DUNG LAM CAO BOI CHIEU
DIEP HA CHAU DANG

1. Phan lap va tinh ché phan doan giau lignan
Tién hanh SKLM va HPLC cao chuan USP cho két qua sic ky d6 trinh bay &
Hinh 1.1.

Cao chuan-1.lcd
uv ] -
1 z
50000 B

Hypo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

(a) (b)
Hinh 1.1. Sic ky d6 SKLM (a) va HPLC (b) cao chuan USP Diép ha chau ding
Sau khi tién hanh sic ky, cao USP chta thanh phan chinh 1a cac lignan. Do
d6, khao sat dung méi chiét cao theo hudng lam giau nhom lignan, loai tap nhiéu
nhat. Két qua khao sat cac dung méi: n-hexan, dicloromethan, ethyl acetat duoc trinh
bay ¢ Bang 1.1, Hinh 1.2. va Hinh 1.3.

Soi UV 254 nm Phun H2S04 10 %
Hinh 1.2. Sic ky d6 SKLM khao sat dung mai chiét phan doan giau lignan
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Hinh 1.3. Sic ky d6 HPLC khao sat dung méi chiét phan doan giau lignan
Bang 1.1. Két qua HPLC khéo sat dung moéi chiét phan doan giau lignan

Dung moi Ham luwgng HPL Ham lugng Tong ham lwong

(%) PLT (%) HPL va PLT (%)
n-hexan 0,45 1,28 1,73
Diclorometan 0,45 1,27 1,72
Ethyl acetat 0,40 1,16 1,56
Cao chuan USP 0,94 2,61 3,55

Tir két qua SKLM va HPLC, dung méi n-hexan cho ham luwong lignan cao
nhét va loai dugc nhiéu tap phan cuc nhét. Chon n-hexan dé chiét phan doan lignan
tir cao ethanol 96 %.

Quy trinh chiét: 320 g cao ethanol 96 %, dugc ngdm lanh véi 1,5 lit n-hexan
trong 8 gio, thinh thoang dung diia khudy déu, loc thu dich. Phan cin dugc tiép tuc
ngam lanh véi 1 lit n-hexan trong 3 gio, loc thu dich. Lap lai lan 3 tuong tu lan 2.
Gop cac dich loc, thu duoc 3 lit dich chiét n-hexan. C6 thu hoi dung moi, thu dugc

60 g cao n-hexan.

Tinh ché phdn doan gidu lignan: Sau khi chiét v6i n-hexan, phan doan thu
duoc van con chira nhiéu tap: chat béo, chit mau...Do d6, tién hanh tinh ché phan
doan nay bang sac ky cot chan khong dé loai tap. Cac diéu kién sic ky cu thé:

- Cot sic ky thuy tinh c6 kich thude 7 x 70 cm.

- Khéi lwgng mau: 60 g cao n-hexan.

- Phuong phéap nap mau: dang dung dich.
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- Pha tinh: 300 g silica gel ¢ hat 0,040-0,063 mm (Davisil).

- Pha dong trién khai véi dung moi nén la n-hexan dé 6n dinh cot, khai trién
cot bang n-hexan, n-hexan — dicloromethan (50 : 50), dicloromethan.

- Thé tich himg: 200 mL (trong binh nén).

- Céc phan doan dugc kiém tra baing SKLM, hé dung méi 1a n-hexan — ethyl
acetat (2 : 1), phat hién voi UV ¢ 254 nm va thude thtr dung dich acid sulfuric 10 %
trong nudc, siy kho & 105 °C.

Bang 1.2. Két qua sic ky cot chan khong (1an 1)

Phan doan  Dung moi Binh hirng Khoi lwgng cin (g)
1-11
I n-hexan 12-16 25,60
17-25
I DCM 56 -39 27,53

Soi UV 366 nm Soi UV 254 nm Phun H2S0410 %
Hinh 1.4. Sic ky d6 SKLM cac phan doan sau sic ky cot chan khong (1an 1)
Tiép tuc tinh ché phan doan Il. Diéu kién sic ky nhu trén v6i pha tinh: 120 g
silica gel ¢& hat 0,040-0,063 mm (Davisil) cho khdi lugng mau: 27,53 g.
Bang 1.3. Két qua sac ky cot chan khong (1an 2)

Phin doan Dung moi Binh hirng  Khdi lwong cin (g)
HA n-hexan 1-5 3,21
n-hexan — DCM (50 : 50) 615 13,71
1B n-hexan — DCM (50 : 50) 15-19 5.36

DCM 20 - 27
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Soi UV 366 nm Soi UV 254 nm Phun H2S04 10 %
Hinh 1.5. Sac ky d6 SKLM cac phan doan sau sac ky cot chan khong (lan 2)

Cao n-hexan (60 g)

VLC (300 a Si-aeD (n-hexan — DCM)
\! \/
PbI PH I
VLC (300 g Si-gel) ‘ (n-hexan — DCM)
PD ITA PD IIB
Cach‘ihat kém Cac lignan + Cc |
phan cyuc chit mau ac fignan

So dd 1.1. So d6 phan 1ap phan doan lignan qua sic ky cot chan khong

Nhdn xét: tir két qua sau sic ky cot chan khéng cao n-hexan, chon phan doan

1B dé tiép tuc diéu ché cao ddi chiéu.

So sanh ham lwong hoat chit trong cao chuin USP va PP IIB

Chudn bi mau:

Mdau cao chuan USP: Can chinh xac khoang 100,0 mg cao chuian USP vao

binh dinh muc 20 mL, thém khoang 10 mL methanol, si€éu am 30 phut, lac déu 30

phut, dé nguoi, bo sung methanol dén vach (dung dich c¢6 néng do 5 mg/mL), loc qua

mang loc 0,45 um.
Mau thir: Can chinh xac khoang 50 mg PD IIB vao binh dinh mtrc 10 mL,

thém methanol, siéu 4m 30 phut, lic déu 30 phut, dé ngudi, bé sung methanol dén

vach, lic déu (dung dich c6 nong d6 5 mg/mL), loc qua mang loc 0,45 pm.

Tién hanh SKLM va HPLC mau chuin va mau thir.
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Hinh 1.6. Sac ky d6 SKLM PP IIB va cao chuén USP
Bang 1.4. Ket qua ham lugng phyllanthin va hypophyllanthin cua PD IIB va cao

chuan USP
Ham lugng PLT  Ham luwgng HPL
(ng/mg) (ng/mg)
Pb IIB 416,21 43,06
Cao d6i chiéu USP 26,79 9,05

Nhén xét. Trong PP IIB, ham lugng phyllanthin cao gip 15,54 lan va
hypophyllanthin cao gip 4,76 1an so v&i cao chuan USP.

Do d06, tién hanh diéu chinh ham lugng hoat chat (theo hypophyllanthin) tuong
duong voi cao chuan USP bang chat don silica co tinh tro, c6 kha ning hit Am. Luong
chat don thém vao: 20 g.

Cach tién hanh: thém 20 g silica dioxyd vao PP IIB, tron déu, sy ¢ 85 °C
trong 5 gid, duoc 24 g cao giau lignan diéu ché duoc.

320 g cao ethanol 96%

1,5 lit n-hexan, loc
1 15t (x 3 1An)

3 lit dich chiét

(6 anav thu hai n-hexan

60 g cao n-hexan

SK cdt chan khong (x2)
(n- hexan — DCM)
5.36 ¢ PD IIB

- HPLC so sanh ham lugng véi cao
doi chiéu USP
- Thém 20 ¢ chit don

24 g cao giau lignan

So @6 1.2. Quy trinh diéu ché cao giau lignan
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2. Xay dwng tiéu chuan chat lwong cao giau lignan diéu ché

Cam quan: Bot ddng nhit c6 mau xanh 14 cy.

Hinh 2.1. Cao giau lignan diéu ché
Ham lwgng phyllanthin va hypophyllanthin — Sac ky do doi chiéu

Chudn bi mdu:

Mdu cao chuan USP: Can chinh xac khoang 100,0 mg cao chuin USP vao
binh dinh mtc 20 mL, thém khoang 10 mL methanol, siéu am 30 phut, lic déu 30
phut, dé ngudi, bd sung methanol dén vach (dung dich c¢6 néng d6 5 mg/mL), loc qua
mang loc 0,45 um.

Mau thir: Can chinh xac khoang 50 mg cao giau lignan diéu ché vao binh dinh
muc 10 mL, thém methanol, si€u am 30 phut, lic déu 30 pht, dé nguoi dén nhiét do
phong, b sung methanol dén vach, lic déu (dung dich c6 néng d6 5 mg/mL), loc qua
mang loc 0,45 um. Tién hanh HPLC véi 6 mau.

Diéu kién sic ky:

- Cot sic ky: Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 um).

- Pha dong: Methanol — acid phosphoric 0,1 % (56 : 44).

- Téc d6 dong: 1 mL/phut.

- Nhiét do cot: 25 °C.

- Pau do: PDA, budc song phat hién 230 nm.
- Thé tich tiém: 10 pL.

Sac ky do doi chieu

cpc

Hinh 2.2. Sic ky d6 SKLM cao giau lignan diéu ché va cao chuan USP
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Hinh 2.3. Sic ky d6 HPLC cao giau lignan diéu ché
Bang 2.1. Ham luong phyllanthin va hypophyllanthin trong cao giau lignan diéu ché

Mau Ham luwgng PLT Ham luwgng HPL Tong ham lwong

. (ng/mg) (ng/mg) HPL va PLT (ug/mg)
Cao giau lignan diéu ché 1 112,44 11,44 123,88
Cao giau lignan diéu ché 2 111,58 11,35 122,93
Cao giau lignan diéu ché 3 112,59 11,49 124,08
Cao giau lignan diéu ché 4 111,72 11,41 123,13
Cao giau lignan diéu ché 5 112,02 11,43 123,45
Cao giau lignan diéu ché 6 112,91 11,51 124,42
Trung binh (ug/mg) 112,21 11,44 123,65
RSD (%) 0,13 0,13 0,46

Nhén xét: Ham luong phyllanthin trong cao giau lignan diéu ché 1a 112,21
ug/mg (cao gap 4 1an so voi cao chuidn USP). Ham luong hypophyllanthin trong cao
giau lignan diéu ché 1a 11,44 pg/mg twong duong véi trong cao chuan USP (9,05
ng/mg). Téong ham lwgng phyllanthin va hypophyllanthin trong cao giau lignan diéu
ché 1a 123,65 pg/mg.

MAt khéi lwong do 1am khé: Siy 1,0 g cao & 85 °C trong 5 gio.

Yéu cau: Khdng qué 5,0 %.

Bang 2.2. Két qua mat khbi luong do 1am khé cua cao giau lignan diéu ché
Miu 1 Miu 2 Miu 3

Mat khoi lwong do 1am kho (%) 1,02 1,00 1,05
Trung binh (%) 1,02
RSD (%) 2,46

Két luan: Vay cao giau lignan diéu ché dugc tir Diép ha chau dang dat yéu
cau chat lugng c6 thé ding 1am cao ddi chiéu.
3. Péng 6ng — Dan nhan

Cao giau lignan diéu ché dyung trong lo thily tinh mau nau kin, tranh anh sang
va am.

Bé4o quan ¢ ngdn mat tu lanh.

Dén nhan: nhan ghi dﬁy du tén khoa hoc cua dugce liéu, khdi luong.
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PHU LUC 14. QUY TRINH PINH LUGNG PONG THOI PHYLLANTHIN,
HYPOPHYLLANTHIN VA NIRANTHIN TRONG HUYET TUONG THO
BANG KY THUAT LC-MS/MS

Péi twong &p dung

Quy trinh ndy duoc ap dung dé dinh lwong ddng thoi phyllanthin, hypophyllanthin,

va niranthin trong huyét twong tho, str dung chuan noi diazepam, véi khoang tuyén

tir 1-1000 ng/mL trén hé thng sic ky 1ong ghép ndi khdi phd LC-MS/MS Shimadzu

8040.

1. QUY TRINH THUC HIEN

Chit chuan, trang thiét bi, héa chat - dung méi, huyét twong trang

Chaét chudn

Tén chét chuin Ngudn gbc S616 Han: lugng
nguyen trang
. Vién Kiém nghi¢m Thude
Phyllanthin TP.HCM 010915 99,35 %
. Vién Kiém nghi¢m Thude 0
Hypophyllanthin TP.HCM 010915 97,92%

. . Vién Kiém nghi¢m Thude 0
Niranthin TP.HCM 010915 97,02%
. Vién Kiém nghi¢m Thude 0
Diazepam (IS) TP HCM QT181 020213 99,49 %

Trang thiét bj
Thiét bj phan tich M4 hiéu Nha san xuat
Hé thong LC-MS/MS 8040 8040 Shimadzu (Nhét Ban)
Can k¥ thuat (d = 0,01 g) JP 802-G Metler Toledo (Thuy Si)
Can phan tich (d = 0,01 mg) AB 265-S Metler Toledo (Thuy Si)
Micropipet Research plus Eppendorf (Thuy Si)
M?y ly tdm lanh Mikro 220R Hettich (D) ’
Bé siéu am Hwashin 410 PowerSonic (Han Quoc)
My lic ong nghigm Advanced Talboys (5)
May lac vong Advanced 3500 Talboys (MY)
May cd ly tdm chan khéng Lab conco Talboys ’(My)
Tulanh 2 -8°C LG Han Quoc
Tu dong -70 °C EMS 690 Froilabo (Phap)

Céc thiét bj phan tich déu duogc hiéu chuan theo yéu cau ctia GLP va ISO/IEC

17025. Cac dung cu thay tinh dat yéu cu chinh xac dung trong phén tich.
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Hoa chdt - dung moi

Hoéa chat Loai Nguén goc
Methanol LC-MS J.T. Baker
Amoni format LC-MS Sigma-Aldrich
n-hexan PA J.T. Baker
Huyét twong tring

Huyét twong trang thé do Khoa Duoc Iy — Vién Kiém nghiém thudc TP. H5 Chi Minh
cung cp, dugc bao quan & ti déng am sau < -70 °C.

Chuan bi miu

Dung moi pha mau: Methanol

Dung dich chudan géc: pha cac dung dich chuan goc c6 ndng do tuong tmg voi timg
chat nhu sau:

Chit chuan Nong d (ug/mL)
Phyllanthin 100
Hypophyllanthin 100
Niranthin 100
Diazepam (IS) 100

Dung dich chuan: Tl cac dung dich chuin gdc pha cic dung dich chuén véi dung
moi pha méu c6 cac ndng do thich hop.

Dung dich chuan géc va tit ca cac dung dich chuan dugc bao quan & -20 °C.

Thém vao huyét twong tring cac dung dich chuan S1 — S10 va dung dich chuin noi
Vi ty 18 5 % thé tich dé thu dugc cac mau huyét tuong gia lap (giai mau chuan) va
mau kiém chimg c6 néng d6 nhu sau:

Bang 1.1. Nong do cua cac hoat chét trong huyét twong

Chat Nong dé cac hoat chat trong huyét twong (ng/mL)
S S52 g3 54 55 s6 S7 S8 59 510 MQC HQC
(LLOQ) (LQC)
PLT 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800
HPL 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800
NRT 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 250 800
IS 50

Cach xir Iy mau
L4y chinh x4c 200 pL huyét twong tho c6 chaa cac chat phan tich cho vao ong
nghiém. Thém 10 pL dung dich chuan noi diazepam nong do 1000 ng/mL trong

methanol, lic 10 gidy. Chiét 2 1an véi n-hexan, mdi lan 2,5 mL, lac xoéy 1 phut, lac
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300 vong/phat trong 5 phat, ly tam 4000 vong/phat trong 5 phat & nhiét do phong,
lay dich trong, gop dich chiét va béc hoi dung méi téi can bang khi nito & 40 °C. Hoa
tan can trong 200 pL methanol, lic xody 1 phdt, siéu &m 5 phat, ly tam 4000
vong/phut trong 5 phat ¢ nhiét do 0 °C, loc qua mang loc 0,22 pm.

Piéu kién khdi pho

Ngudn ion héa ESI. Kiéu ion hoa ESI (+).

Tbc do dong khi phun (nito) — Nebulizing Gas Flow: 3 L/phdit.

Téc do dong khi kho (nito) — Drying Gas Flow: 15 L/phuit.

Nhiét d6 hoa hoi dung méi — DL Temperature: 250 °C.

Nhiét d6 budng ion héa — Heatblock Temperature: 400 °C.

Ap suit khi phun: 25 psi.

Ché do ghi pho: MRM.

Dién thé mao quan: 4500 V.

Thoi gian cho ghi nhan tin hiéu — Dwell time: 100 ms.

Thé phan manh:

; Q1 CE Q3 Tyl
Chat ESI m/z V) (V) (V) (%)

Phyllanthin (+) 43600 — 151,10 -22 -33 29 100
Hypophyllanthin ~ (+) 261,20 —» 231,10 -18 -14 -16 100
Niranthin (+) 44995 — 36920 -23 -18 25 100
Diazepam (+) 28500 — 15405 -21 -28 -30 100

Piéu kién sic ky

Pha dong: Methanol — dung dich dém amoni format 5 mM (63 : 37).
Cot sac ky: Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 pm).

Nhiét do cot: 40 °C.

Nhiét do autosampler: 5 °C.

Téc do dong: 0,3 mL/phuit.

Thé tich tiém: 2 pL.

Phat hién: Dau do khéi pho, ESI.
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Tién hanh

Tién hanh sic ky 6 1an miu huyét trong gia 1ap & ndng d6 MQC. Phép thir chi c6 gia
tri khi cac thong sb thoi gian luu, dién tich pic va ty sb dién tich pic cua chat phan
tich va chuan noi déu c6 CV nho hon 5 %.

Tinh két qua

Dua vao phuong trinh hoi qui tuyén tinh gitta ndng do chat phén tich va ty sé dién
tich pic cta chat phan tich v&i chuan ndi y = ax + b véi trong s6 (weighting factor)
1/x2, trong d6 y 1a ti sé dién tich giira chat phan tich va chudn ndi va x 1a ndng d6 chat
phan tich (ng/mL), xac dinh duoc ndng d6 phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin
trong huyét twong tho (ng/mL).

2. PE CUONG THAM PINH QUI TRINH PHAN TICH

Qui trinh dinh luong déng thoi phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét
tuong tho bang ki thuat LC-MS/MS duoc thdm dinh dua theo nhiing qui dinh va yéu
cau trong huéng dan cua US-FDA, EMA va DDVN V.,

2.1. Tinh phi hep caa hé théng

Tiém lap lai 6 1an mau huyét twong da xir Iy ¢ chira hdn hop cac chat can phan tich
va chuan noi & mic ndng d6 trung binh (MQC) .

Yéu cau: Cac théng sé sac ky khao sat (ty sb thoi gian luu, ty sé dién tich pic) c6 hé
s6 phan tan (CV) khong duoc quéa 5 %.

2.2. Tinh dac hiéu

Tiém 6 mau huyét tuong trang va 6 mau gia lap cd thém chuan noi & mic nong do gioi
han dinh lwong dudi cia pham vi dinh lugng (LLOQ). Xac dinh thoi gian luu, tin hiéu
dap ting pic.

Yéu cau: Mau huyét twong trang cho tin hiéu phan tich nam trong gigi han cho phép
(< 20 % dién tich pic d6i véi cac chat phan tich va < 5 % d6i véi chuan noi).

2.3. Ty 1é thu héi (Hiéu suat chiét)

Xac dinh ty 1 thu hoi (Hiéu sut chiét) bang cach so sanh dap wng cua chat phan tich
duoc chiét tir mau gia 1ap thém chuan ndi & 3 mic néng d6 (LQC, MQC va HQC) voi

dap ng ctia mau trang sau khi xir Iy dugc thém dung dich chuan dé c6 cing nong do
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twong img duogc pha trong dung mdi. Chuan bi 6 mau & mdi mac ndng do. Tién hanh sic
Ky cac mau nay.

2.4. Tinh tuyén tinh va dwdong chuan

Chuan bi céc hdn hop chuan véi nong do trong pham vi dinh lugng. Thém cac hdn
hop chuan nay vao trong huyét twong trang (voi ty 16 1 : 20 theo thé tich so vai nén
mau), thém tiép chudn nodi va tién hanh xir Iy mau dé thu dwoc giai mau chuan co
nong d6 trong pham vi dinh luong.

Xac dinh sy twong quan gitta ndng d6 va ty sé dién tich pic cua chat phan tich va dién
tich caa pic chuan ndi cua ting chat phan tich theo mot ham tuyén tinh nhat dinh, pho
hop véi qui trinh phén tich dugc dé ra.

V& duong biéu dién sy tuong quan giira gié tri nong do va ty sé dién tich pic theo
ham gia tri da xay dung duoc.

Yéu cdu:

- R?>0,98.

- Khong it hon 75 % cac diém duong chuan va tdi thiéu 06 mau duong chuan phai
c6 ndng dd tim lai ndm trong khoang 85 % - 115 % so vé&i nong do ly thuyét (trir diém
LLOQ nim trong khoang 80 % - 120 % so véi néng do Iy thuyét).

2.5. P9 dung va d¢ chinh xac (trong ngay va giira cac ngay)

D6 dung va do chinh xac duoc xac dinh cung Iic trén cac mau huyét twong ngudi c6
chtra chit can phan tich tai 4 mac ndng d6: LLOQ, LQC, MQC, HQC. Mdi mirc ndng
d6 chuan bi 6 mau. Tién hanh xir Iy mau va sac ky trong 1 ngay.

Panh gia d6 chinh xac va do ding giira cac ngay bang cach tiép tuc thuc hién thém
tbi thiéu 2 ngay.

Yéu cau:

Do dung: 80 % - 120 % so vai nong do ly thuyét & nong d6 LLOQ va 85 % - 115 %
so v&i nong do ly thuyét ¢ nong d6 LQC, MQC, HQC.

Do chinh xac: CV <20 % & néng d6 LLOQ va < 15 % ¢ nong do LQC, MQC, HQC.
2.6. Gi¢i han dinh lwgng dwéi

Tién hanh xac dinh nong do thap nhat sao cho théa man diéu kién tin hiéu dap tng
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cuia chat phan tich so vai tin hiéu dap tng cia mau huyét twong trang it nhat bang 5
lan va cho d6 chinh xac trong khoang + 20 % va d6 dang 80 % - 120 %.

2.7. Pp 6n dinh cha mau thir

a. P9 6n dinh caa dung dich chuan goc

Pha 3 16 mau, mdi 16 chtra PLT, HPL, NRT trong dung méi ¢ nong d6 MQC, mdi 16
6 mau. Phan tich ngay 1 16 theo phuong phép di xay dung.

- P6 6n dinh ngan han: L6 thtr 2 dé ¢ nhiét d6 phong trong 6 gid rdi phan tich.

- D6 6n dinh dai han: L6 thir 3 bao quan ¢ nhiét d6 -20 °C va phan tich sau 30 ngay.
b. Pd 6n dinh trong huyét twong

Pha 4 16 miu, mdi 16 chita PLT, HPL, NRT trong huyét twong ¢ nong d6 LQC, HQC,
mdi ndng d6 6 mau. Phan tich ngay 1 16 theo phuong phap d3 xay dung.

- D6 6n dinh ngin han: Lo thtr 2 dé & nhiét d6 phong trong it nhit 6 gid rdi phan tich.
- D6 6n dinh ctia mau sau 3 chu ky dong - rd déng: L6 thir 3 bao quan & -70 °C it nhat
12 gio, 14y ra dé ¢ nhiét 46 phong cho dén khi rd dong, lip lai chu trinh thém 2 1an.
Phan tich mau sau 3 chu trinh dong - rd dong.

- D6 6n dinh dai han: L6 thir 4 bao quan ¢ nhiét d6 -70 °C va phan tich sau 30 ngay.
- B6 6n dinh sau khi xir Iy mau (trong budng tiém mau): Tiém lai 16 mau & ndng do
LQC, HQC, mbi ndéng d6 6 mau, sau it nhit 24 gio xtr 1y va bao quan trong budng
tiém mau ¢ 5 °C.

Yéu cqu: Mau dugc xem 12 on dinh néu nhu gia tri tim lai cta tirng hoat chat nam
trong khoang 85 % - 115 % cua nong do ly thuyét o ting mic nong do.

2.8. P§ on dinh cia dung dich chuan néi

Pha 3 16 mau, mdi 16 chaa IS trong dung méi & nong do 100 ng/mL, mdi 16 6 mau.
Phan tich ngay 1 16 theo phuong phap da xay dung.

- Po 6n dinh ngan han: Lo thir 2 dé ¢ nhiét do phong trong 6 gid rdi phan tich.

- B¢ 6n dinh dai han: L6 thir 3 bao quan ¢ nhiét d6 -20 °C va phan tich sau 30 ngay.
Pha lodng dung dich chuan ndi gbc sau cac diéu kién bao quan trong dung moi hoa
mau dé duoc nong do thich hop va tién hanh phan tich cing v6i dung dich chuan méi

pha c6 nong do tuong tng.
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- Po 6n dinh sau khi xtr Iy mau trong huyét tuong (trong budng tiém maiu): Tiém lai
16 mau & nong d6 LQC, HQC, mdi ndng do 6 mau, sau it nhat 24 gid xir Iy va bao
quan trong budng tiém mau ¢ 5 °C.
Yéu cau: Mau duoc xem 13 6n dinh néu nhu gié tri tim lai cta tirng chat phan tich va
chuan noi nam trong khoang 90 % - 110 % (dung dich gdc 1a + 10 %, huyét twong
méi 12 + 15 %) cua ndng d6 ban dau ¢ tirg mic ndng do.
2.9. Anh hwong cia nén mau (Matrix effects)
Chuan bi 6 16 huyét twong ngudi khac nhau, mdi 16 3 mau, tién hanh phan tich mau
theo qui trinh xir Iy mau, miu sau khi xu 1y dugc thém chat phan tich ¢ 2 nng d6
LQC, HQC va chuan ndi vao 2 mau mdi 16. Tién hanh phan tich mau song song véi
mau LQC va HQC c6 chuin noi trong pha dong dé xac dinh anh huong cua nén mau.
MFas = Area Mas / Area MPas
MFis = Area Mis / Area MPis
IS-normalized MF = MFas/ MFs
Trong do:
Area Mas qs): dién tich pic ciia chat phan tich (chuan ndi) trong huyét twong ngudi
Area MPas (is): dién tich pic cua chat phan tich (chuan noi) trong pha dong.
Yéu c4u: CV cua IS-normalized MF < 15 %.

2.10. Anh hwéng lwong mau tén duw (Carry over)
Tién hanh tiém mau cd néng do cao nhat trong huyét tuong ngudi (ULOQ) vao hé

théng sac ky, sau khi phan tich xong, tiém ngay mau tring (Blank) vao hé thng.
Thuc hién qui trinh trén 6 lan. Tiém 6 1an mau c6 nong d6 LLOQ trong huyét tuong
ngudi dé danh gia két qua.

Yéu cau: Anh huong lugng mau tén du trong mau trang theo nong do khong duoc
I6m hon 20 % so V&i gigi han dudi cua dinh luong (LLOQ) di vai cac chat phan tich

va 5 % ddi véi chat chuan noi.
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2.11. Hé sé pha lodng
Chuan bj 6 mau huyét trong gia lap c6 ndng d6 gan ndng d6 HQC ciia mdi chit phan
tich. Pha lodng mau nay 2 1an bang huyét twong trang rdi tién hanh xir Iy mau va phan
tich.
Yéu cqu: Mau duoc xem la khong bj anh hung bai sy pha loéng qéu nhu ndng do
tim lai cua ting chat phan tich nam trong khoang 85 % - 115 % cua nong do ly thuyét.
3. BAO CAO KET QUA THAM PINH QUY TRINH PHAN TiCH
3.1. Tinh phu hgp hé théng
Tinh phu hop hé théng duge khao sat voi cac thong s sic ky thoi gian luu, dién tich
pic, ty sb dién tich pic va ty s6 thoi gian luu ciia cac chat phén tich so voi chuan noi.
Thuc hién trén méu gia 14p & mac ndéng do trung binh (MQC) c6 thém chuén noi,
tiém 13p lai 6 1an. Két qua duogc trinh bay ¢ Bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua kiém tra tinh pht hop cua hé théng (n = 6)

Théng so

P Gia tri thong ké PLT HPL NRT IS
sac ky
Thoi gian luu TB 7,00 6,29 9,24 3,89
(tr-phuit) CV (%) 0,12 0,12 0,07 0,13
Dién tich pic (S) TB 6083430 949053 3858677 2755877

- CV (%) 0,91 0,88 0,90 0,93

T§ 56 S/Sis TB 1,800 1,618 2,375 -

CV (%) 0,22 0,22 0,11 -

TV s teft TB 2,208 0,344 1,400 -

Y SOTRIIR(S) CV (%) 0,80 1,26 0,82 -

Nhdn xét: Két qua cho thay cac thong sé thoi gian luwu, dién tich pic, ty sb dién tich
pic va ty sb thoi gian luu ciia cac chat phan tich va chuan noi khi tiém l3p lai 6 1an
déu co CV < 5 %. Vay phuong phap dat tinh phi hop cua hé théng.

3.2. Tinh dac hiéu (D¢ chon lgc)

Tién hanh sac ky 6 mau huyét tuong trang tir 6 16 huyét tuong khac nhau va 6 mau
kiém chting & mic nong do LLOQ.

Két qua khao sat cho thay trén sic ky do mau LLOQ c6 cac dinh PLT (6,95 pht);

HPL (6,27 phat), NRT (9,20 phat) va dinh IS (3,89 phat). Mau huyét tuong trang
khong xuat hién dinh tai vi tri PLT, HPL va NRT. Tin hiéu dap tng caa mau trang
tai thoi diém tring véi thoi gian luu ciia PLT, HPL va NRT khong vuot qua 20 % tin

hiéu dap ting cua chat phan tich ¢ nong d6 LLOQ. Tin hiéu dap tng ciia mau trang
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tai thoi diém tring véi thoi gian luu cua chuan noi khong vuot qua 5 % tin hidu dap

rng cua chuan ndi & mau LLOQ. Két qua xac dinh d6 chon loc dugc trinh bay & Bang

3.2. Vay, quy trinh phan tich dat yéu cau vé tinh dac hiéu.

Bang 3.2. Két qua x4c dinh tinh dic hiéu

Lb Dién tich pic o )

] - - . Ty 1€ anh hwéng (%)

huyét___Mau trang Mau LLOQ

twong PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ PLT HPL NRT DAZ
1 0 O 0 0 130976 24990 91622 2676919 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0 O 0 0 138544 25019 102195 2675395 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0 O 0 0 134538 24679 109172 2680018 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0 O 0 0 142629 23157 95513 2658667 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0 O 0 0 133991 26102 102315 2673255 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0 O 0 0 145580 24091 92122 2653829 0,00 0,00 0,00 0,00

™ 0 0 0 0 137710 24673 98823 2669681 0,00 0,00 0,00 0,00
CV (%) 4,06 4,01 6,99 0,40

3.3. Ty Ié thu hdi (Hiéu suat chiét)
Tién hanh sic ky cac mau huyét tvong gia lap c6 PLT, HPL va NRT & cac nong do

LQC, MQC, HQC va IS cung v6i cac mau chuin c6 nong d6 twong tng dugc pha

trong dung moi hoa can. So sanh dién tich pic ctia chat phan tich va chuan ndi trong

cac mau. Két qua dugc tom tat & Bang 3.3 cho thay hi¢u suat chiét ctia cac chat 6n

dinh ¢ 3 mirc nong do.

Bang 3.3. Hiéu suit chiét cia PLT, HPL, NRT va IS (n = 6)

PLT HPL NRT IS
Mic  Hiéu suit Hi¢u Hidu Higu
ndngdo chikt CV (%) "% cv@e U oy M cv ()
TB (%) chiet chiéet chiet
TB (%) TB (%) TB (%)
LQC 92,68 2,05 88,42 7,35 93,76 1,67 98,07 2,06
MQC 100,69 4,553 102,04 3,54 103,73 4,55 98,78 5,20
HQC 89,48 3,52 95,07 1,56 99,36 1,22 93,79 2,79
TB 94,29 3,36 95,18 4,15 98,95 2,48 96,88 3,35
Yéu ciu H < 110 %, CV < 15 %
Két luan Dat

Nhdn xét: O nong d6 LQC, MQC, HQC hiéu suat chiét trung binh caa PLT, HPL,
NRT va DAZ lan luot 12 94,29 %; 95,18 %, 98,95 % va 96,88 % CAac gia tri CV cua
hiéu suat chiét tai 3 mic nong d6 PLT, HPL, NRT va IS lan luot 1a 3,36 %; 4,15 %;
2,48 % va 3,35 % (CV < 15 %). Vay quy trinh xt Iy mau da xay dung phl hop, ¢6

hiéu suat chiét cao va 6n dinh & ca 3 mac ndng do.



PL-114

3.4. Tinh tuyén tinh va dwong chuan

Tién hanh sic ky cac mau huyét twong gia 1ap chira PLT, HPL va NRT c6 khoang
ndéng d6 khao sat lan luot tir 1-1000 ng/mL (PLT), 1-1000 ng/mL (HPL) va 1-1000
ng/mL (NRT). Sy twong quan giita ndng do PLT, HPL va NRT trong huyét twong, ty
sd dién tich pic chét phan tich v6i chuan ndi trong huyét twong dugc trinh bay & Bang
3.4.

Puong chuan bao gdm: 2 mau huyét twong trang (blank), 1 mau huyét trong tring co
chuén noi (zero) va 8 mau huyét twong dudng chudn. Tién hanh phan tich lip lai 3
duong chuan. Panh gia sy twong quan giita ndng d6 chat phan tich trong huyét trong
v6i ty s6 dién tich pic do dugc trong khoang ndéng d6 khao sat. Str dung mé hinh hdi
qui tuyén tinh y = ax + b, vdi trong sb 1/X2

Bang 3.4. Su trong quan gitia néng d6 PLT, HPL va NRT va ty s6 dién tich pic chat
phan tich vo1 chuan ndi trong huyét tuong

Phyllanthin

Mau Nong @9 ly thuyét  Tilé dién tich pic Nong do timlai P ding

(ng/mL) PLT/IS (ng/mL) (%)

L1 1,07 0,059 1,09 1,80

L2 2,14 0,107 2,05 -3,87

L3 5,34 0,281 5,57 4,28

L4 10,68 0,490 9,80 -8,28

L5 21,36 1,092 21,95 2,77

L6 53,40 2,535 51,11 -4,29

L7 106,80 5,544 111,91 4,78

L8 213,60 10,600 214,06 0,21

L9 534,01 27,467 554,83 3,90

L10 1068,01 52,175 1054,06 -1,31
Phuong trinh hoi quy A 0,04949
tuyén tinh ( = AX + B) B 0,00530

R? 0,9977
C6 it nhat 75 % so diém trong dwong chudn dat yéu cau:
85 % - 115 %, ngogi trir LLOQ: 80 % - 120 %; R* > 0,980
Két lugn: Dat

Yéu cau do dung:
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Hypophyllanthin

Mau Nong d Iy thuyét  Tilé dién tich pic  Nong dd timlai D ding
(ng/mL) HPL/IS (ng/mL) (%)
L1 1,00 0,008 1,01 0,64
L2 2,01 0,017 2,01 0,26
L3 5,02 0,042 4,94 -1,49
L4 10,04 0,082 9,58 -4,55
L5 20,07 0,172 20,00 -0,35
L6 50,18 0,419 48,55 -3,26
L7 100,37 0,906 105,02 4,63
L8 200,74 1,800 208,42 3,83
L9 501,84 4,416 511,24 1,87
L10 1003,68 8,533 987,76 -1,59
Phuong trinh hoi quy A 0,00864
tuyén tinh (¥ = Ax + B) B -0,00083
R? 0,9990

Yéu cau do dung

Cé it nhat 75 % so diém trong dwong chuan dat yéu cau:
85 % - 115 %, ngogi trir LLOQ: 80 % - 120 %; R? > 0,980

Két ludn Dat
_ ] ) Niranthin _
Mau Nong do ly thuyet  Tilé dién tich pic Nong do timlai DP9 dung
(ng/mL) HPL/IS (ng/mL) (%0)
L1 1,03 0,042 1,07 4,11
L2 2,06 0,069 1,88 -8,47
L3 5,14 0,186 5,37 4,46
L4 10,28 0,322 9,47 -7,96
L5 20,57 0,697 20,72 0,71
L6 51,42 1,643 49,09 -4,54
L7 102,84 3,661 109,63 6,60
L8 205,68 7,116 213,29 3,70
L9 514,21 17,483 524,30 1,96
L10 1028,41 34,091 1022,50 -0,57
Phuong trinh héi quy A 0,033334
tuyén tinh (§ = Ax + B) B 0,006465
R? 0,9965

Yéu cau do dung

Co it nhat 75 % so diém trong dwong chudn dat yéu cau:
85 % - 115 %, ngoai trir LLOQ: 80 % - 120 %; R? > 0,980

Két lugn

Pat
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3.5. D) ding va dj chinh xac trong ngay va giira cac ngay

Chuan bj 16 mau gém 5 muc ndng d6 LLOQ, LQC, MQCa, MQCb, HQC, mdi néng
d6 6 mau. Xir Iy va phan tich theo phwong phap d3 xay dyng. Tién hanh sic ky cac
mau huyét twong gia 1ap chira cac chat phan tich ¢ cac mirc ndng do trén, lap lai vao
2 ngay khéc. Két qua thdm dinh cho thdy phuong phap dat d6 dung trong ngay va
khac ngay véi do ding nam trong khoang 85 % - 115 % (trir LLOQ c6 d6 dung tir
80 % - 120 %) va dat d6 chinh xac véi CV nho hon hodc bang 15 % (trr LLOQ c6
CV < 20 %). Két qua dugc trinh bay & Bang 3.5.

Bang 3.5. Két qua xac dinh do dung, do chinh xac trong ngay va khéc ngay

Chat  Mirc nong d9 Ty 1& hdi phuc trung binh (%) — CV (%)
(ng/mL) Trong ngay (n = 6) Khéac
Ngay 01  Ngay02  Ngay 03 (nnﬂaf’g)
LLOQ  TB 91,49 116,33 102,28 103,37
CV (%) 5,71 418 4,52 427
LQC _ TB 110,79 103,89 99,05 104,58
oLT CV (%) 354 5,59 3,90 4,95
MQC  TB 109,06 92,00 99,54 100,20
CV (%) 2,38 5,72 3,95 3,19
HQC  TB 98,56 97,70 10438 100,21
CV (%) 4,96 4,06 3,28 428
LLOQ TB 110,01 11229 107,08 109,79
CV (%) 528 4,89 5,90 5,65
LQC 1B 100,30 96,097 99,54 98,65
HPL CV (%) 4,99 6,15 5,40 5,85
MQC  TB 108,16 95,85 96,41 100,14
CV (%) 407 3,88 5,03 4,93
HQC  TB 104,84 92,00 101,15 99,33
CV (%) 4,69 6,72 5,61 5,64
LLOQ TB 88,78 111,82 100,15 100,25
CV (%) 3,75 2,27 439 3,63
LQC _ TB 106,08 90,46 104,10 100,21
NRT CV (%) 617 8,02 6,46 7,02
MQC  TB 111,07 107,67 10228 107,01
CV (%) 3722 3,50 4,52 4,08
HQC  TB 107,46 114,13 99,05 106,88
CV (%) 2,45 3,69 3,90 3,73
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3.6. Gi6i han dinh lwgng dwéi

Tién hanh sic ky 6 mau huyét twong trang va 6 mau kiém ching & mic néng do
LLOQ. O nong d6 1 ng/mL véi phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin, cac két
qua sau khi phan tich déu cho ty s6 S/N 16n hon 5, dat do chinh xac va d6 dung theo
qui dinh, dién tich caa chét phan tich 16n hon 5 1an so véi miu tring tai cing thoi
diém, do d6 nong do nay duoc chap nhan 1a giéi han dinh luong dudi (LLOQ) cua
phuong phap. Két qua xac dinh gidi han dinh Iugng dudi duoc trinh bay ¢ Bang 3.6.

Bang 3.6. Két qua xac dinh giéi han dinh lugng dudi

Lo huyét Do ding (%) Gia tri S/N

twong PLT HPL NRT PLT HPL NRT

1 91,32 11597 84,95 18,5 7,7 12,6

2 100,20 119,08 88,23 25,7 10,8 11,8

3 89,12 10843 8523 23,8 7,7 13,9

4 93,35 113,10 92,60 20,9 10,1 15,4

5 90,59 117,39 92,38 16,0 6,5 10,2

6 84,36 116,09 89,29 16,5 6,3 10,8
TB 91,49 11501 88,78 20,23 8,18 12,45
CV (%) 571 3,28 3,75 19,51 22,78 15,67

3.7. Do 6n dinh ciia miu thir
3.7.1. P$ 6n dinh caa dung dich chuin géc
Két qua danh gia do on dinh cua hoat chit dung dich chuan géc dugc trinh bay &
Bang 3.7.

Bang 3.7. 6 6n dinh cua PLT, HPL va NRT trong dung dich chuan gbc (n = 6)
Dj ding % (CV %)

Pieu kién bio quan

PLT HPL NRT IS
SaU 6 o0 & mhictdd ohn TB 101,67 107,04 103,91 101,16
& *t €O phong CV (%) 1,70 1,82 2,38 1,71
TB 99,89 98,71 100,46 100,89
\ o 0 ’ ’ ’ ’
58U 30 ngdy 6 -20°C CV (%) 446 3,45 3,80 2,53

Nhdn xét: Gia tri tim lai cua cac chat nam trong khoang 90 % - 110 % cua nong do
ly thuyét voi gia tri CV déu khong qua 15 % sau 6 gio bao quan & nhiét do phong va
sau 30 ngay bao quan ¢ -20 °C. Nhu vay, c4c dung dich chuan géc PLT, HPL, NRT
va IS 6n dinh ¢ diéu kién nhiét do phong sau 6 gid va ¢ -20 °C sau 30 ngay.

3.7.2. D6 on dinh cia hoat chat trong huyét twong

- D6 6n dinh ngén han: Bao quan ngén han ¢ nhiét d§ phong trong 6 gio.
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- Do 6n dinh dai han: Bao quan dai han & dudi -70 °C trong thoi gian 30 ngay.
- Do 6n dinh chu ky dong-rd dong: Bao quan sau 3 chu ky dong-ra dong.
- Do 6n dinh sau khi xir Iy mau (trong bo phan tiém miu): Bao quan sau khi xtr 1y
mau 24 gid trong budng tiém mau ¢ 5 °C.
Két qua danh gia do on dinh ciia PLT, HPL va NRT trong huyét twong duoc trinh bay
& Bang 3.8.
Bang 3.8 Do 6n dinh caa PLT, HPL va NRT trong huyét twong (n = 6)

Phan trim gia tri tim lai so véi nong dd 1y thuyét (CV %)

Picu kién biao quan PLT HPL NRT IS

LQC HQC LQC HQC LQC HQC

Diéu kién ngan han

Sau 6 gio ¢ nhiét B 112,37 98,95 111,54 105,30 113,08 99,78 -

do phong CV (%) 364 573 525 431 423 630

Sau khi xu ly B 114,28 99,80 116,45 107,10 115,54 99,03 102,52

mau trong budng
tiém mau 24 gio0 CV (%) 4,07 3,41 6,64 3,69 3,86 5,36 1,33
65°C

Sau 3 chu ky B 110,75 106,14 106,56 107,21 101,43 105,98 -

dong-ra dong CV (%) 2,28 2,38 5,84 5,72 5,78 8,01

Diéu kién dai han

Sau 30 ngay ¢ B 106,11 107,83 99,16 107,99 105,29 106,77 -

-70 °C CV (%) 655 447 357 507 449 656

Nhdn xét: Gia tri tim lai cua cac chat nim trong khoang 85 % - 115 % cua nong do
ly thuyét vai gia tri CV déu khong qua 15 %. Nhu vay, mau huyét trong gia 1ap chira
PLT, HPL, NRT va IS dat céc chi tiéu 6n dinh theo huéng dan cua US-FDA, EMA
va DDVN V, cu thé nhu sau: 6n dinh sau 6 gid bao quan & nhiét 6 phong, 24 gio
trong bo phan tiém mau sac ky ¢ 5 °C, sau 3 chu ky dong - rd dong va sau 30 ngay
bao quan ¢ -70 °C.

3.8. Anh hwéng cia nén mau (Matrix effects)

Tién hanh phan tich song song 6 16 mau huyét twong trang da xu ly roi thém 1S va
chét phan tich ¢ 2 néng ¢6 LQC va HQC, véi mau LQC va HQC c6 chuan noi trong
dung mai hoa cin dé tinh anh huéng cia nén mau. Anh huong ciia nén mau déi voi

cac chat phan tich duoc trinh bay ¢ Bang 3.9.
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Bang 3.9. Két qua danh gia sy anh huong clia nén mau (n = 6)

Mirce Anh hwéng nén miu
nong 46 MFpit MFup. MFnrT  MFis MFeit/MFis  MFup/MFis - MFnrT/MFis
73,75 82,12 79,81 84,95 0,87 0,97 0,94
77,80 96,32 7595 85,39 0,91 1,13 0,89
LQC 79,65 7473 83,36 87,24 0,91 0,86 0,96
70,15 76,23 73,85 89,24 0,79 0,85 0,83
73,17 87,77 72,19 94,90 0,77 0,92 0,76
77,86 93,82 71,04 85,32 0,91 1,10 0,83
B 7540 8516 76,03 87,84 0,86 0,97 0,87
CV (%) 7,64 12,18 8,57
169,78 84,68 98,48 102,74 103,85 96,46
173,88 88,15 96,56 99,28 101,73 99,56
HQC 159,40 82,90 91,03 96,04 95,44 98,10
171,05 87,08 97,90 98,08 99,42 97,15
159,38 83,83 98,47 101,07 101,42 96,89
168,78 86,74 96,58 99,36 100,20 97,22
B 167,05 85,57 96,50 99,43 100,34 97,56
CV (%) 3,57 3,07 3,32

Nhdn xét: Ty s6 MFeL1/ MFis, MFupL/ MFis va MFnrt/ MFis & muc nong do LQC va
HQC c6 gia tri CV déu < 15 %. Nhu vy, phuong phap phén tich tuy c6 bi anh huong

bdi nén mau nhung ndm trong gidi han cho phép nén van dat yéu cau vé anh hudng

cua nén mau.

3.9. Anh huéng cia lwong mau ton du (Carry over)

Tién hanh thu nghiém luong mau tdn du dé kiém tra sy c6 mit cia cht phan tich tur

lan tiém trudc doé (dd nhiém chéo). Cac mau dugc tiém theo thtr ty sau: mau c6 nong

d6 cao nhat (ULOQ) va mau trang, ldp lai 6 lan. Tiém 6 lan mau LLOQ dé danh gia

két qua. Bang 3.10 trinh bay két qua khao sat anh huong ciia lwong mau ton du.

Bang 3.10. Két qua danh gia su anh huong ciia lugng mau ton du (n = 6)

Chit phin tich  Mikc nong dd

Dién tich pic trung binh Lwong miu ton du (%)

LLOQ 144961
PLT ULOQ 133182318 0,00
Mau trang 0
LLOQ 24711
HPT ULOQ 21265567 0,00
Mau triang 0
LLOQ 99686
NRT ULOQ 85249808 0,00
Mau tring 0
IS LLOQ 2558048 0,00
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Chit phin tich Mikc nong d  Dién tich pic trung binh Lwong miu ton du (%)

ULOQ 2553734
M4u tring 0

Nhdn xét: Két qua & Bang 3.10 cho thay, khéng cd sy anh huéng cia mau tén du doi
vaoi PLT, HPL, NRT va IS.
3.10. Hé s6 pha loang
Chuan bi 6 mau huyét tuong gia 1ap ¢ ndng do gap 2 1an ndng d6 HQC, sau d6 pha
loding 2 1an bang huyét twong trang, xir Iy mau va tién hanh phan tich. Két qua phan
tich danh gia sy anh huong cua viéc pha lodng vai hé sb pha lodng 1a 2 dugc trinh
bay ¢ Bang 3.11.

Bang 3.11. Két qua danh gia anh huong cua sy pha lodng (n = 6)

Miu Nong(rc;lé)/rlry]flf;luyet Nong dd thue té (ng/mL) Ty 18 thu hdi (%)
PLT HPL NRT PLT HPL NRT PLT HPL NRT
758,37 784,01 140,81 9481 98,13 87,96
733,88 75551 147,81 91,74 9456 92,34
796,31 848,97 177,16 99,55 106,26 110,67
781,01 847,11 178,30 97,64 106,03 111,38
791,77 864,47 181,59 98,98 108,20 113,44
816,19 835,96 171,47 102,04 104,63 107,12
97,46 102,97 103,82
CV (%) 3,77 5,22 10,47

Nhdn xét: Khi duoc pha lodng 2 1an, ty 1& thu hdi PLT, HPL va NRT lan luot la 97,46
%:; 102,97 % va 103,82 % (gidi han cho phép 85 % - 115%) véi gia tri CV cua ty 1é
thu hoi 1an luot 1a 3,77 %; 5,22 % va 10,47 % (< 15 %). Vay quy trinh xa Iy mau da
xay dung khong bi anh huong boi d6 pha loang.

799,91 769,28 160,08

_|
I R R N

Két luan: Két qua tham dinh cho thdy quy trinh dinh luong dong thoi
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét tuong tho bang ky thuat LC-
MS/MS véi khoang tuyén tinh nong do cac chat phan tich 1-1000 ng/ml di duoc xay
dung va tham dinh dap ung cac yéu cau theo hudng dan cua US-FDA, EMA va
DPVN V vé tham dinh phuong phép phén tich thudc trong dich sinh hoc.
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PHU LUC 15. KET QUA PINH LUQONG PONG THOI PHYLLANTHIN,
HYPOPHYLLANTHIN VA NIRANTHIN TRONG HUYET TUONG THO
BANG KY THUAT LC-MS/MS

Tién hanh phan tich miu huyét twong tho theo quy trinh d3 dugc tham dinh

(Phu luc 14). Phan tich dugc dong hoc dua trén cac dir li¢u cuia 12 con tho.

Két qua ndng d6 cac chat phan tich phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin

dugc trinh bay ¢ Bang 1, Bang 2 va Bang 3.

D6 thi biéu dién ndng d6 chat trung binh theo thoi gian dugce trinh bay ¢ Hinh
1, Hinh 2 va Hinh 3.
Do thi biéu dién nong d6 cac chat phan tich phyllanthin, hypophyllanthin,

niranthin theo thoi gian cua timg c4 thé duoc trinh bay & Hinh 4.

Tir ndng do chit trong huyét twong ¢ cac thoi diém, tinh toan cac thong sb

duoc dong hoc cua tung ca thé va dugc dong hoc trung binh, két qua duoc trinh bay

o0 Bang 4.

Bang 1. Nong d6 phyllanthin trong huyét tuong cta timg ca thé (ng/mL)

Nong do Phyllanthin (PLT) ¢ tirng théi diém (ng/mL)

Thé to t t t3 ty ts ts tz ts to tio tn 12 13
0 5 100 15 200 30 45 1h 2" 3 g4 5" " g"
1 0 09,054 11,575 14,056 7,787 5,447 3,720 2,742 1,054 0,591 0,373 0,261 0,132 0,098
2 0 10,139 8,635 8,399 7,564 6,740 2,775 2,294 1,153 0,500 0,492 0,116 - -
3 0 8,241 10,255 16,063 11,590 6,652 2,110 1,204 1,138 0,453 0,328 0,227 0,200 0,123
4 0 5,041 9,001 13,701 11,066 6,235 2,553 2,003 1,027 0,789 0,473 0,172 0,132 0,100
5 0 8,294 10,670 14,342 10,860 6,322 4,638 2,474 1,350 0,349 0,271 0,126 0,105 -
6 0 9,588 10,496 14,177 9,792 6,363 4,538 2,880 1,096 0,789 0,234 0,184 0,132 -
7 0 6,208 7,302 16,941 8,575 5,396 2,621 2,334 0,852 0,673 0,467 0,060 - -
8 0 8,753 10,857 16,780 9,759 6,178 4,557 2,016 1,480 0,520 0,472 0,160 0,121 -
9 0 7,067 9,651 16,650 9,529 6,987 4,932 2,841 0,846 0,534 0,312 0,234 0,108 -
10 0 5,282 9,392 14,730 11,063 7,065 4,074 1,356 0,988 0,734 0,351 0,077 - -
11 0 5,472 9,713 13,532 9,459 5,108 2,568 2,026 1,177 0,534 0,574 0,224 0,189 0,136
12 0 9,131 10,417 14,383 11,596 5,082 2,241 1,551 1,203 0,513 0,344 0,113 0,080 -
TB 0 7,689 9,830 14,480 9,887 6,131 3,444 2,143 1,114 0,582 0,391 0,163 0,140 0,120
sb - 180 115 228 140 0,71 106 056 0,18 0,14 0,10 0,07 0,04 0,02




Hinh 1. D6 thi biéu dién néng do phyllanthin trung binh theo thoi gian

Néng dd (ng/mL)
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4

Thei gian (gid)

p

Bang 2. Nong d6 hypophyllanthin trong huyét trong cia timg ca thé (ng/mL)

Nong dd Hypophyllanthin (HPL) & tirng thoi diém (ng/mL)
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3,029
2,334
2,378
2,045
1,318
2,252
2,442
2,043
3,445
3,156
1,871
1,835

4,784
4,027
3,027
4,241
2,623
2,834
3,462
4,655
3,381
3,662
3,321
3,719

5,183
6,098
6,189
5,055
4,073
4,935
7,131
6,14
5,872
6,503
7,007
6,265

3,37
4,426
3,849
4,845

4,58
3,544

4,31
4,954
4,367
3,961
4,666
4,697

2,714
1,223
1,753
18
1,815
2,491
1,678
1,705
1,183
2,365
2,277
1,928

1,709
1,58
1,243
1,178
1,482
1,668
1,254
1,574
1,084
1,687
1,973
1,32

1,109
0,997
1,098
0,748
1,094
0,813
1,159
0,922
0,985
0,904
1,161
1,168

0,638
0,717
0,603
0,512
0,552
0,694
0,798
0,5
0,74
0,687
0,86
0,76

0,509
0,521
0,435
0,338
0,344
0,525
0,38
0,356
0,407
0,611
0,77
0,582

0,249
0,196
0,188
0,271
0,093
0,196
0,142
0,08
0,229
0,227
0,155
0,176

0,095
0,071

0,084
0,073
0,042
0,089
0,098
0,021
0,052
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2,346
0,61

3,645
0,68

5,871
0,90

4,297
0,51

1,911
0,47

1,479
0,27

1,013
0,14

0,672
0,11

0,482
0,13

0,184
0,06

0,069
0,03

Hinh 2. D6 thi biéu dién nong do hypophyllanthin trung binh theo thoi gian

Nong dé (ng/mL)
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Bang 3. Nong d niranthin trong huyét trong cua ting ca thé (ng/mL)

Nong d¢ Niranthin (NRT) & tirng thoi diém (ng/mL)

—+
o

t t t3 ty ts ts t7 ts to t1o 11 12 113

Thé

<

5 100 15 200 300 45 1" 2" 3" 4n gh 6" gn

1,865 3,118 3942 231 1824 1179 0899 0335 0,25 026 0181 0,112 -
2,306 4,298 4,819 1,949 1666 1,08 0557 0,387 0,247 0,154 0,092 - -
1567 2,58 4,426 188 1,48 1,101 069 0315 0,26 0,109 0,082 - -
1,238 4,432 4,021 2,024 1957 0994 0881 0,713 0421 0,232 0,051 - -
2,087 2908 4,019 1,191 1801 1016 0,767 0552 0471 0,268 0,092 - -
2,242 2,677 3,682 1814 1531 1051 0511 0,796 0,25 0,133 0114 - -
1,732 3474 39 1761 1,184 109 0,68 046 0378 0,174 0,118 - -
1,734 4,379 4,705 2,042 1,841 1,048 0,694 0412 0,433 0,292 0,09 - -
1,433 2,367 4,959 1967 1523 1,051 0,725 0,689 0293 0,152 0,118 - -
1,308 368 4581 1975 1236 0983 0804 061 0500 0,115 0,098 - -
1,923 4,101 5,129 2415 1643 1,026 0,717 0,317 0435 0,292 0,090 - -
1,13 4242 3,638 1584 1036 0982 0,882 0,58 0,342 0,149 0,100 - -

=
N -

—
o8}

1,714 3521 4323 191 1561 1,051 0,734 0,514 0358 0,194 0,102 0,112 -
03 077 051 032 029 006 012 017 009 007 0,03 - -
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Hinh 3. Db thi biéu din ndng d6 niranthin trung binh theo thoi gian

Bang 4. Cac thong sé dugce dong hoc trung binh cua cac chat

Théng s6 Phyllanthin Hypophyllanthin Niranthin
(Trung binh £SD)  (Trung binh £SD) (Trung binh + SD)

Tmax (Qi0) 0,24 0,26 0,24

Cmax (Ng/mL) 14,625 + 1,88 5,913 £ 0,82 4,408 + 0,45
AUCo.t (ng.gio/mL) 9,694 £ 0,71 4,172 £ 0,39 3,135+0,24
AUCo.» 10,150 £ 0,61 4,503 £ 0,42 3,497 £ 0,38
(ng.gio/mL)

T2 (Qi0) 1,78 1,17 1,41
AUCo./AUCo.. (%) 95,51 92,65 89,66
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Db thi biéu dién ndng d6 cic chat cua timg ca thé theo thoi gian:

Tho PLT HPL NRT

Subject=1 Subject=1 Subject=1

Time

Subject=2 Subject=2 Subject=2

Subject=3 Subject=3

Subject=4 Subject=4 Subject=4

Subject=5 Subject=35 Subject=5

Subject=6 Subject=6 Subject=6
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Subject=12 Subject=12 Subject=1.
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Hinh 4. D6 thi biéu dién nong d6 phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin theo

thoi gian clia timg c4 thé



