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DAT VAN DE

Trong vong hai thap ki gan day, xu huéng quay lai sir dung cac san pham
thudc c6 ngudn gdc thao duoc dé phong va tri bénh trd nén phd bién. Dugc dién
cac nude khu vuc chau A nhu Viét Nam, Han Quéc, Trung Quéc, Nhat Ban déu c6
cac chuyén luan vé dugc liéu. Mot s6 chuyén luan dugc lidu ciing di duoc dua vao
Duoc dién Mi, chiu Au... Theo udc tinh, 70% dan s toan cau van sir dung thude tir
duogc li€u trong cham soc suc khde ban dau tai cong déng. Vi viy, td chirc y té thé
gidi dd nhan manh viéc dam bao chét luong cua cac thude nay phai dua trén cac ki
thuat phan tich hién dai, voi viéc sir dung cac chit chuan déi chiéu phu hop.

Dugc dién Viét Nam lan 3 (ndm 2002) c6 312 chuyén luan dugc liéu va
thudc tir dugc lidu. Trong s6 275 chuyén luan duoc liéu c6 48 chuyén ludn sir dung
chat chuan ddi chiéu chiét ra tr duge liéu. Duge dién Viét Nam lan 4 (nam 2009)
c6 314 chuyén luan duoc li€u va thude tir duoc liéu. Hién nay, tiéu chuin co s& cua
nhiéu thanh pham duoc x4y dung dua trén viéc dinh lrgng hon hop toan phan bing
cac phuong phap khong dic hidu ma khong dinh luong duoc cac hop chét chinh,
dac trung, dugc coi la cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc do thiéu chét chuan ddi
chiéu. Do do, viéc thiét lap chit chuan ddi chiéu tir duge liéu ngay cang tré nén can
thiét d6i voi cong tac dam bao chat lugng thudc, tur giai doan lya chon nguyén li¢u
dau vao, dén viéc xdy dyng tiéu chudn co so, cling nhu giam sat chat luong thudc
lwu hanh ctia co quan quan 1i. Xuét phat tir thuc té nay, ludn an “Nghién ciru chiét
xuit va tinh ché Conessin, Kaempferol, Nuciferin tir dwogc liéu 1am chit chuin
déi chiéu trong kiém nghiém thude” duoc thuc hién véi ba muc tiéu sau:

1. Xay dung qui trinh chiét xuat, phan 1ap, tinh ché 03 hop chét ty nhién
dac trung tir dugc liéu 1a Conessin, Kaempferol va Nuciferin dat do tinh khiét trén
95% dé str dung lam nguyén liéu thiét 1ap chat chuan dbi chiéu.

2. Thiét 1ap 03 chat chuan ddi chiéu c6 ngudn gdc duoc lidu trén.

3. Ung dung céc chat chuin ddi chiéu thiét 1ap duoc dé danh gia chét lugng

mdt sO dugc li¢u va ché pham dong dugc.



Dé dat dwoc 3 muc tiéu trén, luan an da tién hanh 5 nodi dung chinh sau day:

1. Xay dung qui trinh chiét xuét, phan 1ap, tinh ché Conessin tir vo than cay
Mirc hoa tring, Nuciferin tir 1a cdy Sen, Kaempferol tir 14 cay Pon 14 do dat d6 tinh
khiét trén 95%, voi khdi luong mdi hop chat tinh khiét 13 02 gam.

2. Xay dung bo dit liéu nhan dang chit.

3. X4y dung cac chi tiéu chat lugng cta chat chuan ddi chiéu va phuong
phap phan tich dé danh gia chat luong ciia chat chuan d6i chiéu.

4. Nghién cuu do 6n dinh cta 03 chat chuan d6i chiéu trong diéu kién bao
quan 2 — 8°C.

5. Ung dung chat chuan ddi chiéu thiét 1ap duoc dé xay dyung va tham dinh
phuong phap dinh lugng Kaempferol trong dugc li€u 14 cdy Pon 14 do, 1a cay Che

vang, Conessin trong vién nén bao phim Moc hoa trang HT.



Chuong 1

TONG QUAN

1.1. XU THE PHAT TRIEN THUOC CO NGUON GOC THIEN NHIEN

Trén thé gidi, da phat hién dugc 265.000 loai thuc vat. Trong do co
150.000 loai dugc phan bd & cac vung nhiét ddi, 35.000 loai cd6 & cac nudc
ASEAN. Trong ) nay co it nhat 6.000 loai dugc dung lam thudc. Cac loai thuc vat
c6 chtra khoang 5 triéu hop chét hoa hoc. Cho t6i nay, da c6 0,5%, nghia 1a 1.300
cdy dugc nghién ciru mot cach co hé théng vé thanh phan hoa hoc va gia tri chita
bénh [45]. Thubde tir duoc liéu duge st dung khong chi cac nudc A DPong ma con
duoc ti€u thy mot lugng kha 1on ¢ cac nudc Phuong Tay. O cac nude cd nén cong
nghiép phat trién thi mot phan tu sd thudc ké trong cac don c6 chua hoat chat tir
dugc liéu. Tai Mi nam 1980 gia tri sé thudc d6 1én tdi 8 ti do la, tai thi trudng Chau
Au luong thube dong duoc tiéu thu cling 1én toi 2,3 ti d6 la. Nhiéu biét dugc dong
duoc cua Trung Qubc duoc tiéu thu manh ¢ cac nude phat trién. Viét Nam cling co
mot s6 mit hang déng duoc xuat khau co uy tin ¢ thi truong nude ngoai nhu hoa
hoe, qué, sa nhan, dira can, cac loai tinh dau hoi, qué, tram... [46].

Vé sir dung thube, & khu vuc bong A, Trung Quédc, Nhat Ban, cung voi An
Do, la cac nudc ti€u thu dong duoc nhiéu nhét. Tai Trung Qubc, dong duoc chiém
khoang 30% lugng dugc phém tiéu thu, doanh sb dong duogc san xuét tai Trung
Quéc dé tiéu thu noi dia va xuat khau nim 2003 wdc dat 20 ti d6 la. Tai Nhat Ban,
dong duge dugce goi voi tén “Kampo™, ciing duge chap nhan va sir dung rong rii,
v6i doanh sd khoang 1 ti d6 la mdi nam. O khu vuc Pong Nam A, Indonesia 1a
nudc dimg thi hai trén thé gidi sau Brazil vé da dang sinh hoc cay thudc, c6 t6i
90% s6 luong cay thude trén thé gidi dugc tim thay ¢ ddy. Theo sb liéu nim 1995,
c6 40% dan s Indonesia sir dung dong duoc, trong d6 c¢6 70% sinh séng & ving
néng thon. Cac nude Pong Nam A khac déu c6 ti 18 sir dung dong dugc dang ké
trong cong dong va hé théng y té [132]. O Viét Nam, nhu ciu st dung dong dugc

cling rat 1on. Theo danh gia cua Vién Duoc li¢u nam 1995, nhu cau duoc liéu toan



quéc khoang 30 000 tin, cung cap cho 145 bénh vién y hoc ¢6 truyén, 242 khoa y
hoc ¢ truyén trong bénh vién da khoa va khoang 30 000 luong y dang hanh nghé,
ngoai ra con can khoang 20 000 tin cho nhu cau xuat khau [16], [17], [20], [28].
Nhiéu ché pham dong duoc di dugc nghién ciru tai cic vién nghién ctiru va chuyén
giao ki thuat cho cac xi nghiép san xuat trong nudc, nhu thudc viém gan Haina,
thudc ha cholesterol mau va ha huyét 4p Ruventat, thuéc chong dai thiao duong
Morantin, thuéc nhé mii Ngii sdc, thude hoa tan soi than Somatan, Sotinin, thudc
tang tudn hoan mau Angelin, thudc viém gan Phyllantin [19], [27].

V& nghién ctru phat trién, hién nay cac cong ty da qudc gia dang co xu
hudng phat trién cac dugc pham c6 chira mot hoat chat tir cdy thudc (tinh chat dugc
liéu) do cac ché pham nay c6 gia tri kinh t& 16n hon nhiéu so v&i cac san phdm chira
cao thudc (extracts) hodc hop chét toan phan chwa xac dinh dugc trong cac cong
thie ¢ truyén, kinh dién [45]. O Trung Quéc giai doan 1979 - 1990 c6 42 ché
pham thudc mai tir ciy thude duoc dua ra thi trudng, trong d6 ¢6 11 ché pham chita
bénh tim mach, 5 ché pham chira ung thu, 6 ché pham chita tiéu hoa [122]. Cho dén
nay di c6 trén 4.000 bang sang ché vé thudc dong dugc cua Trung Qudc duoc ding
ki, v6i 40 dang bao ché khac nhau, duoc san xuat & 684 nha may chuyén vé dong
duge [132]. Tir nam 1990 dén nay 1a giai doan phat trién rat manh d6i véi linh vuc
san xuét thude tr duge lidu véi hang trdm ché phém moi ra do1. Nhat Ban 1a nudce
dan dau thé gidi vé nghién ctru cac hop chat c6 tac dung sinh hoc tir cdy thudc,
chiém 60% bang phat minh trén thé gidi vé linh vuc nay trong 5 nam (1990 -
1995). Trong giai doan 2000 — 2005 cac cong ty duoc pham da qubc gia da co 23
thudc moi tir nguén gde ty nhién duge phép dua ra thi truong dé diéu tri bénh ung
thu, bénh than kinh, bénh nhiém trung, bénh tim mach, cac bénh lién quan dén hé
mién dich, chéng viém... Pién hinh 1a cac thudc Bivalirudin (MDCO, 2000),
Ozogamicin (Wyeth — Ayerst, 2000), Pimecrolimus (Novatis, 2001), Nitisinone
(Swedish Orphan, 2002), Ziconotide (Elan, 2004), Exenatide (Eli Lilly, 2005),
Micafungin (Fujisawa, 2005)... [18], [45]. O Viét Nam, mot sb thudc dang dugc

nghién ctru 1am sang giai doan I, II, III nhu thudc viém lgi Dentonin, thudce tri ly va



thuong han Geranin, thude hd tro va diéu tri ung thu Panacrin, thude diéu hoa
mién dich Angala...[19].

V& phap ché dugc va ding ki thude, theo bao cdo cia WHO nam 2011 [25],
[26], [149], téc d6 x4y dung va ban hanh qui ché quan 1i thudc tir dugc liéu phat
trién kha nhanh trong khoang thoi gian tir ndm 1986 dén 2007 ( Hinh 1.1).

o
o

110

83
L0 + 78

69

S6 nude thanh vién cia WHO

o

Tntdc 1986- 1988- 1990- 1992- 1994- 1996- 1998- 2000- 2002- 2007
1986 1987 1989 1991 1998 1995 1997 1999 2001 2003

Hinh 1.1. 86 nudec thanh vién cia WHO di c6 qui ché quan Ii thudc tir dwoc lidu”

* (Ngudn: The World Medicines Situation 2011: Traditional Medicines: Global Situation, Issues and Chalenges [149] )

O Viét Nam, riéng trong nam 2010, Cuc quan li Dugc, Bo Y té da cép phép
nhap khau cho 106 ché pham tir duoc liéu thude 15 qudc gia va ving lanh tho trén
thé gi6i [11], [12], [13], [14], s6 luong cu thé nhu sau: Han Qudc: 44, An Do: 20,
Trung Quéc: 15, Héng Kong: 1, Pai Loan: 1, Nhat Ban: 1, Thai Lan: 3, Malaysia:
2, Pakistan: 1, Argentina: 2, Thuy Si: 1, Australia: 1, Buc: 2, Phap: 1, Mi: 7.

Su phat trién nhanh chong cac thude tir cdy co 1a do xu hudng cua cac nudc
phuong Tay nhim ting cudng tu diéu tri, va do lo ling vé tic dung bat loi cua ché
pham hoéa duogc va sy nang cao nhan thirc ctia cong dong vé vai tro ciia thude tir
duogc li¢u trong diéu tri cAc bénh man tinh, bénh thong thuong [45].

Véi su phat trién cua céc ki thuét phan tich hién dai, nhiéu hoat chét duogc
tach chiét tr dugc liéu, nghién ctru xac dinh cAu trac va tac dung duoc li. Két hop
v6i cong nghé bao ché, cic nha san xuat di cho ra doi nhitng dang thudc thuan tién
cho nguoi sir dung nhu vién nén, vién nang, cém thudc, trong d6 nguyén lidu dau

vao la tinh chat hoac cao dugc liéu chuan hoa c6 ham luong hoat chat chinh xac.



Pién hinh trong nhém nay 1a cac ché phdm vién nén, vién nang cao Bach qua
(Ginkgo biloba), chira cac hoat chat ginkgo flavnol glycosides, terpene lactones,
bilobalide, ginkgolide A, ginkgolide B, ginkgolide C; vién toi chira dich chiét ti c6
hoat chat chinh 13 allicin, vién nén cao Ciic gai dai (Cardus marianus) chira hoat
chat chinh 1a silymarin... [11], [12], [13], [14]. Nhiéu hoat chét chiét xuét tir dugc
liéu duogc tinh ché dat dén do tinh khiét co thé st dung 1am nguyén liéu bao ché
thudc tiém. Pién hinh trong nhém nay 1a cac ché pham thudc tiém chira flavonoid
cua Ginkgo biloba (biét duoc Tanakan®™, Phap) [136]; thudc tiém chua paclitaxel
phan 1ap tir cdy Taxus Brevifolia (biét dugce Taxol®, Mi); thudc tiém chira vinblastin
phan lap tir cdy Vinca rosea (biét dugc Velbe®, Phap)... [46]. Do su phiic tap vé
ciu tric héa hoc nhiéu chat trong nhom nay cho dén nay van chua tong hop duogc
[130].

Hién nay, nguon tai nguyén cdy co va tri thic sir dung cdy co lam thudc 1a
co so quan trong dé sang loc va tim ra thuéc méi. Huéng nghién ctru ndy dang rat
dugc coi trong & cac nudc cod nén y hoc tién tién nhu Mi, Phap, Nhat Ban, Trung
Qudc [18], [69], [75], [87].

Bén canh nhiing vu diém da duoc thira nhan, viée st dung thube tir duge
liéu cling ndy sinh mat sb van dé lién quan dén hiéu luc diéu tri, d6 an toan va dam
bao chat luong thude. O mot sé nudc dang phat trién, nhiéu thudc c6 ngudn goc
duoc liéu van duoc sir dung rong rai ma khong co sy kiém soat vé chat lugng cua
co quan c6 thim quyén vé duoc pham [142], [146]. Nguyén nhan cia tinh trang
trén mot phan do thiéu nhitng “thudc do” chinh xac dé danh gia chit luong thude.
Pé hd tro cac nude dang phat trién trong linh vuc dam bao chét luong thude, t6
chtrc y té thé giGi da trién khai nhiéu bién phap, bao gdm viéc ban hanh cac chuyén
luan vé dugc lidu va thude tir dugc lidu [35], [144], [145], thuc day viéc ban hanh
cac chinh sach thudc qudc gia, Duoc dién qubc gia [140], [141], [143], [147], hd
trg trang thiét bi, ddo tao nhan luc cho cong tac kiém nghiém thubc. Chuong trinh
thiét 1ap chat chuan d6i chiéu hoa hoc ciing 1a mot phan trong nhom céac giai phap

trén [148], [149], [150].



1.2. TONG QUAN VE CAC BOI TUQONG NGHIEN CUU

1.2.1. V& hop chit Conessin va ciy Miic hoa tring

1.2.1.1. Hop chit Conessin

% Conessin dugc phan bd trong mat s6 loai thudc chi Holarrhena, ho Trac dao
[48]. Trong nghién ctru ndy vo than cdy Muc hoa trang (con dugc goi 1a cdy Moc
hoa tring, Stng trau, Thimg muc 14 to [4]) dugc lya chon dé chiét xuat Conessin vi
Mirc hoa trang 13 mot cdy phan bd rong rii & Viét Nam, vo than cdy chira nhiéu
alcaloid trong d6 Conessin 13 thanh phan chinh. Thanh phan héa hoc cia vo than
cdy, phuong phap chiét xuat, phan 1ap hop chit tir vo than ciy ciing nhu phuong
phap dinh tinh, dinh lugng hop chat Conessin trong dich chiét dugc liéu bang sac ki
da duogc cac tac gia trong nudc [29], [30], [39], [40] va nudc ngoai [61], [88],
[100], [102], [103], [154] nghién ctu so bg. Tu cady Miuc hoa tréng mot sd xi
nghiép dugc pham trong nudc di san xuat cic ché pham vién nén, vién nang chira
cao vo than cdy Muc hoa tring lam thudc chita li, dugc lvu hanh rong réi trén thi
truong. Do chua ¢6 CCDC nén tiéu chuan thanh pham cta thudc chua dua ra dugc
phuong phap dinh luong dic hiéu cho hoat chit trong ché pham.

H3C = Cong thirc phan tir: Co4HyoN,.
N CHg

= Trong luong phan tir: 356,59

* Danh phap (IUPAC): (3B)-N,N-

dimethylcon-5-enin-3-amine.

| = Tinh chdt Ii — héa: Conessin 1a
, tinh thé hinh ling try (két tinh

Hinh 1.2. Cong thirc cau tao cua Conessin [48] trong aceton) didm chiy 125 °C,

[a]lp = 1,9° (trong CHCl;) va + 21°% (trong C,HsOH), mudi hydroclorid,

hydrobromid va oxalat cua Conessin ton tai dudi dang tinh thé. P tan trong nudc

cua Conessin base la 1/5, do tan trong ethanol 90° 1a 1/11, it tan trong ether [29],

[30], [32].



% Tdc dung duwoc li: Conessin co tac dung diét 1i amip, thi nghiém ngoai co thé
noéng do c6 hiéu qua ddi véi Entamoeba histolytica ciia Conessin 1a 1 : 71 000 —
45 000, con cta emetin 1a 1 : 300 000 — 1 : 2 000 000. Két qua cho thay tac dung
diét amip cua Conessin kém hon emetin. Conessin con c6 tic dung diét
Trichomonas vaginalis va Trichomonas intestinalis [48]. Mot s tai liéu bao céo vé
tac dung d6i khang thy thé H; histamin ciia Conessin [154]. O lidu cao, tac dung
cia Conessin gan gidéng nhu morphin, gy liét trung tdm ho hap. Néu tiém,
Conessin gay té tai chd nhung lai kém theo hoai tir nén khong dung dé gy té dugc

[32].
1.2.1.2. Phwong phdp chiét xudt, phén lap, tinh ché Conessin tir dwoc liéu
% Chiét xuat alcaloid toan phan tir vo than cdy Miic hoa tring

Conessin 1a mot alcaloid, vé nguyén tic co thé dugce chiét xuit bing mot
trong cac phuong phap sau: i) Chiét bang dung méi hiru co trong moéi trudng kiém

[8], [120], ii) chiét bang dung dich acid lodng trong con hoic trong nudc [8].

= Phi Tung Lam [30] d& chiét xuét alcaloid toan phan trong vo than ciy
Mirc hoa trang thu hai & Hai Duong theo qui trinh nhu sau: Can khoang 50 g bot
dugc liéu da tham am bang NH,OH trong 12 gio, sau d6 chiét bang cloroform trong
Soxhlet dén kiét alcaloid. CAt thu hoi alcaloid, c6 cach thuy thu duoc can alcaloid

base.

= Chakraborty A. va cong su [61] chiét alcaloid toan phan trong vo than cay

Holarrhena pubescens bang MeOH, qui trinh khéng duoc néu cuy thé.

= Kumar N. va cong su [102] d3 chiét xuit alcaloid toan phan tir vo thin
cay Holarrhena antidysenterica thu hai & ving Pragpur, An D9 theo qui trinh nhu
sau: 1 kg vo than ciy da duoc nghién thanh bot, sdy kho duge chiét bang MeOH 5
1an, mdi 1an 2 500 ml & nhiét d6 phong. Gop dich chiét, cat thu hdi dung méi dudi
ap suit giam thu duoc 307.8 g dich chiét thd MeOH. Dich chiét thd MeOH dugc
chiét tiép véi HCI 2M 3 1an, mdi 1an 200 ml bang phuong phap ngam lanh trong 24



gid. Gop dich chiét acid, chiét tiép bang CHCI; 4 1an, mdi lan 400 ml dé loai tap.
Kiém hoéa dich chiét acid bang NH,OH 30% dén pH 8.5. Dich chiét da kiém hoa
duoc chiét tiép bang CHCI; 5 1an, mdi 1an 400 ml. Gop dich chiét, rira lai bang
nude. Lam bay hoi dich chiét & ap suét giam thu dugc dich 11,9 g c4n alcoloid toan

phan (hiéu suat chiét dat 1,19%).
«% Phén lap Conessin tir alcaloid toan phan

* Pham Thanh Ky va cong su [29] phan lap Conessin va Norconessin trong
alcaloid toan phan chiét xuat tir vo than cdy Mirc hoa tring bang sic ki cot theo qui
trinh sau: Cot sic ki kich thuéc 2 cm x 50 cm duoc lip thiang ding trén gid. Vin
chdt khoa cot. Lot mot 16p bong mong ¢ day cot. Cho tur tur silica gel trong
cloroform vao cot. Lot mot miéng gidy loc c6 duong kinh bang dudng kinh cot trén
bé mat silica gel. Cubi cung dit mot 16p bong mong trén miéng gidy loc. Mo khoa
cho dung méi chay tir tir dén khi 16p cloroform trong cot vira dén bé mit cua bong.
Vin khoa cot lai. Hoa 0,471 g can alcaloid toan phan trong mét lugng tdi thiéu
cloroform vao cdc c6 mé. D6 tir tir dich cloroform vao cot. Rira giai alcaloid trong
cot bang cloroform va methanol, tang dan do phan cuc nhu sau: i) CHCl; (99,5 ml)
: MeOH (0,5 ml), i1)) CHCl; (99 ml) : MeOH (1 ml), iii) CHCl; (98,5 ml) : MeOH
(1,5 ml), iiii) CHCI; (98 ml) : MeOH (2,0 ml). Htmng dich rira giai vao cac ong
nghi¢m, mdi 6ng 2 ml. Kiém tra dich rua giai béng TLC, thu dugc cac phan doan
tinh khiét chi cho 1 vét trén SKD, tir dng 33 — 36 dugc xac dinh 1a Conessin, tir dng

85 — 98 duoc xac dinh la Norconessin.

= Kumar N. [102] phan 1ap Conessin tir can alcaloid toan phan & trén bang
sdc ki cot theo qui trinh sau: 11,9 g can alcaloid dugc nap vao cot, pha tinh la
alumina, pha dong 1a benzen dau hoa (60 - 80 °C) : EtOAc vdi ti 16 EtOAc ting
dan. Kiém tra cac phan doan bang TLC. Phan doan tir ng 19 — 23, c6 ti 1& dung
moi 13 benzen dau hoa : EtOAc (95 : 5) cho 1 vét trén SKD, duoc xac dinh 1a

Conessin.



1.2.1.3. Mpt sé phwong phdp dinh tinh, dinh lwong Conessin

= Pinh tinh va dinh lugng Conessin trong dich chiét duoc liéu bﬁng GC
[88]: May sic ki Shimadzu GC-8A, detector FID, cot nhdi silica gel WHP 100-120
mesh, pha dong 1a khi N, 30 mL/phut, phan tach & 250 °C, thoi gian luu R, = 11,5
phut, khoang tuyén tinh 0,08 — 0,2% kl/tt (trong MeOH).

= Pinh tinh va dinh lugng Conessin trong dich chiét dugc lidu béng HPTLC
[88]: May sic ki Chromoscan 200, pha dong ethyl acetat : hexan : diethylamin (75:
25: 5), phat hién vét bang thudc thir Dragendorff, sau d6 phun dung dich NaNO,
10% kl/tt dé cho do nhay tot nhat, Ry = 0,66, khoang tuyén tinh 0,01 — 0,1% kl/tt
(pha trong dung dich chuan ndi), do do hap thu & budc séng 520 nm.

= Pinh tinh va dinh lugng Conessin trong dich chiét dugc liéu va ché phém
bang HPTLC [100]: May sic ki Camag TLC Scanner III, pha dong Toluen : ethyl
acetat : diethylamine (6,5 : 2,5 : 1, tt/tt/tt), nhiét d0 phong (25 + 2 °C), phat hién vét
bang thudc thir Dragendorff, R¢= 0,82, khoang tuyén tinh 1 — 10 pg/vét, do do hap

thu & bude song 520 nm.

= Pinh tinh va dinh lugng Conessin trong dich chiét dugc lidu béng HPTLC
[103]: May sdc ki Camag Linomat IV, pha dong benzen : ethyl acetat : diethylamin
(6 : 3 : 1), khoang céach khai trién 90 mm, thoi gian khai trién 20 phut, nhiét do
phong (25 + 2 °C), phat hién vét bang thudc thir Dragendorff, phat hién vét & budc
song 254 nm.

= Pinh luong Conessin trong ché phdm bang HPLC [81]: May sic ki
Waters (Milford, MA, USA), cot C,g (kich thudc 250 x 4,6 mm x 5 pm), pha dong
Methanol : nudc (95 : 5), tdc do dong 0,8 ml/phut, detector chi s6 khuc xa.

= Pinh luong Conessin trong ché pham bang HPLC-MS [81]: May sac ki
Waters HPLC-MS, pha dong Acetonitril : nudc (ca hai dung méi déu chira acid
acetic 0,1%), toe do dong 1,0 ml/phtt, detector ZQ, may khdi phé LCQ.

10



1.2.1.4. Cay Mikc hoa tring va mét sé ché phiam tiv vé thén cdy

» Tén khoa hoc: Holarrhena antidysenterica Wall., ho Trac dao (Apocynaceae).
» Tén khac: Muc long, Sung trdu, Thung muc 14 to, Muc hoa tréng.
= Phdn bo: Trén thé gi¢i, Muc hoa tring duoc phan bd & An Do, Myanma, Théi
Lan, Malaysia. O Viét Nam, cdy phan bd chu yéu ¢ Bic Giang, Yén Bai, Cao
Bang, Lang Son.... nhiéu nhat & Pic Lic va Nghé An [5], [32], [40], [48].

= Pdc diém thuc vdt: Cay nhd hay cay
to, cao 10 — 15 m, duong kinh than co
thé dén 40 cm. Canh non hoi det nhin
hodc mang 16ng mau ndu dé. Canh
gia tron nhin, mau niu nhat, co
nhitg ndt san nhé mau tring va seo

14 con sot lai. Toan cay c6 nhya mu.

La moc doi, c6 cudng rat ngan hoac

Hinh 1.3. Anh cdy Mikc hoa trdng [3] gan nhu khong cudng, nguyén, hinh

bau duc dau tu hay nhon, dai 10 — 15 cm, rong 4 — 8 cm, mat 14 bong, mau xanh luc
nhat. Hoa mau tréng, moc thanh xim hinh ngu & dau canh hodc k& 14, dai 5 — 10 cm,
mau 5, dai 5 rang rat hep, c6 16ng ¢ lung, dau trang tron, dng trang hoi that & hong,
nhi dinh gan phia dng trang, chi nhi c6 16ng, bao phan hep, voi nhuy day. Hoa nd
vao thang 4 — 5 [48].

» Thanh phcin hoa hoc: Vo Muc hoa tréng chura 0,22 - 4,2% alcaloid toan
phan; 9,56% gom; 6,2% chat nhua; 1,14% tanin. Hat chira 36 - 40% dau béo, tanin,
chit nhya va alcaloid. TUr vo than va hat, chiét xuit dugc céac alcaloid: Conessin
(Cy4H4oN3), Norconessin  (Cy3HigN,), Conessidin - (CxH34N,),  Conarimin
(C31H34Ny)... Trong do alcaloid chu yéu la Conessin, Conessin hydrobromid [39],
[48], [102].

= Cong dung: Vo than va hat duoc dung 1am thudc chira li amip va tiéu
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chay, viém gan. Dau béo chiét tir hat c6 tic dung chita giun, san. Cao chiét bang
cloroform va methanol tir hat c6 tic dung khang khuan dbi vé6i Bacillus subtilis,
Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. Cao con chiét
tir qua c6 tac dung chéng ung thu va trc ché té bao Carcinom epidermoid tir hong
hau trén moi trudng nudi cdy. Vo than dung lam nguyén liéu chiét xuét alcaloid.
Cay 1a mot nguyén liéu qui dé chiét 1ay cac ban thanh pham tong hop céac ndi tiét td
nhu cortison [61]. Nam 2011, Akhtar P. [55] di nghién ctru tiéu chudn hoa chat
luong vo than sir dung lam nguyén liéu chiét xuat.

= Mot s6 san phdam chira cao vé than Mic hoa trdng: Vién nén Holanin do
Vién Dugc liéu san xuat 1 hdn hop nhiéu alcaloid chiét tir vo cay Mitrc hoa trang,
vién Hipolten cta cong ty c¢b phan duoc vat tu y té Hai Duong, vién nang Méc Hoa
Tréng cia cong ty cd phan duoc pham Ha Noi, vién nén bao phim Méc Hoa Tring
HT cia cong ty duoc pham va thiét bi Y té Ha Tinh.... Trong cac ché pham nay, do
chua c6 CCPC nén cac NSX xay dung tiéu chuan chat lugng thanh pham dua trén

viéc dinh lugng alcaloid toan phﬁn.

1.2.2. V& hop chit Kaempferol va cidy Pon la dé

1.2.2.4. Hop chit Kaempferol

% Kaempferol phan bb rong rai trong nhiéu loai thuc vat, nhu Bach qud, Bach
thwoc, Bat gidc lién, Bong bong, Bong nuoc, Bong, Cay cut lon, Cham la nho, Che,
Co lao, Dau giun, Dai tao, Pao, Pau tay, Pon ld do, Dia lién, Gai cho”'ng, Hanh
tdy, Hoa ban, Hoe [47], Khoai lang, Khoai tay, Ldo quan thao, Mach ba goc, Man
man trang, Man man vang, Méng tdy, Me rirng, Mo qua, Méng rong, Mo, Muéng
hoi, Mué‘ng trdu, Nghé ram, Nhan, Nho, Phan ta diép, Phu dung, Rau dcfng, Rau
mad, Riéng, Riéng né'p, Sai hé bac, Sdn, Sdn thuyén, Sen can, Thanh cao hoa vang,
Thao quyét minh, Thau dau, Thién mén, Thé phuc linh, Théng nwée, Thong thién,
Thuc quy, Thuéc la, Tra tién, Tram, Véi rieng, Xoan, Xoan tra [48]. Nhiéu loai
trong ) nay la nhiing duoc li€u c6 gia tri st dung cao, dugc str dung truc tiép, dudi

dang thudc thang, hodc da dugc nghién ctru dé chiét xuat cao dugc li€u va dua vao
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cac dang bao ché hién dai [5], [11], [12], [13], [14], [46]. Trong nghién ctru nay la
cay Pon 1a d6 dugc lya chon dé chiét xuat Kaempferol vi Bon 14 dé 1a mot cay
phan bd rong rai ¢ Viét Nam, da dugc céc tac gia trong nude [1], [22], [23] nghién
ctru vé hinh thai thuc vat, thanh phan hoa hoc, so bo nghién ciru vé phuong phap
chiét xuat va phan lap. Mot s6 cong trinh nghién ctru cia cac tic gia nudc ngoai
[71], [111] ciing dé cap dén cac phuong phap chiét xuat, phan 1ap Kaempferol tir
mot sd duoc liéu khiac nhau, hodc vé cac phuong phap dinh tinh, dinh luong
Kaempferol trong dich chiét duoc liéu va ché pham [82], [117], [125], [131].
OH = Cong thurc phdn tur: Ci5H;¢Og

» Trong luvong phdn tir: 286,2

» Danh phap (IUPAC):. 3,5,7-

trihydroxy -2-(4-hydroxyphenyl)-

4H-1-benzopyran-4-on

Hinh 1.4. Céng thirc cdu tao ciia Kaempferol [1]  « Tinh chét li — héa: Kaempferol
c6 dang tinh thé hinh kim hodc vi tinh thé, mau vang rat nhat. Tan tét trong MeOH,
EtOH, diethylether, tan trong dung dich kiém. Hau nhu khong tan trong nuéc lanh.
Khong tan trong benzen, cloroform. O dang tinh thé hinh kim, Kaempferol cé nhiét
d6 nong chay trong khoang 276 — 278 °C. O dang vi tinh thé, Kaempferol c6 nhiét
d6 nong chay trong khoang 278 — 280 °C. Kaempferol c6 do hip thu cuc dai ¢ budc
song 266 nm va 362 nm trong methanol; & budc song 265 nm va 365 nm trong
ethanol [1].

% Tac dung duoc li: Kaempferol c6 kha nang dap tat cac géc tu do nhu HO', ROO",
tang tuan hoan mau trong dong mach, tinh mach va mao mach, chéng viém, chong
di ing, (rc ché sy hinh thanh va phat trién khdi u trén da chudt nhét tring gy ra boi
benzo-a-pyren va dau ba dau, tc ché enzyme cyclooxygenase (COX-1 va COX-2)

va qué trinh peroxyd héa lipid [62], [107], [119], [123], [125].

1.2.2.2. Phwong phdp chiét xudt, phan lap, tinh ché Kaempferol tir dwoc ligu

+¢ Chiét xuat flavonoid toan phan:
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= Nguyén Thai An [1] chiét xuit flavonoid toan phan tir 14 cdy Pon 14 do
theo qui trinh sau: Bot dugc liéu Pon 1a d6 (500 g) duoc chiét bang MeOH & nhiét
d6 phong. Dich chiét MeOH duoc bay hoi dudi ap suit giam cho dén kho. Hoa cin
(120 g) vao 250 ml nuéc va dem lic 1an luot véi cloroform, ethyl acetat (EtOAc),
aceton : nudc (6 : 1). Cét loai dung moi thu dugc cac phan doan cloroform, ethyl
acetat va aceton : nudc.

= Ding Z. [71] chiét xuét flavonoid toan phan tir 14 cdy Ginkgo theo qui
trinh sau: dugc li¢u dugc rira sach, phoi kho, nghién min roi ngam voi dung moi
ethanol 50% hodc 70% & nhiét do 50°C trong 6 gio, thinh thoang khudy tron. Thu
dich chiét 1an 1. Ba duoc liéu dugc chiét tiép 2 1an nita. Gop dich chiét, lam bay hoi
dué6i ap suét giam trude khi li tAm dé thu duoc dich chiét ddm dic. Dich chiét dam
dac c6 chtra flavonoid va terpenoid.
% Phan lap Kaempferol tir dich chiét flavonoid toan phan

= Nguyén Thai An [1] phan 1ap Kaempferol tir dich chiét toan phan 14 cay
Pon 14 do theo qui trinh sau: Phan doan ethyl acetat thu duoc tir qua trinh chiét
xuét dugc ct loai dung moi, thu duogc 12 g cin mau vang nau. 5 g cin duoc dua
1én cot silica gel G60, c¢& hat 100 — 160 um (Merck) dé phan lap, rira giai bang hé
dung méi CHCl; : MeOH véi ti 1& giam dan. Lam bay hoi dung méi cac phan doan
(5 phan doan) thu duoc. Tiép tuc phan 1ap va tinh ché lai trén sic ki cot Sephadex
LH-20, rira giai bang MeOH & cic ti 18 khac nhau. Phan doan IT, III' cho cin mau
vang dam sau khi tinh ché lai trén cot Sephadex LH-20 rira giai bang MeOH 60%
lan luot thu dugc hai chat 1a FAD8 va FAD7 (FAD7 duoc nhan dang la
Kaempferol).

= Ding Z. [71] phan 1ap flavonoid tir dich chiét dam dic 14 cAy Ginkgo bang
sdc ki cot 4i luc theo qui trinh sau: dich chiét dam dic duge dua 18n cot sic ki, sir
dung dung méi ethanol véi d6 con thay dbi (chwong trinh gradient). Luong
flavonoid phén lap duoc nhiéu nhat khi sir dung ethanol 20% va 40% lam dung moi
rua giai.

1.2.2.3. M¢t sé phwong phdp dinh tinh, dinh lwong Kaempferol
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Kaemperol ¢ thé tao thanh hop chit c6 mau vé6i cyanidin, AICl; nén c6 thé
dinh lugng bang phuong phap do mau. Kaempferol co cuc dai hdp thy trong ving
tr ngoai nén c6 thé dinh lugng bang do phd tir ngoai [2], [7]. Hién nay, viéc dinh
tinh va dinh lugng Kaempferol cling da dugc thyc hién bﬁng cac thiét bi hién dai
nhu HPLC, GC-MS, CE... [82], [112], [117], [131], [156]. M6t s6 chuong trinh
sac ki dung dé xac dinh Kaempferol:

= Pinh luong dong thoi Kaempferol, Quercetin, Myricetin trong bot khoai
tdy va cac ché pham chuta khoai tdy bang HPLC-UV [131]: Cot sic ki Hypersil-
ODS (4,6 mm x 250 mm, 5 pm), pha dong ACN : Pém phosphat pH 2,4 (25 : 75,
tt/tt) (25% ACN trong dung dich NaH,POy4 0,025 M), téc do dong 1,2 mL/phut,
nhiét do cot 30 °C, budc sdng phat hién 266 nm.

= Pinh lugng Kaempferol d(‘Sng tho1 vo1 catechin, rutin, quercetin, va
isorhamnetin trong dich chiét 1a cdy Hippophae rhamnoides L. bang RP-HPLC
[156]: Cot sac ki HIQ SIL C18V (4,6 mm x 250 mm, 5 pm), pha dong gdbm MeOH
: ACN : H,O (40 : 15 : 45, tt/tt/tt) chua 1% acid acetic, pha dong dugc loc qua
mang Millipore 0,45 pm va loai khi trude khi st dung, téc dd dong 1 mL/phut, thé
tich tiém mau 10 pL, detector DAD. Sau khi tach, dinh luong Catechin & budc
song 279 nm, dinh lugng Rutin ¢ budc song 257 nm, dinh luong Quercetin,

Kaempferol va Isorhamnetin & budc song 368 nm.

1.2.2.4. Cay Don la do

» Tén khoa hoc: Excoecaria
cochinchinensis Lour. , ho thau dau —
Euphorbiaceae.

= Phdn bo: Cay moc hoang hay dugc
trong ¢ nhiéu noi nhu Long An, Tién
Giang, Hau Giang, DPong Thap, An
Giang, Thai Binh, Nam BDinh. Cay

dugc trong nhiéu ¢ lang hoa Ngoc Ha,

Hinh 1.5. Anh cdy Pon la dé [3]
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Ha Noi dé lam thudc. Ngoai ra, cay con duge trong nhiéu & Quang Ty, Van Nam
(Trung Qudc.) [1]

= Déc diém thiee vat: Cay nho, cao 0,4 - 1 m, canh nho, gy dai. L4 hinh bau
duc hai ddu thuén nhon, dai 6 — 12 cm, rong 2 — 4 cm. Cuéng la dai 0,5 — 1 cm.
Phién 14 nguyén, mép 14 c6 rang cua nhd, mat trén 14 mau luc sam, mat dudi mau
do6 tia. Co 10 dén 12 cap gan 16ng chim ndi rd ¢ mat dudi 14, 1dm & mat trén 1a [3].
Cay c¢6 nhya mu tring. Hoa moc thanh bong & k& 14 hay dau canh, khong c6 trang
hoa, hoa c6 3 14 bic gin gbng vé6i canh dai. Hoa don tinh cing gdc hay khac gbc.
Hoa ¢6 3 14 dai mau xanh, hoa duc ¢6 3 tién nhuy, hoa céi c6 3 voi nhuy nguyén.
Cay ra hoa vao cac thang 4, 5, 6. Qua nang 3 manh, duong kinh 1 cm, hat hinh cau
mau nau nhat, dudng 4 mm. Noi nhii dau [1].

» Thanh phc”in hoa hoc: L4 Pon 14 d6 chuta flavonoid, tanin, saponin,
coumarin, phytosterol, duong tu do. Tir 14 kho cua cAy Pon 14 d6, Nguyén Thai An
da chiét va phan lap duoc 2 acid polyphenol 13 acid gallic va acid ellagic, 2
flavonol 1a kaempferol 7-O-glucosid va kaempferol [1], Nguyén Minh Dirc va cong
su cling phan tach dugc acid gallic, ethyl gallat va liquiritigenin [22], [23].

= Cong dung: Pon 14 d6 thuong dugc dung trong pham vi nhan dan lam
thudc chita min ngira, myn nhot, tiéu chay lau ngay khong khoi, 1i, dai ra mau.
Liéu ding: ngay 10 - 20 gram sic udng. O Trung Qudc, Pon 14 d6 dugc dung chita

soi, quai bi, viém amidan, dau that nguc, dau nira dau [47].

1.2.3. V& hop chit Nuciferin va ciy Sen

1.2.3.1 Hop chit Nuciferin

% Nuciferin dugc phan bd trong mot s6 loai thudc chi Nelumbo, ho Sen [48].
Trong nghién ciru nay 14 cdy Sen duogc lwa chon dé chiét xuit Nuciferin vi Sen 1a
mot cdy phan bd rong rii & Viét Nam, 14 cdy chira nhiéu alcaloid trong d6 Nuciferin
13 thanh phan chinh. Thanh phan hoa hoc cta 14 Sen, phuong phéap chiét xuat, phan
1ap hop chit tir 14 Sen ciing nhu phuong phap dinh tinh, dinh luwong hop chit

Nuciferin trong dich chiét dugc li¢u bang sac ki da dugc cac tdc gia trong nudc
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[21], [33], [34] va nudc ngoai [108] nghién ctru.
H;CO » Cong thure phan tu: C19H;NO,.

» Trong luong phan tur: 295,2

H;CO  Danh phdp (IUPAC): 5,5a,7,8

tetrahydro-1,2-dimethoxy-6-methyl-

Diabenzoquinolin.

Hinh 1.6. Céng thirc cdu tao ciia Nuciferin [5] * Tinh chat li — héa: Nuciferin la

chét két tinh, tinh thé hinh khdi, mau vang nhat, khong mui, khong vi, tan tbt trong
CHCl;3, MeOH, EtOH nong, hau nhu khong tan trong nudc, nhiét do nong chay 164
— 165 °C, Phd UV (do trong MeOH) cho Ay tai bude song 210 nm, 228 nm, 270
nm [32], [34].

% Tac dung dwoc li: Nuciferin chiét tr 14 Sen c6 tac dung giai thit co co tron, (rc
ché than kinh trung wong, chéng viém yéu, giam dau, chong ho, khang serotonin va
c6 hoat tinh phong bé thu thé adrenergic [21], [32], [34], [48]. Nuciferin it doc, lidu
LDs 12 330 mg/kg thé trong chudt. Nuciferin ¢ tac dung ting cudng qua trinh tc
ché cac té bao than kinh ving vo ndo cam giac — van dong va thé dudi than nio trén
tho thi nghiém, co tac dung an than va kéo dai gidc ngii cta pentobarbital trén chudt

thi nghiém [64].

1.2.3.2. Phwong phdp chiét xudt, phan ldp, tinh ché Nuciferin tir dwoc liéu

% Nguyén Thi Nhung [34] chiét xuit alcaloid toan phan tir 14 Sen, tim Sen, guong
Sen theo cung qui trinh sau: Bot duoc li¢u dugc lam am béng NH4OH 10% sau do
chiét bang con 70°. Dich chiét con dugc cat dudi p suat giam dé thu hoi con. Hoa
tan cdn vao nudc, acid hoa béng HCI 5% dén pH = 2. Loc loai bd can. Dich loc
acid dugc chiét bang ether dau hoa dé loai tap. Dich chiét acid dugc thém NH,OH
10% dén pH = 10 — 11 rdi chiét bang CHCl;. Dich chiét CHCl; duoc cat thu hoi

dung méi, con lai can alcaloid toan phan.

% Phén 1ap Nuciferin tir can alcaloid toan phan & trén theo qui trinh sau:
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= Phan lap alcaloid bang sic ki cot st dung silica gel 60 GF,s4 (Merck):
Hoat hoa silica gel & nhiét d6 110 °C trong 1 gio. Lac silica gel v6i hé dung moi da
chon thanh hon dich, rét tir tir vao cot, sau d6 cho dung mdi chdy qua lién tuc voi
thoi gian 1a 5 gio dé 6n dinh cot. Can alcaloid toan phﬁn 0 trén duogc hoa vao mot
lugng nho vo1 hé dung méi da chon tao thanh dich alcaloid dam dac roi tron voi
mot luong silica gel vira du dua vao cot sac ki dd chuan bi ¢ trén. Rua giai béng hé
dung moi dd chon theo ti 1& do phan cuc ting dan. Tdc dd chay khoang 30
giot/phut, himg mdi phan doan khoang 5 ml vao cac dng nghiém riéng va kiém tra
bang séic ki 16p mong. Chon riéng cac phan doan chi c6 mot vét trén sic ki do, boc
hoi dung méi thu duoc can alcaloid. Két tinh lai nhiéu lan sé& thu duoc alcaloid tinh
khiét. Riéng céc phan doan c6 2 hodc 3 vét duoc tién hanh phan 1ap tiép bang sic ki
16p mong diéu ché.

= Phan 1ap alcaloid bang séc ki 16p mong diéu ché: Cham dung dich chira 2
hodc 3 vét 1én nhitng ban mong co kich thudc 20 x 20 cm duoc trang chit hap phu
1a silica gel G (Merck), da hoat héa & 110°C trong 1 gio. Hé dung méi khai trién 1a
CHCIl; : MeOH : NH,OH (50 : 9 : 1). Ban mong dé kho & nhiét do phong, sau do
phun thubc thir Dragendorff 1én mot goc dé phat hién va danh dau vét alcaloid. Cao
lay silica gel chira chét can tach, phan hap phu bang CHCl; va loc. Bé CHCI; boc
hoi tu nhién, sau d6 hoa tan lai b:fmg con ethanol roi dé tu lanh, cho két tinh lai
nhiéu 1an thu dugc 2 alcaloid tinh khiét 1a KN1 va KN2. Qua phén tich ciu trac
nhan dang dugc KNI 1a Nuciferin.

Qui trinh trén chua rd ding hé dung méi nio trong giai doan phan 1ap bang
sac ki cot, Nuciferin phan lap duoc tir sac ki 16p mong diéu ché chua biét rd do tinh
khiét. Chua tim dugc tai liéu tham khao vé qui trinh tinh ché Nuciferin phan lap
dugc tir duoc liéu dé dat dugc d¢ tinh khiét trén 95%.
1.2.3.3. Phwong phap dinh tinh, dinh lwong Nuciferin

= Nuciferin trong 14 cay Sen duoc dinh lwong dong thoi voi N-nornuciferin,
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O-nornuciferin va roemerin bang HPLC-DAD-ESI-MS [108], chuong trinh séc ki
nhu sau: may sic ki Waters-2695 Alliance, detector DAD, dugc ghép v6i may khéi
phé Micromass ZQ 2000, cot sic ki Shimadzu VP-ODS (4,6 mm x 150 mm, 5
um), do d6 hap thu & budc song 280 nm, pha dong gébm A (dung dich triethylamin
0,1%) va B (CH3CN), chuong trinh rira giai gradient: 0 — 15 phat, 40 — 80% B; 15
— 20 phut, 80 — 95% B; 20 — 21 phut, 95 — 40% B; 21 — 25 phit, 40% B, téc do
dong 1 mL/phut, nhiét do cot 30 °C. 20% dich rira giai duge din qua may khdi pho.
Khdi phd +ESI-MS, chuong trinh HPLC-MS nhu sau: khi can solvat hoa N, 300
L/gid, nhiét d6 can solvat hoa 250 °C, nhiét d6 ngudn 105 °C, dién 4p mao quan

3500 V, khoang quét 200 — 400 pm.

1.2.3.4. Ciy Sen va mjt sé ché pham tir ld cdy

» Tén khoa hoc: Nelumbo nucifera
Gaertn., ho Sen — Nelumbonaceae.
= Phdn bo: Ving nhiét déi chau A,
Chau Mi va ¢ Viét Nam.

= Pdc diém thuc vit: Cay moc dudi

nuoc, song nhieéu nam. Than ré hinh

try moc bo lan trong bun, 14 hinh tron

Hinh 1.7. Anh cdy Sen [3]

moc l1én khoi mat nudc, cuéng dai co gai, dinh ¢ gitra phién 14, mép 14 udn lugn
tron. Hoa to mau hong hay trang c6 mui thom. Nhiéu 14 nodn chta trong mot dé
hoa chung hinh nén ngugc sau thanh qua c6 vé cing mau nau den. Cay Sen duogc
trong & cac ao hd khip noi trong nude ta. Mua thu hai: thang 7 — 9 [48].

» Thanh phc”in hoa hoc: La Sen c¢6 alcaloid (0,77 — 0,84%), trong d6 c6
nuciferin, nor-nuciferin, roemerin, anonain, liriodenin, pronuciferin, O-norciferin,
armepavin, N-nor-armepavin, methyl-corlaurin, nepherin, dehydroemerin,
dehydronuciferin, dehydroanonain, N-methylisocorlaurin. Trong dé nuciferin la

alcaloid chinh. Ngoai ra trong 14 Sen con c6 flavonoid, tanin, acid hitu co. Trong
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tam Sen c6 nhiéu alcaloid (0,85 — 0,96%), trong d6 co liensinin, isoliensinin,
neferin, lotusin, nuciferin, pronuciferin, methylcorypallin, demetylcorlaurin [32],

[48]. Ham luong alcaloid trong 14 Sen thay d6i theo tudi va thoi vu thu 14 [15].

= Cong dung: Alcaloid toan phan trong 14 Sen c6 tac dung an than, ha huyét
ap nhe. La Sen dugc dung dé sic udng chira mat ngti voi liéu 15 — 20 g/ngdy. La
Sen két hop voi mot sb6 duoc licu khac 1am thude an than. TAm Sen chita mat ngu,

an than, di mong tinh. Ngay dung 4 — 10 g dudi dang thudc ham hay sic ubng [42].

= Mt s6 san phdam chira cao I Sen: Ché pham Sen véng cua xi nghiép
duoc pham Trung wong 2 chira cao 14 Sen, cao 14 Vong, lwu hanh tai thi trudng Viét
Nam va xudt khau; ché phidm Sevona cia xi nghiép dugc pham Trung uong 25
chira cao 14 Sen va mot s6 duge liéu khac, lwu hanh tai Viét nam va xuit khau sang
cac thi truong Nhat, Cuba, mdt s6 nude Chau Au; ché phém tra thudc Seivo cta
truong Pai hoc Dugc Ha Noi chira cao tdm Sen, cao Cu binh voi va fch mau; ché
pham thudc an than Seroga cua xi nghiép dugc phdm Trung wong 25 chira cao tim

Sen, cao Cu binh vo0i, cao T4o nhan va cao Thién ma.

Tur cac tai ligu tong quan ve doi twong nghién ctru, nhan thay:

= Vi ca 3 hop chat nghién ciru, chua tim thay tai liéu tham khdo nio noi vé
qui trinh chiét xuat, phan lap va tinh ché hop chat dé sir dung lam nguyén liéu thiét
lap CCPC. Céc tai liéu tham khao déu mo ta cac phuwong phap chiét xuat va phan
lap dé thu duoc hop chit tinh khiét dung cho cac nghién ctru phén tich phd IR,
NMR. Nhiéu tai liéu khong xac dinh mét cach dinh luong d6 tinh khiét ctia hop
chét sau khi phan lap dé do phd, mot sb tai liéu kiém tra do tinh khiét bang TLC.
Khong c6 tai liéu nao xac dinh cac tap chat lién qua sau khi phan 1ap. Céc tap chat
lién quan & ham luong vét c6 thé khong anh hudng dén cac nghién ciru tiép theo vé
tac dung duoc 1i cta dich chiét hodc phan tich phd cua hop chét, nhung ddi véi
nguyén liéu thiét 1ap chuan, tap vét anh hudng 16n dén chét lugng va do 6n dinh

ciia CCDC. Vi véy, luan an sé& tién hanh khao sat cac phuong phéap chiét xuét, phan
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lap, tinh ché cac hop chit v&i yéu cau do tinh khiét trén 95% dé st dung lam
nguyén liéu thiét 1ap CCPC, dong thdi nghién ctru Iya chon chuong trinh sic ki
thich hop dé phan tich tap chét lién quan trong san pham tinh ché, nghién ctru do on
dinh ctia CCPC thiét 1ap duoc trong thodi gian 15 thang & diéu kién nhiét 46 2 —
8°C, do am 40% dé 1am rd anh hudng cia tap chét lién quan dén chat lugng cua

CCDC.

Ngoai ra, mot s6 yéu td anh huong dén qua trinh chiét xuit cling dugc xem
xét dé lua chon diéu kién chiét toi vu [8], [49] nhu dic diém mang té bao duoc liéu,
chét nguyén sinh, chét keo, nhiét do... Trong d6 dung moi ¢ vai tro dac biét quan
trong trong qua trinh chiét xuat dugc lidu. Dé chiét xuit dat hiéu suét cao va it tap
phai lya chon dugc dung moéi c6 do phéan cyc phu hgp va cé tinh chon loc cao véi
chat can chiét. Trong chiét xuat cac chat alcaloid sir dung dung mdi hitu co thi pH

dung mai 1 yéu td quyét dinh dén hi¢u suét chiét [49].

Mot sb phuong phap phan 1ap hop chét ty nhién sau [120] duoc nghién ctru
khao sat dé lua chon cho phu hop véi d6i tuong va qui mo ciia hop chat can phan
1ap (qui mo pilot, dé dat dugc khdi lwong hop chit sau tinh ché tbi thiéu 14 2 gam):
i) phan lap bang sac ki 16p mong diéu ché; ii) phan 1ap bang sic ki cot ¢o dién va

cai tién.

Sau giai doan phan lap, hop chét thuong dat duoc do tinh khiét trén 80%
[120]. Dbi v6i cac hop chat da kha tinh khiét thi co thé tinh ché bang cach két tinh
lai trong dung moi nhiéu 1an [8]. Pbi voi cac hop chat co do tinh khiét chwa cao thi
c6 thé tién hanh tinh ché bang mot trong hai cach sau day: i) lap lai giai doan phan
1ap bang sac ki cot dé 1y phan doan tinh khiét hon; thay doi dung moi rira giai hay
thay d6i ti 16 dung méi (c6 thé st dung chuong trinh rira giai gradient); thay doi

kiéu sdc ki [120]; ii) tinh ché trén hé thdng séc ki long diéu ché [53].

» Céc dac diém thudc veé ban chat cia doi tuong nghién ctru nhu cong thic

phan tr, cong thirc cau tao, nhiét 40 nong chay, do tan trong cac dung moi, cac cuc
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dai hép thu tr ngoai... s€ dugc st dung dé lya chon dung moi va diéu kién chiét
xuat, lya chon dung moi pha mau, thanh phan pha dong, budc song dinh luong

trong nghién ctru xay dung phuong phéap dinh luong hop chat bang HPLC.

1.3.  PHUONG PHAP THIET LAP CHAT CHUAN DOI CHIEU
1.3.1 Phwong phap thiét lap chat chuan doi chiéu

1.3.1.1. Pai cwong vé nguyén ligu doi chiéu

% Khai niém vé nguyén liéu ddi chiéu (NLDC)

NLDC la nhitng nguyén liéu c6 sy dong nhat va on dinh vé mot hodc mot
s6 tinh chat, dugc thiét 1ap dé phu hop v6i mot qua trinh st dung hodc do ludng da
dinh sén [91], [118]. Mot cach tong quat, NLDC duoc chia thanh 3 nhém: nguyén
liéu ddi chiéu vé thanh ph?m hoéa hoc; nguyén li€u dbi chiéu vé tinh chat vat 1i;
nguyén liéu dbi chiéu vé dic diém ki thuat [94]. Trong nganh phén tich hoc, NLDC
dugc chia thanh 5 nhém co ban nhu sau: cac dung dich chuan va hdn hop khi
chuan; cac nguyén liéu ddi chiéu trong chit nén; cac nguyén liéu dbi chiéu hoa — li;
cac vat dbi chiéu hodc mau tu tao dé d6i chiéu; cac chat tinh khiét. Cac chat chuin
d6i chiéu (CCPC), mot sb tai liéu con goi 1a chit d6i chiéu hoa hoc hay chit chuan
dbi chiéu hoa hoc, 1a NLDC thudc nhom cac chat tinh khiét [77]. Theo WHO,
CCPC dugce dinh nghia nhu sau: “Chat chuin d6i chiéu hoa hoc 13 nguyén liéu
déng nhét, xac thue, duoc st dung trong cac phép thur vat li va hdéa hoc ma ¢ do cac
tinh chat ctua né dugc so sanh vai cac tinh chit cua san phém dugc kiém tra, v6i do
tinh khiét phu hop v6i muc dich sir dung” [149]. Vi dinh nghia nay, CCDC duoc
phéan loai theo cadc mirc 46 nhu sau:

= Chdt chuan déi chiéu héa hoc so cap (PCRS): PCRS 1a mot chat dugc
thira nhan rong rai, c6 cac chi tidu chat lugng phu hop véi tai liéu cong bd, c6 ham
luong duoc chép nhan st dung lam chuan dinh luong ma khong can phai so sanh
v&i mot chit hoa hoc khac. Cac PCRS c6 thé tim duge tir cac nguén sau: trung tam
hop téac vé CCPC cua WHO; HPDD Chau Au; cac PTN tryc thudc caa HDDD
Anh; HBDDD Mi.
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Chét chuan d6i chiéu héa hoc qudc t& (ICRS) 1a mot PCRS duoc thiét 1ap
bdi iy ban chuyén gia cia WHO vé tiéu chuan chat lugng cua cac ché pham dugc
dung. ICRS duoc st dung chu yéu trong cac phép thir vat 1i, hoa hoc, dinh luong
ctia cac chuyén luan dugce pham dugc cong bé trong IP [90].

= Chdt chudn doi chiéu héa hoc thir cdp (SCRS): SCRS 1a mot chat dbi
chiéu héa hoc ma céc tinh chat hay chi tiéu chat lugng ciia né duoc xac dinh bang
cach so sanh véi mdt PCRS. SRCS lai dugc chia thanh hai loai: i) SCRS “chinh
thirc” 1a mot SCRS khu vyc hay quéc gia; i1) SCRS lam vi¢c 1a mot SCRS do mot
nha san xuét hoic mdét PTN cung cdp. SRCS do ASEAN, do cac PTN cua cic
HPDP, vién kiém nghiém qudc gia thiét lap dugc xép vao nhém SCRS “chinh
thie”, néu trong qua trinh thiét 1ap chuan co sir dung PCRS dé so sanh. Qua trinh
thiét 1ap, phan phdi chit ddi chiéu hoéa hoc dugc dién do cac HPDD thuc hién va
tuan theo cac hudng dan ctia ISO [96].

Viéc phan loai trén khong mang y nghia tuyét ddi, chang han, mot SCRS
nhu chuin quéc gia hodc chuan ASEAN c6 thé dugc coi nhu mot PCRS dé thiét lap
cac chuin PTN hodc chuin NSX.

% Muc dich str dung cua chat chuan dbi chiéu

Theo ISO Guide 32, 33 [93], [94], CCDC dugc stir dung vao bdn muc dich
chinh nhu sau: i) thAm dinh phuong phap va d6 khong chic chin cuia mot phép do;
ii) x4c minh kha ning ap dung dung dan ciia mot phuong phap; iii) hiéu chuan; iv)
kiém tra chat luong va dam bao chit lugng. Trong linh vuc kiém tra chit lugng cia
nganh Duoc, cac phuong phap phan tich trong cic dugc dién hién hanh co6 thé yéu
cau chat chuin dbi chiéu trong cac phép thir sau [3], [59], [97], [98], [101], [134]:
do phd IR dé dinh tinh, do phé UV dé dinh luong, dinh luong bang phwong phap so
mau, cac phuong phap sic ki dé dinh tinh va dinh lugng, cac ki thuat tach dé dinh
lwong, cac phuong phap chuan d6 khong hop thic dé dinh luong, cac phuong phap
dinh luong vi sinh, cac thir nghiém hoa hoc - mién dich, hiéu chuan thiét bi.

Ngoai ra, trong Dugc dién ciing c¢6 nhitng phuong phap phan tich khong phai

su dung dén cac CCPC nhu: thu nghiém do¢ vo khuén, ndi doc t6 vi khuan.
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PCRS con dung dé danh gia thir nghiém thanh thao cho cac kiém nghiém
vién ctia cac PTN muén ding ki tham gia 1am PTN thanh vién trong cic chuong
trinh hop tac thiét 1ap chit chuan cia Trung tdm hop tac vé cac CCDC ciia WHO
hay Hoi déng Dugc dién Mi, Uy ban chét ddi chiéu cia ASEAN, Hoi déng Duoc
dién Chau Au [77], [89].

1.3.1.2. Thiét lap, bio qudn va phin phéi chit chudn déi chiéu so cdp

PCRS dugc thira nhan rdng rii vi vdy qui trinh thiét 14p PCRS phai duoc
ban hanh boi cac t6 chirc 6 tham quyén va tuan thi nghién ngat. Qui trinh thiét lap
PCRS bao gém cac budc nhu sau [149]:

% Péanh gia nhu cau PCRS

Trude khi tién hanh thiét 1ap mot PCRS phai danh gia xem viéc phat trién
mot CCDC c6 thue sy 1a can thiét khong, viée d6 doi hoi ngay tir khi xay dung tiéu
chuan va phuong phap kiém nghiém cho mot chat méi can phai xem liéu mot qui
trinh nao d6 co6 thé thay thé boi mot mot qui trinh khac thoa min yéu cau tuong
duong ma khong can phai dung dén CCPC hay khong.

% Luya chon ngudn nguyén liéu ding dé thiét lap CCDC tir nha cung cap

Nguyén liéu st dung dé thiét 1lap CCPC thuong duoc lua chon tir cac 16
san xuat nguyén liéu c6 chat lugng tot nhit va dugc cung cip boi cac nha san xuat
dugc pham. Mot chat dbi chiéu du kién sir dung cho phép thu dinh tinh bang
phuong phép IR hay phuong phap TLC khong yéu cau c6 do tinh khiét qua cao,
trong khi d6 cac nguyén liéu duoc sir dung thiét 14p chuin dé dung trong dinh
luong nén c6 do tinh khiét it nhat 99,5 % hodc cao hon nita.

Pé dap ung cho yéu cau ciia mot chat ddi chiéu, can xem xét anh hudng
ctia tap chat dén phép do trong khi dinh lwgng. Nhiéu nghién ctru d3 chi ra rang cc
tap chit co tinh chit 1i héa hoc twong ty nhu chat chinh c¢6 thé khong 1am anh
huong dén gia tri st dung cua cac CCPC, nhung mét luong vét tap chat co tinh
chét hoa hoc khac han hop chat chinh c6 thé lam cho viéc sir dung cac CCDC d6

tréd nén khong con phu hop nita.
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+ Panh gia muc dich stir dung cua PCRS:

= CCBC ding cho phép thir dinh tinh: Thong thudng chi can két qua danh
gia tir mot PTN d tiéu chuan.

= CCDC diing cho phép thir @b tinh khiét: Yéu ciu md ta dic tinh rong hon
so v6i phép thtr dinh tinh, dic biét khi str dung trong cac phép thr gidi han. Néu st
dung ki thuat TLC, thudng dé nghi do tinh khiét t6i thiéu (> 90%), nhung yéu cau
d6 tinh khiét cao hon (> 95%) ddi véi ki thuat HPLC hodc GC. Thong thudng chi
can mot PTN tham gia danh gia CCPC dung cho phép thir d6 tinh khiét. Néu
CCHC duogc phan 1ap hoic diéu ché 1an dau tién thi cin tién hanh mot sd phép thu
hoéa 1i nhu phd NMR, phd MS va phan tich nguyén t6 dé mé ta dic tinh.

= Cdc CCDC diing cho phép dinh lrong: Pham vi cac phép thir rat rong, sir
dung nhiéu ki thuat di duoc thiét 1ap va tham dinh, bao gdm cic phuwong phap dai
duoc st dung dé danh gia TCCL trong dugc dién. Khi dinh luong cac CCPC bang
cac phuong phap khong dic hiéu, nhu do quang phd UV hay so mau, cin phai xac
dinh ham luong nude va lugng dung maéi ton du. Khi dinh luong bang cac phuong
phap dic hiéu, can phai xac dinh ham luong tap chat. Trong truong hop nay,
khuyén khich sir dung thém cac phwong phéap tuyét ddi dé dinh lwong chét chinh.

= Cdc CCPC ding dé hiéu chudn thiét bi: Yéu cau pham vi cac test danh
gia nhu d6i véi dinh luong.
% Luya chon phuong phép phan tich dé danh gia PCRS

Cac phuong phép lua chon dé danh gia cac CCDC chia thanh 2 nhém:
nhom cac phuong phap dinh tinh va nhoém céc phuong phéap dinh lugng.

= Nhém cdc phwong phdp dinh tinh: Thudng dung phd IR. Truong hop
khong c6 CCDC lién két hoic thiéu cac dit lidu vé cac dic tinh cia CCPC, can phai
xac minh nhan dang cua chét d6 béng mot s ki thuét dung dé mé ta dic tinh mot
chat méi, nhu nghién ctru tinh thé hoc, phé NMR, MS, phan tich nhém chue, va
cac phuong phap khac co thé, dé dam bao mot CCPC duoc mo ta dic tinh day du.
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* Nhom cac phwong phap dinh luong: Cac phuong phap phan tich &p dung
phai c6 mdi lién hé véi muc dich st dung du kién. Cac phuong phap phén tich co
thé chia thanh ba nhom sau: i) cac phuong phap can chat CCDC ngoai nhu sac ki,
quang phd; ii) cac phuong phap chi phy thudc vao tinh chat dong hoc ndi tai cia
chat nhu phuong phap phén tich d6 hoa tan cua cac thanh phan ran trong dung moéi,

quét nhiét vi sai; ii1) cac phuong phép khac.
% Xéc dinh gia trj 4n dinh

GTAD duoc xac dinh dya trén két qua ctia chuong trinh hop tac giita cac
PTN sir dung cac phuong phap phan tich khac nhau. Cac két qua phan tich cua cac
PTN tham gia dugc tap hop lai dé danh gia theo phuong phép théng ké duoc qui
dinh cu thé trong qui trinh phan tich. Thong thudng cac gia tri nay dugc tap hop tir
5 PTN ddc lap tham gia thiét lap chuan.

% Xéc dinh thong tin can cung cap kém theo PCRS.

Nhan cua PCRS phai c6 du nhiing thong tin sau day [92], [149]: 1) tén thich
hop ctia mot chat, thong thuong hay dung tén khong s hiru qubc té; ii) tén co s
thiét 1ap PCRS; iii) khdi lwong xap xi cua nguyén liéu dung trong bao bi; iv) s6 16

hoac so kiém soat.
¢ Pong goi, bao quan, nghién ciru d6 6n dinh

* Pong goi: Lugng nguyén li¢u dong cho mdt 1o nén du cho cac phép thu
c6 lién quan va chi nén du cho mot lan sir dung, yéu cau nay chit ché hon déi véi
cac CCPC dé hut am. Khi can dong goi mét luong cac CCPC rat nho ddi véi cac
chat dat tién hay kho kiém, dé dam bao d¢ dong déu, nén pha mau thanh dang dung
dich sau do lam kho lam phuong phép bay hoi hoac dong kho.

= Bdio qudn: Diéu kién bao quan & nhiét d6 khoang 2 — 8 °C véi dd bao goi
ngan dugc su hip thu am, tranh 4nh sang 1a phu hop cho da sb cac chat dbi chiéu
héa hoc. Céc lo chat ddi chiéu khong dugc mo cho dén khi can béng vé nhiét do

phong thi nghiém dé ngan qua trinh hap thy am.
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» Nghién cuu do on dinh: Do 6n dinh ctia CCPC duoc kiém soat béng cach
danh gia lai theo dinh ky. Néu 16 mé nao cé su thay doi c6 y nghia vé do tinh khiét
duoc thay thé bang 16 mé méi. “Han sir dung” ciia CCDC khong duogc dua ra trén

nhin hay ching chi phan tich dé tranh ling phi CCDC.
1.3.1.3. Thiét lap, bio qudn va phin phéi chét chudn déi chiéu thir cip

Trén co so tham khao qui trinh thiét 1ap PCRS, cac HDDD qudc gia hay
khu vuc hodc cac PTN duoc iy quyén cua co quan quan li duge qudc gia xay dung
qui trinh thiét 1ap SCRS cua co so d6 [50], [65], [66]. Viéc thiét 1ap SCRS dua trén
PCRS thudng dugc tién hanh do nhu cdu thyc té, khi nguén PCRS khéng du cung
cap cho nhu cau sir dung trong cong tic nghién ciru va dam bao chét luong thudc.
GTAD cua SCRS thong thudng duoc xir 1i thong ké tir két qua cua 3 PTN doc lap

tham gia thiét lap chuén.

Viéc phan loai SCRS mang ¥ nghia twong dbi. Mot SCRS cua khu vuc hay
quéc gia c6 thé dugc coi 1a chat chuan so cip dé thiét 1ap chat chuan PTN cua céc
PTN hodc cic nha san xuat duoc pham. Trong truong hop nay, cac chit chuan khu
vuc hay qudc gia duoc goi 1a chuan lién két.

Theo qui dinh cia ASEAN, chuong trinh danh gid lai chat chuan dbi chiéu
ASEAN (ACRS) duoc thiét ké dé phat hién cac dau hiéu sém cta qué trinh phan
huy bang cac ki thuat phan tich phu hop. Cac ki thuat nay phai dap tmg dugc cac
yéu cau: st dung lugng mau it, tién hanh nhanh, d6 nhay cao [65].

Tan sudt va ¢& mau dung cho danh gid lai phu thuoc mot $6 yéu td nhu do
6n dinh cua CCPC, dd bao g61, nut dong cua dd bao g01, diéu kién bao quan, do
am, tinh chat vat 1i va myc dich st dung cia CCPC. Pbi v6i ACRS tan suit danh
gia lai duoc qui dinh nhu sau: 3 nim d6i véi CCDC dung cho phép thir hoa hoc, 2
nam d6i véi CCPC dung cho phép thir vi sinh, 1 nam d6i véi cac chét dac biét nhay
cam [65]. Chuong trinh danh gia lai thudong bao gdbm mot s thir nghiém sau:

- Xac dinh ham lugng nude, mét khéi luong khi séy kho.

- X4c dinh tap chat bang HPLT hozc TLC.
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- Xé&c dinh ham lugng chét chinh.

- Xac dinh d6 tinh khiét bang DSC, néu thich hop.

Chuong trinh danh gia lai dugc tién hanh boi cac PTN tham gia thiét 1ap
SCRS ban dau. Khi két qua xac dinh lai GTAD c6 sai khéc tir 1% trd xubng so véi
gia tri ban dau thi khong phai diéu chinh GTAD trén chimg chi phan tich, néu viéc
xé4c dinh lai GTAD cho thay sai khac trén 1% so v6i GTAD ban dau thi phai cong
b diéu chinh lai GTAD trén chung chi phén tich [66].

1.3.1.4. Xdy dung tiéu chuin chit lwong ddnh gid chit chuéan doi chiéu va yéu

cdu vé nfi dung cua qui trinh phan tich

Tiéu chuan chat luong cia CCPC bao gém c6 cac chi tidu chat luong
(CTCL) va phuong phap phan tich (PPPT). TCCL cua mot CCDC duogc xay dung
dua trén cac yéu t6 nhu TCCL cua cac hop chit duoc sir dung lam CCDBC duogc
cong bd trong Duoc dién hodc TCCL ctia NSX, céc dic diém thudc vé ban chat cua
vat 1i, hoa hoc cua chat nghién ctru va muc dich st dung cua CCDC. PPPT sir dung
dé danh gia cac CTCL ciia CCDC phai la cac phuong phép chinh thdng trong Duoc
dién, va 1a phuong phéap du kién s& sir dung dé déanh gid mau bang CCBC do.
Chéng han moét CCPC du kién thiét 1ap cho muc dich dinh lugng béng vi sinh vat
thi GTAD hay ham lugng cia CCDC d6 phai dugce xac dinh bang chinh phuong
phap dinh luong vi sinh sau khi hop chit d6 d3 duoc so bo danh gia bang cac phép
thir hoa hoc dat yéu cau [149].

= Cac CTCL thong thudng hay dugc cong bd trén chimg chi phan tich cia
CCBC: Mo ta, dinh tinh, pH, kim loai nang, ham lugng nudc, nang suét quay cuc,
can sau khi nung, diém chay, do trong va mau sdc dung dich, gidam khdi luong do
séy kho, tro sulfat, tap hiru co bay hoi, tap chét lién quan, dinh luong.

= Mot s6 PPPT chinh thdng trong Dugc dién hay ding dé xac dinh cac
CTCL cua hoat chit hodc thanh pham thubc [3], [59], [97], [98], [101], [134]:

= Pinh tinh: IR; HPLC; TLC; UV-VIS; diém chay.

s PO tinh khiét: Cac ki thuat sic ki nhu HPLC, TLC dung dé xac dinh tap
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chat lién quan, GC dung dé xac dinh dung méi hitu co bay hoi hodc tén du dung
moi; xac dinh géc quay cuc riéng; do pH; quét nhiét vi sai; xac dinh kim loai ndng;
xac dinh tro sulfat; d6 am; giam khéi luong do sdy (sdy thuong/sdy chan khong);
ham luong nudc.

= Pinh lugng: HPLC; UV-VIS; chuin do thé tich; dinh luong béng vi sinh.

Trong qua trinh thiét 1lap CCPC, khuyén céo sir dung phuong phap c6 do
dic hiéu cao, néu c6 thé nén str dung thém cac phuong phap tuyét d6i (khong phai
dung chat ddi chiéu) nhu chuan do thé tich [66], [77].

Cac CCPC duoc thiét 1ap trong ludn an la chit chuin PTN, tuan theo
hudng dan cia WHO [149], ASEAN [65], [66] va Vién Kiém nghiém thudc Trung
wong [50] trong qua trinh thiét 1ap chuan.

1.3.2. Hoat dong thiét 1ap chit chuin d6i chiéu cia cac Hoi dong Dwoe dién,

cia khu vee ASEAN va Viét Nam
1.3.2.1. Hoat ding thiét Igp chit chudn doi chiéu ciia Hji dong Dwoc dién Anh

Hoi déng Duogc dién Anh ¢6 cac PTN truc thudc c6 nhiém vu xay dung cac
chuyén luan trong Dugc dién Anh, danh gia cic phuong phap phan tich trudc khi
xem xét dua vao Duoc dién Anh, tu vAn cho nhom chuyén gia cua Ho1 déng Duoc
dién va tham gia vao viéc thiét lap CCBbC Duogc dién Anh. Cac PTN nay duoc dat
tai Teddington, London [59]. Gia cia CCPC Duoc dién Anh nhu sau: chuan dinh
luong £ 108-110, chuan tap £ 94-97 [10].

1.3.2.2. Hoat dpng thiét ldp chit chudn déi chiéu ciia Hpi dong Duwoc dién Chéu
Au

Hoi dong Duoc dién Chau Au (truc thuoc EDQM) cung cép chat ddi chiéu
Duoc dién Chau Au cho tat ca cac phép thir va phép dinh lugng trong cac chuyén
luan duoc dé cap trong EP, ngoai ra con tham gia chwong trinh hop tac phat trién
CCDC cua Trung tdm hop tac vé CCDC ciia WHO [78], [113].

Niam 2010, EDQM thiét 1ap dugc 223 CCPC héa duge va 3 CCDC dugc

liéu, trong d6 c6 36 CCPC dung cho dinh lugng, 3 CCPC duoc lidu va 48 hon hop.
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112 CCHC duoc thiét 1ap méi va 96 16,50

dugc thay thé, 461 mé dugc san xuat. 2000 |~

1500

Téng cong danh muc CCHC cia
EDQM hién nay gém 2.300 chat.

1000

rd i
500 |

Su phat trién qua may nim gan

day dugc tom tat boi Hinh 1.8 [78]. s 1 o 10 phdt trién s6 wong EPCRS [78]

EPCRS ngay cang dugc st dung nhiéu Soutn Canada
b : A A A 4 M duleAm;? “ Aus:ralia+ NZ
ngoai pham vi Chau Au. Phan b nhu China m. /
ASIa \ -——‘fffj:';:?

clu sir dung theo khu vuc dia 1i dugc

Usa___
&%

trinh bay & Hinh 1.9. Gia cia mdt lo

India

EPCRS 13 94 EUR [10]. -

“\_Europe
66%

Hinh 1.9. Phdn b6 nhu cau sir dung EPCRS
theo khu viec dia li [78]
1.3.2.3. Hoat dong thiét Igp chit chuén doi chiéu ciia Hji dong Dwoc dién Mi
Ho6i dong Dugc dién Mi cung
cap chat chudn ddi chiéu Duoc dién Mi
(USPRS) cho tit ca cac dugc chat, ta
dugc, tap chat, san pham phéan huy va

thuc phdm bd sung c¢6 dé cap dén trong

cac chuyén luan cua USP, bao gom ca

cac chit ddi chiéu dung trong Food

Hinh 1.10. Hinh anh USPRS [10]

Chemical Codex.

USPRS dugc sir dung & trén 130 qudc gia trén toan thé gidi. Viéc thiét lap
USPRS dugc thyc hién béi it nhat 3 PTN thanh vién dap tmg tiéu chuan.

1.3.2.4. Hoat dng thiét Igp chit chudn doi chiéu ciia khu viec ASEAN

Du 4n Chéat chuan d6i chiéu héa hoc cia ASEAN duoc hd tro ki thudt boi
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WHO, duoc tai trg boi UNDP va JPMA, v6i Thai Lan 1 nuée diéu phdi vién.

ACRS duoc thiét 1ap boi cac PTN
qudc gia ctia mot sé nudc thanh vién la
Thai Lan, Singapore, Indonexia, Malaysia,
Philippin va Viét Nam [65]. ACRS duoc
dong goi 200 mg/lo ddi voi chat ddi chibu
hoa hoc, 100 mg/lo ddi véi chat dbi chiéu
sinh hoc. Gia 1 lo chat dbi chiéu 1a 2,000
Bath (~ $ 50/1o) [10].

. s S R S s S sam g

EEE EEEEE

Hinh 1.11. Hinh anh ACRS [10]

1.3.2.5. Hoat djng thiét Igp chat chudn doi chiéu ciia Vigt Nam

Nam 2004 - 2006, VKNTTU da
thue hién dé tai cdp bo thiét lap duoc 14
CCPC qudc gia dap tng mot phan nhu cau
vé CCPC ngiy cang ting cua hé thong
kiém nghiém ¢ Viét Nam, dua sb luong
CCPC cua Qui chuin Qudc gia tai Vién
1én 93 hoat chét (trong thoi diém d6 Qui
chit chuan ASEAN c¢ 125 hoat chat) [9].
Nim 2006 - 2008, Vién di thuc hién tiép
dé tai cap bo thiét 1ap duge 8 CCDC 1a cac
khang sinh thé hé¢ méi, trong d6 c6 2 chét
dugc cung cip cho 8 nudc trong khu vuc
ASEAN. Qui trinh thiét lap CCPC cua
Vién va cdéc CCDC do Vién thiét 1ap 14 co
so dé cac trung tdm kiém nghiém khu vuc

va cac nha san xuat ap dung dé tién hanh

Hinh 1.12. Chat chudn déi chiéu héa
hoc Cefuroxim acetil [9]

Hinh 1.13. Chdt chudn doi chiéu héa
hoc Acid Chlorogenic [3]

thiét 1ap CCDC cua don vi minh. Nam 2008-2010, VKNTTU da phdi hop véi cac

co sO nghién cuu trong nudc nhu Truong Pai hoc Dugc Ha Noi, Vién Dugc liu,
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Vién Hoa hoc céac hop chit tu nhién... thuc hién dé tai nghién ctru cép Nha nudc
thiét 1ap 10 CCPC c6 ngudn duge lidu va thanh pham thude cé ngudn goc dugce
liéu [3]. Trong s6 10 CCPC nay, c6 mot s CCPC da cé trong danh muc CCDC
Duoc dién Mi, c6 mot s6 CCDC khac chua c6 trong bat ki danh muc CCPC cua

cac Dugc dién qudc te thong dung nao.
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Chwong 2

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1.  NGUYEN LIEU NGHIEN CUU

2.1.1. Nguyén liéu

% Nguyén liéu dung dé chiét xuit cac ddi tugng nghién ciru cua dé tai: Vo than cay
Mirc hoa trang dung dé chiét xuat Conessin, 14 cdy Pon 14 d6 dung dé chiét xuat
Kaempferol, 14 ciy Sen dung dé chiét xuat Nuciferin.

- V6 thén cdy Mirc hoa tring (Cortex Hollarenae antidysentericae): Vo
than cta cdy Muc hoa tring, Hollarena antidysenterica Wall., ho Trac dao
(Apocynaceae), duoc thu mua qua Cong ty duge pham va thiét bi y té Ha Tinh, dat
tiéu chudn co s vé nguyén lidu dung cho san xuit dugc pham (nguyén liéu san
Xuat vién nén bao phim Mgc Hoa Trang HT). Nguyén liéu nghién ctru sau khi thu
mua duoc thai 1at, sdy kho & nhiét do dudi 60 °C.

- La cdy Don la do (Folium Excoecariae cochinchinesis): La cua cay Pon
14 d6, Excoecaria cochinchinesis Lour., ho Thau Dau (Euphorbiaceae), dugc thu
hai tai Thai Binh vao thang 5/2008. Nguyén liéu nghién ctu sau khi thu mua dugc
sdy & 65 °C trong 24 gid.

- La Sen (Folium Nelumbinis nuciferae): La cua cay Sen, Nelumbo nucifera
Gaert, ho Sen (Nelumbonaceae), thu mua tai Hung Yén va Hai Duong (thang 2, 3
va thang 4/2008). Nguyén liéu nghién ctru sau khi thu mua dugc phoi kho.

Cac duoc liéu dugc bao quan noi kho rao va dugc dinh tinh vé hoa hoc va
kiém nghiém theo tiéu chuan dugc dién. Dugc liéu trude khi chiét duge 1am thanh
bot tho hodc bt ntra min (theo qui dinh cia DDVN I1I).

% Nguyén liéu dung dé nghién ctru tmg dung chat chuan dbi chiéu:

- Ld cdy Ché vang: Ciy Ché vang c6 tén khoa hoc l1a Jasminum

subtriplinerve Blume, ho Nhai (Oleaceae). La Che Véng duoc thu mua & phé Lan

ong. Nguyén li¢u sau khi thu mua dugc phoi kho.
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- Vién nén bao phim Méc hoa tring HT ctua Cong ty dugc pham va thiét
bi y té Ha Tinh, s6 kiém soat: 270611, han dung: 26/6/2013, mdi vién chua:

Cao dic Méc hoa trang (Tiéu chudn co sé): 136 mg

Berberin clorid (DDVN III): 5 mg
Cao méc hirong (Tiéu chudn co s6): 10 mg
Ta dvoc vira du 1 vién

2.1.2. Hoéa chét, thudc thir
% Cac hoa chét thude thir tinh khiét phan tich (PA):

- Amoniac 10% (NH4,OH);

- Ethanol 96%;

- Dung dich HCI1 10%;

- Dung dich NaOH 10%;

- Dung méi hitu co: ether dau hoa (nhiét do s6i 30 — 60 °C), n-hexan,
cloroform, ethyl acetat, methanol, toluen, aceton;

- Ban moéng silica gel G va GF,sy, silica gel dung cho sdc ki cot (0,02 —

0,06 mm);

- Céc thubc thir Mayer, Dragendorff, Bouchardat, acid picric 1%;

- Dung dich dém phosphat pH 7,4: Hoa tan 5,44 g KH,PO, trong 800 ml
nude cat. Piéu chinh d¢én pH 7.4 bang NaOH 1M, thém nudc vira da 1000 ml.
% Cac chat chuén lién két:

- Conessin: Chuan PTN, ngudn gbc: Vién Kiém nghiém dugc va sinh pham
Trung Qudc, s6 kiém soat: 110853 - 200605. Ham luong 100,0% (nguyén trang).

- Kaempferol: Chuan PTN, nguén goc: Sigma - Aldrich Chem. Company,
s6 kiém soat: 018K 1225. Ham luong 94,4% (nguyén trang).

- Nuciferin: Chuan PTN, nguén gdc: Vién Kiém nghiém duoc va sinh pham
Trung Qudc, s6 kiém soat: 111566 - 200402. Ham luong 99,7% (nguyén trang).
2.1.3. Thiét bi, dung cu

Céc thiét bi dung cu tai Vién Kiém nghiém thudc Trung uong (duoc hiéu

chuan theo ISO/IEC 17025 va GLP), Vién Hoéa hoc, Vién Hoa hoc cac hop chét
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thién thién, Truong Pai hoc Dugc Ha Noi, gém co:

- Dung cu thuy tinh cac loai; sinh han céc ¢d; c¢dt thuy tinh cac cg;

- Binh inox, binh thaty tinh (dé ngdm duoc liéu);

- Dung cu chiét Soxhlet;

- May cit thu hdi dung méi Rotavapor Buchi;

- May do diém néng chay BUCHI 535;

- May quét nhiét vi sai SHIMADZU DSC (Differential Scanning
Caloriemeter) — 60;

- May quang phd tir ngoai kha kién (UV — VIS) Agilent Technologies
8453;

- May do pho hong ngoai 670- FTIR Nicolet- Nexus;

- Can phan tich Mettler Toledo AB 204 (0,01 mg);

- Can phéan tich XB 220A Precisa (0,1 mg);

- Thiét bi sac ki 1ong hiéu nang cao (HPLC) AGILENT TECHNOLOGIES
1200 v6i detector UV —VIS (PDA); cot sic ki RP 18 voi cac kich thuée hat va kich
thudc cot khac nhau;

- Thiét bi sac ki léng khoi phd (LC-MS) THERMO — FINNIGAN LCQ
advantage max;

- Thiét bi LC-MS AGILENT TECHNOLOGIES 1100 LC-MSD TRAP;

- Méy cong hudng tir Bruker Avance AMS00FT- NMR;

- Budng sach GLOVE BOX LABCONCO....
2.2.  PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. So @6 nghién ciru

So dd nghién ciru dugc trinh bay ¢ Hinh 2.1.
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Xay dyng qui trinh chiét xuét,
phan lap, tinh ché Conessin,
Kaempferol, Nuciferin.

3 hop chat dac trung tir dugc liéu dat yéu
cau d¢ tinh khiét trén 95%; khoi lugng 2g.

Xﬁ}{ dung bd dit liéu nhan dapg
chat va xac dinh d0 tinh khiét

B¢ dir liéu nhéan dang chét: ]:)iér‘n chay, phé
IR, MS, NMR. D¢ tinh khiét bang ki thuat
quét nhiét vi sai.

Thiét 14ap chat chuan ddi chiéu

- Céc chi tiéu chét lugng cua chat chuan dbi
chiéu.

- Phuong phéap phan tich.

- Két qua danh gia chét luong chit chuin
di chiéu.

Nghién cuu do 6n dinh cua 3
chat chuan doi chi€u trong diéu
kién 2 — 8 °C, d6 am 40%.

- Ham luong hop chét chinh va tap chat
lién quan tai thoi diém 9 thang.

- Ham luong tap chit lién quan tai thoi
diém 15 thang.

~_

Ung dung chat chuan d6i chiéu

- Phuong phéap phan tich.

- Tham dinh phwong phap.

- Ham luong hop chét trong dugc liéu va
ché pham déng dugc.

Hinh 2.1. So d6 nghién ciru




2.2.2. Thiét ké thi nghiém

- C& mau: Tuy theo ham luong hop chat dic trung trong duoc lidu, khoi
lugng duogc liéu (c& mau) sir dung du dé chiét xuat nhidu mé nham thu duoc 2,0 g
hop chat (khong ké lwong dem phén tich). Ham luong nude trong duoc liéu dugce
xac dinh bang phuong phap Xdc dinh mat khoi lwong do lam khé (DDVN III, Phuy
luc 5.16) hoidc xac dinh bang may do ham am Sartorius MA45 [4].

- Chiét xudt, phéan ldp, tinh ché: Tién hanh thi nghiém tai cic phong thi
nghiém du diéu kién thiét bi (Trudng Pai hoc Dugc Ha Noi, Vién Kiém nghiém
thudc Trung wong, Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién).

- Phan tich va kiém nghiém: Yéu cau phai tién hanh tai cac PTN dat tiéu
chuén, c6 thAm quyén va c6 du diéu kién tham gia danh gia trong khu vuc va qudc
té. Vi vy, cdc nghién ciru nay can phai tién hanh tai Vién Kiém nghiém thudc
Trung wong, noi dugc WHO cong nhan 14 Trung tam thiét 1ap va dénh gia chuan
khu vue, dong thoi cling 13 noi ¢ hé théng PTN dat tiéu chudn GLP theo WHO, va
dat tiéu chuan qudc t& ISO IEC 17025. Thiét bi st dung trong cac thi nghiém phan
tich duoc hiéu chuan theo qui dinh. Trong giai doan thiét 1ap chit chuén con ¢ su
tham gia ctia Vién Kiém nghiém thudc thanh phé H6 Chi Minh dé danh gia lién
PTN.

2.2.3. Chiét xuat, phan lap va tinh ché
2.2.3.1. Chiét xudt, phén lgp, tinh ché
% Chiét xudt

Dé chiét dugc nhom chét chira ddi twong nghién ctru phai xay dung duoc
cac qui trinh chiét xuét thich hop. Tuy theo tinh chat cia mdi chat ma sir dung dung
moi ¢6 do phan cuc khac nhau. Khao sat sy anh huong cua nhiét do dén qua trinh
chiét xuét (chiét nguoi, chiét nong) dé dam bao hop li ca hai yéu cau: chiét dugc tbi
da luong chat nghién ctru va tdi thiéu tap chat dé thuan tién cho qué trinh phén 1ap
va tinh ché tiép theo [8], [49].

= P6i v6i hop chat alcaloid (Conessin, Nuciferin): Alcaloid néi chung 1a cac

base y€u, thuong ton tai trong cay dudi dang muoi cua céc acid hitu co va vo co, vi
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vay co6 thé dung cac dung dich kiém trung binh hodc kiém manh dé giai phong hop
chat ra khoi mubi, sau d6 sir dung mot trong nhiing ki thuat sau [119]:

- Chiét bang dung méi hiru co & méi trudng kiém

- Chiét bang dung dich acid loang trong c6n hodc nudc

- Chiét bang con.

= P6i v6i hop chat flavonoid: Str dung phuong phap ngam lanh hodc chiét
néng véi ethanol & cac do con khac nhau. O mdi do con tién hanh theo 2 cach (c6
acid hoa hoic khong acid hod) dé thu can flavanoid toan phan. Loai bét tap chat
bang cloroform rdi chiét nhom chat chtra d6i twong nghién ctru bang ethyl acetat.

s Phan lap

St dung sac ki cot vi cac loai pha tinh hap phu (silica gel), phan bd pha
dao (Cis), thim qua gel (Sephadex LH-20). Tuy theo timg chit ma chon pha tinh
thich hop hodc phai két hop sir dung cac pha tinh khac nhau. Khao sat lwa chon
dung mdi rira giai bang TLC [119], [136], [137.]

% Tinh ché

- Két tinh trong dung moéi: hoa tan bdo hoa tinh thé sau phéan 1ap vao mot
lugng nho dung moéi ¢ nhiét d6 nong, khi lam lanh hoac bay hoi dung dich c6 hi¢n
tugng qua bao hoa va hop chit chinh két tinh trong khi tap chat chua dat dugc nong
d6 bdo hoa van nam trong trong dung dich, loc léy tinh thé. Két tinh lai nhiéu 1an s&
thu dugc hop chat co do tinh khiét theo yéu cau [119].

- Lap lai qua trinh sac ki cot gidng nhu giai doan phan lap, Iya chon phan
doan tinh khiét hon hodc thay d6i dung mdi rira giai hay ti 1¢ thanh phan ciia dung
moi rua giai.

- Tién hanh sic ki cot nhu giai doan phan 1ap, nhung thay doi kiéu séc ki, vi
du nhu giai doan phén lap sir dung sic ki hip phu pha thuan trén silica gel, giai
doan tinh ché sir dung sic ki phan bd pha dao trén Cis hodc sic ki thim qua gel

[119.].
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2.2.3.2. Dinh tinh doi twong nghién civu trong sin pham chiét xudt, phén lap,
tinh ché
% Dinh tinh bang sdc ki 16p mong

Str dung TLC dé xac dinh sy c6 mit cua ddi tuong nghién ctru trong dich
chiét, kiém tra vét trong qué trinh phan 1ap dé xac dinh phan doan c6 chta hop chit
nghién ctru va gitp tim hé dung moi phan 1ap thich hop [119].

Céch tién hanh: Duoc liéu sau khi xir li so bd duge chiét bang dung moi
phu hop. Xir li dich chiét sao cho dung dich thir thu dugc chtra hop chét dic trung
v6i nong d6 khoang 1 mg/ml theo 1i thuyét. Trién khai TLC trén ban mong silica
gel trang san, phat hién chat bang ki thuat phun hién mau véi cac thude thir dic
trung. Dung dich chat dbi chiéu twong tmg pha trong dung méi c6 nong d6 1mg/ml.
DPdi v6i mdi chét, khao sat cac hé dung moi trién khai khac nhau va lya chon hé ¢
kha ning phan tach tot nhat.

% Dinh tinh bang sdc ki léng hiéu nang cao (HPLC)

HPLC duoc st dung két hop véi TLC dé kiém tra sy c6 mit cia cua hop
chat 1a d6i twong nghién ctru ngay tir khau dinh tinh duoc liéu va trong qua trinh
chiét xuat bang cach so sanh thoi gian luu tg, phd PDA ciia miu thr va mau dbi
chiéu [6], [7].
2.2.3.3. Pinh lwong déi twong nghién ciru trong sin phim chiét xudt, phéan lap,

tinh ché

% Pinh luong bang phirong phdp cdn

Phuong phap can dugc sir dung dé so b xac dinh lugng hop chét toan phan
hay luong san pham chiét dugc, xac dinh lwong hop chat phan lap, qua do tinh
dugc hiéu suat cia mdi qua trinh. Pay 1a phwong phap don gian, chi yéu duoc sir
dung dé danh gia hiéu suit chiét va phan lap.

Ham luong hop chét toan phan chiét dugc tir duoc lidu theo cong thirc:

X%=—""—100 (1)

m(l - ha)
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trong do:

X : ham luong hop chit toan phan trong mau duoc lidu
n : khéi lwong hop chét toan phan chiét xuat dugc

M : khoi lugng dugc li¢u dem chiét

Ha - ham am cua dugc lidu

% Dinh lwong cdc hop chdt dic trung trong cdc san pham bang HPTLC

St dung HPTLC dé xac dinh so bo ham luong cua hop chét trong cac san
pham chiét xuat, phan 1ap va tinh ché. Ky thuat nay dugc dung khi hdn hop phirc
tap kho tach bang HPLC hay c6 thé gay hong cot [119].

% Dinh lwong cdc hop chdt dic trung trong cdc san pham bang HPLC

St dung HPLC dé xac dinh ham luong cta hop chit trong cic san pham
chiét, phan lap, tinh ché, kiém tra tap chét.
2.2.4. XAy dung bd dir liéu nhan dang chat

Céc hop chat ddi twong nghién ctru ciia dé tai déu 1a nhimg chat da biét cau
tric. Dir liéu chuan ding dé nhan dang chat nham cung cap thong tin cho thiét lap
hd so nhan dang chuan. Viéc nhan dang chit dya vao:

- So sanh phd cua chit phan tich v6i phd chit chuan trong cung diéu kién.

- So sanh thong tin pho, dit lidu héa i, hang sb vat li ctia chat véi tai liu
khoa hoc hodc thong tin dd cong bd. Tap hop cac dir liéu chuin do6 co thé khing
dinh duoc hop chit 1a dung ddi twong nghién ctu.

Cac phuong phap duoc st dung dé xay dung bo dit liéu gom c6: Po diém
chay; do pho tir ngoai kha kién (trong dung méi MeOH), do phd hong ngoai (trong
KBr); do phd cong hudng tir hat nhan 1 chiéu (H' NMR, C°> NMR, DEPT) va 2
chiéu (COSY, HMBC, HSQC), do phd khéi luong (MS) [4].

2.2.5. Danh gia d) tinh khiét va phan tich tap chit
% Sdc ki 16p méng: TLC duoc st dung dé danh gia d6 tinh khiét dya vao sy co
mat cta vét duy nhat hodc vét chinh 1a vét ciia dbi tuong phan tich. Chat cang tinh

khiét khi khong c6 vét phu hodc vét phu cang nho [6], [7].
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% Quét nhiét vi sai: Str dung thiét bi DSC (Differential Scanning Calorimetry) dé
xé4c dinh thong sb nhiét lugng, qua d6 danh gid muc do tinh khiét cia chat chuan
[123].

% Sac ki long hiéu nang cao: St dung HPLC dé xac dinh cu thé sb luong tap chét
va tinh gan dang ti 16 tap chat dua trén ti 16 phan trim dién tich pic [4], [59], [133].
2.2.6. Thiét 1ap chét chuin va xdy dung tiéu chuin danh gia chat chuin
2.2.6.1. Xdy duwng tiéu chudn chit liwong

% Xdy dung chi tiéu chdt lwong:

Can ctr vao tinh chit 1i — hoa cua nguyén liéu thiét 14p chudn va cac CTCL
thong thuong cia CCHC so cap dé xay dung cac CTCL caa CCPC can thiét 1ap.
% Xay dung phwong phap danh gia:

= Tham khao DDVN va cac duoc dién qudc té dé Iya chon phuong phap
phu hop danh gia cac CTCL.

= Khao sat Iya chon chuong trinh sic ki thich hop dé dinh luong va xéc
dinh tap chét.

Dua trén cong thirc phan tir va cdu trac hoa hoc ctia cac hop chat chiét xuat
tir dugc lidu dé tim cac cac diéu kién sic ki pht hop nhu: Ban chat pha tinh, thanh
phén pha dong, budc song phat hién, tbc do dong pha dong, thé tich tiém mau,
ndng do dung dich thtr, dung moi pha mau.

= Tham dinh phuong phéap phan tich theo cac chi tiéu:

- Tinh dac hiéu (Specificity)

- Do tuyén tinh va khoang ndng do tuyén tinh (Linearity and range)

- B9 chinh xac (Precision)

- Po dung (Accuracy): Do dung dugc xac dinh bang phuong phap thém
chuan va tinh thong qua ty 1¢ thu hoi:

Ham luong tim thay

Ty 1é thu hoi (%) = x 100 )
Ham luong thuc cho vao
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- G161 han phat hién LOD va gi61 han dinh luong LOQ
- Su phu hop cta hé théng sic ki (System suitability)
2.2.6.2. Qui trinh thiét ldp va phan tich ddnh gid chit chudn

% Pdnh gid nguyén liéu thiét ldp chdt chudn

Nguyén liéu dé thiét 1ap chat chuan 1a cic hop chét dic trung chiét tach tir
dugc liéu, co6 do tinh khiét trén 95,0%. Ap dung phuong phap phan tich da tham

dinh dé danh gia nguyén liéu c6 dap umg yéu ciu chat luong khong.

- Pinh tinh: Tién hanh phuong phap do phé IR, NMR hoic phéi hop thém
phuong phap HPLC.

- X4c dinh d¢ tinh khiét: Str dung mot trong cac phuong phap HPLC, DSC,
do diém chay hoac phdi hop.

Cong thuc tinh ham lugng tap chat gan dang theo ti 1& dién tich pic khi ap

dung phuong phap HPLC:
C,, %= ixloo (3)
2.
trong do:
Cup :tile phan tram tap chit trong mau phan tich

Spic : dién tich pic tap chit
XS, e tong dién tich pic
- X4c dinh ham luong: Sir dung phuong phap HPLC d3 dugc tham dinh,

tién hanh song song vdi chat chuan lién két.

Cong thirc tinh ham lwong hop chét chinh (theo nguyén trang):

S V
C% — mchuan x thu X thu x100 (4)
Vchuan Schuan m thu
trong do:
C : ham lugng hoat chét tinh theo phan tram
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Mepan - kKhOi lugng chat chuan lién két

My khoi luong mau thir

Seman - dién tich pic cia mau chuén lién két
Ssu  :dién tich pic cua mau thu

Vewan - thé tich pha mau chuén

Vinu - thé tich pha mau thu
s Pong goi

Nguyén liéu sau khi dugc danh gia theo qui trinh va dat yéu ciu vé chat
luong duoc dua vao dong lo theo cac bude qui dinh trong VKN/TT/21.20 [50]. Su
dung lo thuy tinh nau, nut xody c6 16p dém Teflon dat ti€u chuin chét lugng theo
qui dinh. Pé dam bao chét luong ciia chat d6i chiéu trong subt thoi gian bao quan
va st dung thi viéc dong go6i cac CCPC du kién dugc tién hanh trong Glove - Box
14 noi ¢6 thé kiém soat duge do Am. Tién hanh trong Glove — box da nap khi nito
99,99%, d6 am tuong d6i trong budng dong khoang 40%. Khéi luong 20 mg/lo.
Dan nhén c6 ghi tén hoat chét va danh s thir tw cho timg lo [65], [66], [148].

% Ddnh gid dé dong nhdt cia qud trinh déng goi

St dung cach ldy mau ngiu nhién, sb luong lo duoc lay dé tién hanh kiém tra
JN +1 trong d6 N 1a tong sb lo dong duogce (it nhat 5 1o). Tién hanh xac dinh ham
luong ctia hoat chat trong ting lo, sir dung phuong phap phan tich giéng nhu danh
gia so bo. Panh gia két qua theo ki thuat thong ké [65], [66], [148].

Yéu cau: Lo san xuit duoc coi 1a dong nhat khi gia tri RSD cua két qua
ham luong gitra cac lo dugc kiém tra nho hon 1,0%. V&i két qua nay cé thé két
luan diéu kién dong goi 6n dinh, mau nguyén liéu dong trong céac lo 1a ddng nhit.
2.2.6.3. Pdnh gid lién phong thi nghigm chdt lwong chit chudn déi chiéu

Thanh pham sau khi dong go6i duoc 1y ngau nhién theo qui dinh VN +1 (N
1a tong s6 lo dong duoc) giri dén it nhat 2 PTN dé danh gia lai chi tiéu dinh lugng.

MJdi PTN s& nhan duoc 5 lo mau kém theo chit chuén lién két, qui trinh phéan tich
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va cac tai li¢u c6 lién quan khac [65], [66], [148].

2.2.6.4. Phwong phdp xi li s6 liéu

% Xir li két qua phan tich trong ting phong thi nghiém
Tap hop két qua va loai gia tri tho theo qui tac ctia test — Dixon.
- Tinh gi4 tri trung binh:

X=1%x (5)

- Tinh d6 1éch chuén:

1 1 —\2
R R ®

- Tinh d6 1éch chuan twong dbi:

RSD = 2 x100% 7
X
trong cac cong thuc (5), (6), (7):
X : gia tri trung binh ctia ham luong hop chét chinh
Xj : gia tri ctia ham luong hop chat chinh ctia mau tht i
n : s6 thir nghiém duoc str dung dé tinh gia tri trung binh vé

ham luong ctia hgp chit chinh
S : d0 léch chuan

RSD :d6léch chuan tuong doi

% Xir i két qua phan tich lién phong thi nghiém

Ap dung phuong phap thong ké phan tich phuong sai mot yéu t6 (ANOVA-
one way) theo qui dinh trong ISO 13528.
¢ Panh gia do tai lap cua phwong phdp phdn tich

Phén tich phuong sai mot yéu té dé dénh gia su anh huong ctia mot yéu to
nao dé trén cac gid tri quan sat x; (i= 1, 2, ..., k). Ap dung phuong phap thdng ké
phan tich phuong sai mot yéu tb (ANOVA — one way) xt li két qua phan tich caa
cac PTN tham gia, dé ddnh gia anh hudng cua viéc thay doi PTN, tir d6 két luan
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phuong phép phéan tich lya chon c6 d6 tai 1ap hay khong.

Bang 2.1. M6 hinh phong thir nghiém

S6 phong thir nghiém
1 2 P
X1 Xa1 X1
X1z Xn ] X2
Xln X2n ceeee Xpn
— — — — N
Trung binh X () X Xo |7 X > x,
” 2 =
Bang 2.2. Bang ANOVA
Ngudn Tong so binh Bac tw do Binh phwong | Giatri | Gia
sai s0 phwong (SS) v) trung binh Fi tri
(MS) Fic
Gitra cac SS§ -5,
MS g = B Fi = MS
nhom (B) 88y = S8Sror =SSy A= (E - 1)_ [p(n - 1)] A "
p
TI‘Ol’lg SSW — Z V,-Siz MSW — SS—W
mét nhom - p (n-1) p(n-1)
(W)
Téng
Céng SSrotal = (N - 1)Sz‘ital E - 1
(total)
trong do:

p: S6 phong thir nghiém tham gia dénh gia hop tac.
E: Tong sb két qua ctia p phong thir nghiém

n: Tong sb két qua ctia mot phong thir nghiém
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Bién luan:
-Néu Fy, <Fg (p-1; E - p): Phuong phap phan tich c6 do lap lai
trong tng PTN va c6 d¢ tai 1ap gitra cac PTN.
-Néu Fy > F (p-1; E - p): Phuong phap phan tich c6 do lap lai
trong tung PTN nhung khong c6 d6 tai 1ap gitra cac PTN.
% Xdc dinh gid tri cong bé trén COA: Pugc tién hanh khi Fy, <F
Vi khéi lugng cac hop chat tinh ché duge déu kha nho khéong du dé tién
hanh xac dinh d6 4m, nén cac két qua dinh lugng déu dugc tinh theo nguyén trang.
*» Xdac dinh gia tri an dinh
GTAD duoc xir li thong ké tir tap hop két qua cta cac PTN doc 1ap tham
gia danh gia hop tac (yéu cau sd phép thr n > 11), clng sir dung phuong phap phan
tich qui dinh trong qui trinh thiét 1ap chat chuan. Cach tinh GTAD nhu sau:
Buorce 1:
Nhap s6 liéu x; 1a tap hop két qua cua cac PTN tham gia, sip xép theo thi
tu tang dan: Xy, X, ....... Xi, evenene Xp

Buwoce 2:

Qui udce: Gia tri trung binh thyce (robust average) X, .

Do 1éch chuan thuc (robust standard deviation) S(*n) .

—x

Tinh gi4 tri trung binh thyc (robust average) X va do léch chuin thuc
(robust standard deviation) S(*n) cua day két qua:
Tinh gia tri ;(0) va S :
;(0) : Gia tri trung vi cua day két qua sap xép ting dan.
Céch tinh: X(0) 12 gié trj chinh gitta diy néu p 12 s6 1¢

- Xt X000, s
X(0) = — 5,  neup la so chan (8)

Sy = 1,483 x trung vi cta ddy | x;— X |, (véii=1,2,....p)
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Cap nhat gia tri x;) nhu sau:
Tinh &, =1.55, )

Véi mdi gié tri x; trong day két, tinh gid tri X;

*

X, =X =0y néu X; <x© —9 (10)
* - z -

xl.m =Xt 5(1) néu X; > Xo) + 5(1) (1 1)

X, =% khi x© =0, <x; <xo +9

Tinh gia tri x@) va S, theo cong thiec:

p

. th*a)

xp =2 (12)

Sqy = 1,134 H—— (13)
Buwoc 3:
Tién hanh tinh toén lap lai buéc 2 cho dén khi gi4 tri S, khong thay déi &
s6 thir 3 sau déu phiy va gia tri x(» khong thay déi thi dimg lai.

—k

Chon gia tri X(n) cudi cung la GTAD st dung dé tinh gia tri Z — Score.

p *
— z Yim
Xy = FH—nr (14)

% Xdc dinh gia tri cong bo cua chat chuan

Tinh gia tri | Z| - Score: Danh gia do I¢ch gitra tung gia tri riéng so voi

GTAD 1| = =) (15)

S*

trong do: x;: G14 tri riéng cua tung phong thtr nghi¢m

x'(n : Gia tri trung binh cta cac phong thir nghiém.
S": P léch chuén
Két qua phan tich twong tng vé6i gia tri 1z] <2: DPat

Két qua phan tich twong (mg véi gia tri |z >2: Loai bo
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Chon céc két qua c6 gia tri | V4 | < 2,0 dé tinh gia tri trung binh.
% Tinh d khéng dam bdo do ciia két qua cong bé trén chimg chi:

Két qua cong b trén chimg chi phan tich 14 gia tri trung binh tir tap hop cac
két qua phan tich c6 gié tri | Z | < 2,0 dugc tinh toan theo phuong phap thdng ké
v6i s6 phép thir n > 11, do d6 d6 khong dam bao do cua gia tri nay dugc tinh theo
loai A, v6i hé s6 phit k =2 ¢ muc tin cay 95% la:

U=—7x2 (16)

e
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Chwong 3
KET QUA NGHIEN CUU
3.1. CHIET XUAT, PHAN LAP VA TINH CHE CAC HOP CHAT TU

DUQC LIEU
3.1.1. Chiét xuat, phan lap va tinh ché Conessin tir Mirc hoa tring
3.1.1.1. Chiét xuit alcaloid toan phén tir vé thdn Mikc hoa tring

Chudn bi nguyén liéu: vo thin Mirc hoa tring dugc thai lat, sdy kho &
nhiét d6 dudi 60 °C trong ti sdy, nghién thanh bot tho rdi tién hanh chiét xuat
theo 3 phuong phép khac nhau:

% Chiét alcaloid bang dung méi hitu co trong méi truong kiém (PP))

Can khoang 300 g dugc lidu dd xay nho duéi dang bot thd, thAm am
bang NH4OH dam dic, sau d6 dan toi va 1am kho trong khay men. Chiét bang
cloroform trong dén kiét alcaloid. Truéc hét cho cloroform vao ngap hét duoc
liéu. Ngam trong 8 gio, rut dich chiét. Chiét thém 5 1an nita, mdi lan bo sung
cloroform dén ngap dugc liéu (khoang 50 ml), ngdm trong 8 gio. Gan va loc dich
chiét. Cit thu hdi cloroform. Co cach thuy dich chiét dé thu duoc cin alcaloid
toan phan.

% Chiét bang dung dich acid lodng (PP>)

Can khoang 300 g bdt dugc licu, thdm am duoc liéu béng mot luong
dung dich HCI 10%, b6 sung dung dich HC1 10% dén ngap hét duoc licu (tong
cong khoang 1350 ml), ngam trong 24 gio. Chiét bot duge liéu bang dung dich
HCI 10% thém 3 1an, mdi lan véi 400 ml dung dich HC1 10% bang phwong phap
ngam lanh trong 6 - 8 gid. Gan léy dich chiét va loc. Gop cac dich loc. Kiém hoa
dich loc bang amoniac dic dén pH =9 - 10. Dé ling va gan bo phan dich trong &
trén qua giay loc. Hat kiét nudc. Chiét alcaloid base trong can va gidy loc bang
cloroform 6 1an, mdi 1an véi 250 ml. Cat thu hoi cloroform, c6 cach thuy dich
chiét dé thu duoc can alcaloid toan phan.

% Chiét bang con (PP;)
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Can khoang 300 g bot duoc ligu. Tham a4m bot duge lidu bﬁng mot
lugng ethanol 90° vira du rdi bo sung ethanol 90° dén ngap hét duogc lidu (tong
cong khoang 1200 ml) va ngam trong 24 gio. Rat dich chiét va loc. Tiép tuc
chiét bang ethanol 90° dén khi dich chiét trong sudt (khoang 3 lan nira). Mdi lan
bd sung ethanol 90° d&én ngap hét duoc lidu (khoang 125 ml) va ngam trong 24
gi0. GOp cac dich chiét thu dugc dem loc. Cat thu hoi con, ¢d cach thuy dén céan
nhio. Hoa tan can nhio trong khoang 50 ml dung dich HCI 10%, khudy ki va
ngam trong 24 gio. Gan dich acid va tiép tuc hoa tan bang dung dich HCI 10%
nhu vay 2 lan nita. Loc dich acid va xt 1i tiép qua cac khau kiém hod bang
amoniac dic dén pH = 9 - 10, chiét alcaloid base bang cloroform, cit thu hoi
dung mdi va co cach thiy thu cin toan phan tuong ty nhu chiét bang acid loang
(PP2).

Véi mdi phuong phap thuc hién chiét xuat 5 1an, mdi lan véi 300 g duoc
liéu duogc xay tho va séy kho. Xac dinh lugng cin alcaloid toan phén thu duoc
bang phuong phap can. Tinh hiéu suit thu dwoc tir timg lan chiét cia mdi

phuong phéap (Bang 3.1).

Bdng 3.1. Hiéu sudt chiét alcaloid toan phan tir vo than Mikc hoa trdng

S Lu’Q’ﬂg PPI PPZ PP3
T dugc ll.g:l Khoi lwong | Hiéu | Khoilwong | Hiéu | Khoi lwong | Hiéu
T dem chiet alcaloid toan | sudt | alcaloid toan | sudt | alcaloid toan | sudt
® | phin@ | ) | phine | 9 | phin@ | (%)
1 300 15,06 5,02 9,51 3,17 7,53 2,51
2 300 15,72 5,24 11,10 3,27 7,02 2,34
3 300 14,49 4,83 10,20 3,40 8,01 2,67
4 300 15,39 5,13 9,42 3,14 7,89 2,63
5 300 14,22 4,74 9,21 3,07 7,35 2,45
Trung binh (%) 5,01 3,21 2,52
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Nhan xét:

- Chiét alcaloid bang dung méi hitu co trong méi trieong kiém: Phuong
phap nay thu dugc cin alcaloid toan phan véi hiéu sudt trung binh 1a 5,01 +
0,031%. Ham luong Conessin cd trong cin xac dinh dugc bang HPTLC la
32,06%. Tuy la phuong phap cho hiéu suit chiét cao nhat nhung san pham 1an
nhiéu tap chat, dic biét 1a nhua. Luong can tuy nhiéu, ham luong hoat chét chinh
12 Conessin kha cao, nhung lai nhiéu nhua gay kho khin cho qua trinh phéan 1ap
tiép theo.

- Chiét alcaloid bang cén: Phuong phap niy nay thich hop cho qui mo
chiét xuat véi lwong mau 16n. Luong mau nghién ctu tai phong thi nghiém mdi
1an khong nhiéu, do 6 khong can thiét theo phuwong phap nay, hon nita hiéu suat
ciia phuwong phap nay 1a thip nhit chi dat duoc 2,52 + 0,018% va ham luong
conessin cé trong can xéac dinh chi 13 18,97%.

- Chiét alcaloid bang dung dich acid lodng: Hiéu suat chiét twong ddi
cao, hiéu suét trung binh thu duoc 13 3,21 + 0,016%, dé thuc hién, dung moéi dé
kiém. Mit khac ham lugng Conessin c6 trong can ciing kha cao 30,32%. Do d6
phuong phap nay dugc lya chon dé chiét xuét alcaloid toan phan tir vo than Mirc
hoa tring.

Tir két qua khao sat, va nang khéi luong dugc liéu 1én 400 g, qui trinh
chiét alcaloid toan phan tir vo thdn Muc hoa tring duoc xac dinh nhu sau:

Qui trinh chiét xudt alcaloid toan phan tiv vé than cdy Mikc hoa tring:

Can khoang 400 g bot duoc liéu, lam 4m bang 100 ml dung dich HCI
10%, b6 sung 1 600 ml dung dich HCI 10% dén ngap hét dugc liéu va ngam
trong 24 gid. Rut dich chiét va loc. Tiép tuc chiét thém bot duge liéu 2 1an nita
bang cach bd sung 600 ml dung dich HCl 10% dén ngap dugc liéu, mdi lan
ngam lanh trong 6 - 8 gio. Gan dé thu dich chiét va loc. Gop cac dich chiét acid
thu duoc, kiém hoa dich chiét acid béng amoniac dic dén pH =9 - 10. pé léng
va gan bo phan dich & trén bang cach loc qua gidy loc. Hut kiét nudce. Co thé tién

hanh li tAm r6i gan bo dich nudc & trén, thu duoc can. Chiét alcaloid base trong
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cin va gidy loc nhiéu lan bang cloroform, mdi 1an 300 ml, cho dén khi thtr bang
thudc thir Dragendorff khong cho tiia vang. Gop dich chiét, cat thu hdi cloroform
dué6i ap suét giam. Chuyén cin thu duge ra cdc 6 mo, cb cach thiy toi can, siy
& 60 °C trong 3 gid, thu duoc 12,0 g alcaloid toan phan. Qui trinh chiét xuat
alcaloid toan phan tir v6 than Mirc hoa tring duogc thé hién tém tit nhu so d6 &
Phu luc 1.

3.1.1.2. Phén ldp Conessin tir alcaloid toan phdn ciia vé thin Mirc hoa tring
% Phdn ldp chi sir dung dung méi ether dau hoa:

Cin alcaloid toan phén thu duge sau tién hanh chiét tr 400 g duoc li¢u
duoc chiét 4 1an véi ether dau hoa, mbi 1an 200 ml. Loc va gop cac dich chiét
ether dau hoa. Léc dich chiét ether dau hoa voi dung dich HCI 10% 3 lan, mdi
lan 150 ml. Gan thu lay dich chiét nu6c acid. Kiém hod dich chiét nudc bang
dung dich Na,CO; dén pH=9-10 béng cach cho tur tr dung dich Na,COj; vao
dich chiét nu6c ddng thoi khudy déu dén khi dung dich trong va khong co bot.
Chiét Conessin base trong dich chiét nuéc da kiém hoa véi ether dau hoa 4 lan,
mdi 1an 200 ml. Lam khan, cit thu hdi ether dau hoa dén cén. Cin thu duoc hoa
tan trong dung dich ethanol cua acid oxalic (dung dich acid oxalic trong ethanol
17,5%). Dé yén & nhiét do thuong thu duoc tinh thé Conessin hydrooxalat. Hoa
tan tinh thé Conessin hydrooxalat trong nudc, cho tir tir dung dich Na,COs vao
kiém hoa dén pH = 9 - 10 dén khi hét bot dé tao tua Conessin base. Chiét
Conessin base bang ether dau hoa 4 1an, mdi 1an 30 ml. Cat thu hdi ether dau hoa
dugc can Conessin. Pem két tinh cin Conessin trong aceton thu dugc Conessin
tinh khiét.

% Phan Idp sir dung phoi hop dung méi ether dau hod véi ethyl ether:

Can alcaloid toan phan ciing duoc chiét 4 1an vé6i ether dau hoa, mdi lan
200 ml nhung dugc chiét thém 1an thir 5 bang ethyl ether (200 ml) dé thu hdi ndt
phén Conessin con lai. Loc va gop cac dich chiét ether diu hoa thu duoc qua 4
lan chiét. Lac dich chiét ether dau hoa v6i dung dich HC1 10% 4 1an, mdi lan 150

ml. Gan thu ldy dich chiét nudc acid. Kiém hoa dich chiét nuéc bang dung dich
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Na,CO; dén pH=9-10 béng cach cho tur tor dung dich Na,COj; vao dich chiét
nuéc dong thoi khudy déu dén khi dung dich trong va khong co bot. Chiét
Conessin base trong dich chiét nudc di kiém hoa voi ether dau hoa 4 1an, mdi
1an 200 ml. Gop cac dich chiét dé thu duoc dich chiét ether dau hoa 1. Dich chiét
ethyl ether & trén duoc lic voi dung dich HC1 10%. Kiém hoa dich chiét nudc
acid thu duoc béng amoniac ddm dic dén pH =9 -10. bé léng hoac 1i tam loai
bo phé‘ln dich trong, roi chiét can voi ether dau hoa, loc dich chiét ether dau hoa
thu duoc dich chiét ether dau hoa 2. Gop dich chiét ether dau hoa 1 va dich chiét
ether dau hoa 2. Qua trinh xir 1i tiép theo dugc tién hanh tuong ty nhu phuong
phép trén.

Nhan xét:

Phuong phap 2 c6 thém giai doan chiét cin toan phan bang ethyl ether
gilip ting hiéu suat, thu thém mot lugng Conessin nhat dinh. Tuy nhién trong
qua trinh nghién ctru véi lwong miu vira phai (300 — 1 000 g duoc liéu mdi 1an),
luong Conessin ting khi chiét thém bang ethyl ether 13 khong dang ké. So véi
phuong phap 1, phuong phap nay phai thém nhiéu budc, ton dung moi hod chét
va thoi gian. Mit khac, cin con lai néu con co chira Conessin s& dugce gop lai véi
cac mé khac dé thu hoi s& kinh té hon.

Tir cac két qua nghién ctru trén, qui trinh phan 14p Conessin tir alcaloid
toan phén duoc xac dinh nhu sau:

Qui trinh phdn ldp Conessin tir alcoloid toan phén cia vo than cay Mirc hoa
trd'ng:

12,0 g cén alcaloid toan phan duoc hoa tan trong 300 ml ether dau hoa,
rira gidy loc va tiia bang 50 ml ether dau hoa. Lac 3 lan dich chiét ether dau hoa
voi dung dich HC1 10%, mdi lan 150 ml. GOp cac dich chiét nude acid va kiém
hoa dich chiét nudc acid bang Na,CO5 dén pH = 9 - 10 bang cach cho tir tir
Na,COs vao dung dich, dong thoi khudy déu dén khi dung dich trong va khong
c6 bot. Chiét béng ether dau hoa 3 1an, mdi 1an 300 ml. GOp cac dich chiét ether

dau hoa va 1am khan dich chiét bang cach loc dich chiét ether ddu hoa qua gidy
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loc kho, cit thu hoi ether diu héa, cin thu dugc hoa tan trong 50 ml dung dich
acid oxalic 17,5% trong ethanol. bé yén & nhiét 0 phong dé thu duoc tinh thé
Conessin hydrooxalat, loc 14y tinh thé. Hoa tan tinh thé thu dugc trong 300 ml
nude. Kiém hoa dung dich d&én pH =9 - 10 bang cach cho tir tir Na,CO; dén khi
hét bot dé tao tia Conessin base. Chiét Conessin base 4 1an bﬁng ether dau hoa,
mdi lan 50 ml. Gop cac dich chiét ether ddu héa va 1am khan dich chiét bang
cach loc dich chiét ether dau hoa qua giéiy loc khé, cit thu hoi ether dau hoa, thu
dugc san pham PL;. Pem két tinh san pham PL,; trong aceton, dé yén & nhiét o
phong thu duoc Conessin twong dbi tinh khiét. Loc 14y tinh thé, siy dudi 4p suét
giam ¢ 60 °C trong 4 gio, sir dung chat hut am 1a phosphor pentoxyd (P,Os) thu
duoc 2,55 g san pham PL,.

Xéc dinh ham lugng Conessin bang HPTLC cho thay san phdm phan lap
duoc dat d6 tinh khiét khoang 82,50%. Qui trinh phan 1ap Conessin tur alcaloid
toan phﬁn duoc thé hién tom tat nhu so d6 ¢ Phu luc 2.
3.1.1.3. Tinh ché Conessin

Thir nghiém tinh ché bang phuong phap sic ki 16p mong diéu ché cho
thay phuong phap nay phtc tap, phai tién hanh nhiéu 1an vi mdi 1an chi cho phép
tach duoc mot lugng Conessin nhd.

Thir nghiém tinh ché bang phuong phap sic ki cot nhanh cho thdy qui
trinh tinh ché tién loi, nhanh chong, co thé thu duoc lugng san phém can thiét.
Khao sat voi chat nhdi cot silica gel cho két qua nhu sau:

- Néu rira giai bang hdn hop cloroform : methanol theo cac ti 1¢ khac
nhau nhu: (99,5 : 05), (99 : 1), (98,5 : 1,5), (98 : 2)... déu khong tach riéng duoc
Conessin tinh khiét. Nhu vay hé dung méi rira giai nay chua that phu hop cho
tinh ché Conessin bang cot silica gel.

- Lya chon hdn hop Toluen : ethyl acetat va ting dan ti 1& ethyl acetat
trong qué trinh rira giai s& c6 kha nang tach dugc Conessin tinh khiét.

Trén co s& d6 tiép tuc nghién ciru chi tiét cac thong sd cho sac ki cot dé

dua ra qui trinh tinh ché Conessin.
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Qui trinh tinh ché conessin tir alcoloid toan phén ciia vé théin cdy Mirc hoa
tring:
Buwéc 1: Tinh ché bang sdc ki cot

= Chuan bi cot sdc ki: Dung cot thay tinh trung tinh c6 dudng kinh 3 cm,
chiéu dai 50 cm, duoc lip thang dung trén gia, phia dudi cot co van dé diéu
chinh téc d6 dung méi. Khoa van, cho mdt it dung méi rura giai vao cot. Lot mat
16p bong mong & phia day cot, ngay trén van dé chat nhdi sau khi dugce nhdi vao
cot khong giy tic cot.

= Nhoi cot: Can 50 g chit nhdi cot silica gel 60 (0,04 — 0,063 mm), dugc
hoat héa & 100 °C trong 3 gid, sau d6 ngam trong toluen 1 gi%y, khudy déu roi do
tir tir 1én cot. Mo khoa cot dé dung moi chay tir tir, dé cac hat chat nhdi cot lang
xuéng (co thé dung dlia thuy tinh c¢6 boc cao su gd nhe vao cot, dé tranh cot bi
kho). On dinh trong khoang 3 gio. Dén khi khoang cach tir mit trén 16p chat nhoi
dén mat trén dung moi rira giai con khoang 1 cm thi déng khoa cot.

» Pua mau 1én cot: Hoa 2,55 g PL, trong 5 ml benzen, dd tir tir vao cot
dé tranh x40 dong 16p chat nhdi trong cot, dung pipet trang vong quanh bén
trong cdt trude khi thém dung moi rira giai.

= Dung lan luot cac hdn hop dung méi sau dé rira giai:

100 ml hon hop toluen : ethyl acetat (98 : 2)

150 ml hon hop toluen : ethyl acetat (95 : 5)

50 ml hon hop toluen : ethyl acetat (93 : 7)

Téc d6 rira giai 2 ml/phut (khoang 40 giot/phut). Bo khoang 100 ml dich
rua giai dau tién, léy 180 ml dich rtra giai tiép theo (xac dinh sy c6 mat cua hoat
chat bang TLC trong cac phan doan), cat thu hdi dung méi duoc san pham TC;.
Buwéc 2: Két tinh lai trong dung méi

Két tinh 3 1an san pham TC; trong aceton, loc ly tinh thé, sdy dudi ap
suat giam & 60 °C trong 4 gio, sir dung chat hit am la phosphor pentaoxyd

(P,05s) thu duoc 2 g san pham c6 ham luong Conessin khoang 99%.
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Su c6 mit ctia Conessin trong san pham dugc khang dinh bang phd khoi

lwong két qua thu duoc nhu Hinh 3.1.

T = = Seam. o ome T

X s “_':c,:_f_ s oo Ll i s

By e s

AR Tren Mepert v oo 1 o 3 I P Fe—

Hinh 3.1. Kiém tra khéi lwong phdn tir ciia Conessin bang phé khéi (ESI-MS)

Qui trinh tinh ché Conessin dugc thé hién tom tit nhu so d6 ¢ Phu luc 3.
3.1.2. Chiét xuat, phan lap va tinh ché Kaempferol tir Pon 14 dé
3.1.2.1. Chiét xuit flavonoid toan phan tir ld Pon ld dé

Chudn bi nguyén liéu: 1a cay Pon 14 d6 dugc sdy & 65 °C trong 24 gio,
sau d6 xay thanh bot tho rdi tién hanh chiét xuat bang hai phwong phap nhu sau:
% Phuong phap ngam lanh:

Can chinh xac khoang 50 g duoc li¢u, cho dugc liéu vao binh ngam,
thém 250 ml dung mdi chiét (1an lugt 1a ethanol 50°, 70°, 90°), ngdm & nhiét do
phong. Sau 24 gio, rat dich chiét 1an thir nhat. Thuc hién chiét tiép véi b duoc
lidu trén thém 2 1an nita v6i 250 ml dung méi, thoi gian ngam 1an 2 1a 48 gid va
1an 3 1a 72 gid. Cat thu hdi bot dung méi dudi ap suat giam. Gop dich chiét cua 3
1an chiét, cat thu hdi dung moi dudi ap suét giam dén cin. Hoa tan cin vao nudc,
loc léy dich loc. Xt li dich loc thu dugc theo mdt trong hai cach sau:

- Cach 1 (phwong phdp ngdm lanh khéng acid hod): Lac nhiéu 1an véi
cloroform sau d6 voi ethyl acetat. LAy dich chiét ethyl acetat dem cat thu hdi
dung méi dudi ap sudt giam dén cin. Cin thu dugc dem say kho & 60 °C. Can rdi
tinh két qua ham luong can EtOAc thu duoc.

- Cach 2 (phwong phdp ngdm lanh c¢6 acid hod): acid hoa dich loc bang
dung dich HCI 10% dén pH = 3 - 4. Céc budc tiép theo tién hanh nhu cach 1.
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% Phwong phdp chiét néng:

Can chinh xac khoang 50 g duoc liéu cho vao binh cdu cé nit mai dung
tich 500 ml, thém 250 ml dung mdi chiét (1an luot 14 ethanol 50°, 70°, 90°), dun
hdi luu cach thay trong 2 gid, 1y dich chiét 1an 1. Thyc hién chiét tiép thém 2
1an v6i ba duoc lidu. Gop dich chiét 3 1an dem cét thu hdi dung méi dudi ap sut
giam dén can. Dich loc thu duoc tién hanh xi 1i theo 2 cach:

- Cach 1 (phuong phdp chiét néng khéng acid hod): Lic nhiéu lan véi
cloroform sau d6 véi ethyl acetat. Lay dich chiét ethyl acetat dem thu hdi dung
moi dudi ap suat giam dén cin. Cin thu dugce dem sdy kho & 60 °C. Can rdi tinh
ham lugng can EtOAc thu duoc.

- Cach 2 (phwrong phdp chiét néng cé acid hod): acid hoa dich loc bang
dung dich HCI 10% dén pH = 3 - 4. Céc budc tiép theo tién hanh nhu cach 1.

Véi mdi d6 con khao sat ciia mdi phuong phap, tién hanh lap lai 3 lan.
Ham lugng cin flavonoid toan phan duoc trinh bay & Bang 3.2.

Nhdn xét:

- O mbi d6 cdn, phuong phap chiét néng ludn cho luwong cin flavonoid
toan phan thu duoc cao hon phuong phap ngam lanh.

- O ca 2 phuong phap chiét, dung méi chiét xuét 1a con 70° déu cho hiéu
sudt cao nhit, tiép theo dén con 50° va thap nhat 13 con 90°.

- Chiét noéng bang con 70° cho lugng can flavonoid toan phan thu duoc
cao nhat.

Bdng 3.2. Két qua khdo sdt ham lwong cén flavonoid toan phan tir Pon ld do

Ham lwgng cin EtOAc (%)
Dung moi Ngam lanh Chiét néng
Khong C6 acid hod Khong C6 acid hod
acid hoa acid hoa
Cdn 50° 4,22 4,44 5,44 5,69
Cdn 70° 5,14 5,36 7,09 7,58
Cdn 90° 3,91 3,70 4,60 5,06
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% DPinh tinh Kaempferol trong dich chiét bang TLC:

- Dich cham sic ki: Dich chiét con va dich chiét ethyl acetat.

- Piéu kién sic ki: Ban mong silica gel GF,s4 (Merck) dugc hoat hoa ¢ 110
°C trong 1 gio. Hé dung mai trién khai: Toluen : Ethyl acetat : Acid formic (5 : 4
: 1). Phat hién vét bang cach: Quan sat dudi dén tir ngoai UV 254 nm (ddi voi
dich chiét con) hodc hién vét bang hoi ammoniac bdo hoa (d6i v6i dich chiét

EtOAc). Két qua thu dugc nhu ¢ Hinh 3.2.

a) b)
Hinh 3.2. SKP cdc dich chiét Kaempferol tir Pon ld do

a) Dich chié:t con va Kaempferol chudn (C, bén phai)
b) Dich chiét ethyl acetat va Kaempferol chuan (C, bén phai)

Nhan xét:

- SKP cuia dich chiét con khong tach duogc thanh cac vét riéng nén khong
xac dinh rd sd vét trén SKD. Piéu nay c6 thé do trong dich chiét con con c6 rat
nhiéu tap chit.

- SKD cua dich chiét ethyl acetat cho thay cac vét da duoc tach rd rang.
Cac vét c6 gia tri Ry tuong tmg 13 0,06; 0,19; 0,25; 0,41 va 0,54. Vét trén cung
(c6 Re 13 0,54) twong tmg v6i vét Kaempferol chuan. Cac vét ndy ddm mau hon
khi ho trén miéng lo amoniac dac, chung t6 dich chiét ethyl acetat chira hon hop
nhiéu flavonoid.

% Dinh lwong Kaempferol trong cin EtOAc bang HPLC:
Can mot lugng chinh xac cin EtOAc, hoa tan trong methanol, dinh murc

thanh 25 ml dung dich. Loc qua mang loc kich thudc 0,45 pm. Dung dich nay
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duogc tiém vao hé thong HPLC véi diéu kién sic ki nhu sau: Cot sic ki ODS-3
(250 mm x 4,6 mm x 5 um), nhiét o cot 40 °C, detector DAD, A = 370 nm, pha
dong: dém phosphat 10 mM, pH = 2,5 : Acetonitril (60 : 40), téc d6 dong pha
dong: 1,2 ml/phut, thé tich tiém: 50 pl, thoi gian chay sic ki 12 phut. V&i mbi
can EtOAc, tién hanh dinh luong 3 mau, tinh két qua trung binh. Két qua dugc
trinh bay ¢ Bang 3.3.

Bdng 3.3. Ham heong Kaempferol trung binh trong cin EtOAc

Ham hrong Kaempferol trung binh trong cin EtOAc (%)
Dung méi Ngam lanh Chiét nong
Khong o , Khong o ,
' ) Co acid hoa ) ) Co acid hoa
acid hod acid hod

Con 50° 0,1346 0,4439 0,0432 0,1577

Con 70° 0,1865 0,2945 0,0900 0,1391

Con 90° 0,0412 0,7199 0,0412 0,2092

T két qua tinh ham luong flavonoid toan phan va ham luong
Kaempferol c6 trong tirng can EtOAc, chung t61 da xac dinh dugc ham lugng

Kaempferol chiét duoc tir Pon 14 d6 theo cac phwong phap chiét (Bang 3.4).

Nhan xét:

- Pbi v6i mdi phuong phap chiét, & mdi d6 con khac nhau, cé acid hoa
luén cho ham lugng Kaempferol thu dugc cao hon so véi khong acid hoa.

- Trong tat ca cac phuong phap, ngam lanh bang EtOH 90°, acid hoa 1a
phuong phap cho két qua ham lugng Kaempferol thu dugc 14 cao nhat, vi vay

phuong phép nay dugc lya chon.

59



Bdng 3.4. Ham leong Kaempferol cé thé chiét xudt dwoc tir Pon ld do

Phwong phap va dung moi chiét xuit Lu’g’ng’ Kae'mpferol ¢o the
chiét xuat dwoc (%)
. khong acid hoa 0,0057
Con 50°
acid hoa 0,0197
. khong acid hoa 0,0096
Ngam lanh Con 70°
acid hoa 0,0158
. khong acid hoa 0,0076
Con 90°
acid hoa 0,0266
. khong acid hoa 0,0024
Con 50°
acid hoa 0,0090
i . khong acid hoa 0,0064
Chiét nong | Con 70°
acid hoa 0,0105
. khong acid hoa 0,0019
Con 90°
acid hoa 0,0106

Tir két qua khao sat, va nang khdi luong dugc liéu 1én 1 500 g, qui trinh
chiét flavonoid toan phan tir 14 cdy Pon 14 46 dugc xac dinh nhu sau:
Qui trinh chiét xuit flavonoid toan phan tiv ld cdy Pon ld do:

Cén khoang 1,5 kg 14 cay Don 14 do da dugc xay thanh dang bt thd cho
vao binh inox 10 €, thém khoang 7,5 ¢ ethanol 90°, ding diia thily tinh khudy
déu rdi dé yén. Sau 24 gio, rat dich chiét 1an thir nhat, loc. Thuc hién ngdm ba
duoc liéu trén thém 2 1an nita véi 7,5 £ ethanol 90° trong 48 gio véi lan tha hai
va 72 gid voi 1an thir ba. Gop cac dich chiét ethanol, cit thu hdi dung moi dudi
ap suét giam thu duoc cao dugc liéu. Thém 1 £ nudc cat dun noéng vao cao dugc
lidu va lic déu, loc iy dich chiét nuéc. Chuyén dich chiét nudc vao binh gan.
Vi mdi 100 ml dich chiét nude chiét loai tap chét 4 1an, mdi lan voi cloroform

dén khi dich cloroform hét xanh, mdi lan sir dung 30 ml. Dich nuéc sau khi chiét
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v6i cloroform duge diéu chinh téi pH = 3-4 bang dung dich HCI 10%, sau do
dem chiét tiép v6i ethyl acetat. Véi mdi 100 ml dich chiét nudc chiét 6 lan véi
ethyl acetat dén khi dich chiét ethyl acetat hét mau vang, moi lan sir dung 30 ml,
gan lay 16p ethyl acetat. Gop dich chiét ethyl acetat dem cat thu hoi dung méi
duéi ap suét giam thu duoc 76,8 g cin flavonoid toan phan.

Qui trinh chiét xuét flavonoid toan phﬁn ttr 14 Pon 14 d6 dugc thé hién
tom tat nhu so dd & Phu luc 4.
3.1.2.2. Phin lip Kaempferol tir flavonoid toan phin ciia ld Don ld dé
Buwdoc 1: Phdn tach trén cot silica gel

= Chuan bi cot sac ki: Dung cot thay tinh trung tinh c6 dudng kinh 6 cm,
chiéu dai 100 cm, duoc 1dp thing dung trén gia, phia dudi cot co van dé diéu
chinh toc d6 dung méi. Khoa van, cho mdt it dung moi rura giai vao cot. Lot mat
16p bong mong & phia day cot, ngay trén van dé chat nhoi sau khi duoc nhdi vao
cot khong gy tic cot.

= Nhoi cot: Can 200 g chat nhdi cot silica gel 60 (0,04 — 0,063 mm),
thém 300 ml cloroform, tron déu, d6 tir tir 1én cot. M& khoa cot dé dung moi
chay tir tir dé cac hat chat nhoi cot ling xudng (dung diia thiy tinh c6 boc cao su
g0 nhe vao cot, dé tang nhanh qué trinh ling), trong qua trinh nay luén bo sung
dung moi 1én ct, tranh dé cot bi kho. On dinh cot trong khoang 3 gio, dén khi
khoang cach tir miat trén 16p chat nhdi dén mat trén dung moi rira giai con
khoang 1 cm thi dong khoa cdt.

= Pua miu 1én cot: Hoa tan khoang 3 g flavonoid toan phéan trong 15 ml
cloroform, thém 10 g chit nhoi cot silica gel 60 (0,04 — 0,063 mm), tron déu, cét
thu hoi dung moi thu dugc hon hop bot toi. Chuyén nhe nhang vao cdt, tranh xao
dong 16p chat nhdi trong cot, dung pipet trang vong quanh bén trong cot trudc
khi thém dung méi rira giai. Dung lan luot cac hé dung méi nhu trong bang 3.5

de rua giai.
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Bang 3.5. Thanh phdn va thé tich cac hé dung méi giai hdp phu cét silicagel

" Ti 1€ cac dung moi (v/v) Thé tich
He dung ° str dung
mot Cloroform Ethyl acetat Aceton Methanol (mi)
Hé¢ 1 40 0 0 0 40
H¢ 2 80 1 1 1 83
Hé 3 40 1 1 1 172
H¢ 4 20 1 1 1 345
Hé 5 10 2 2 1 150

Téc do rira giai 2 ml/phut (khoang 40 giot/phit). Bé khoang 150 ml dich

.....

xac dinh sy ¢6 mit ctia hoat chat bang TLC trong cac phan doan nhu ¢ Hinh 3.3.

PD1 PD2 PP3 Chuin PD4 PD5
Hinh 3.3. SKP cac phan doan phan lap Keampferol

Lip lai qua trinh phan 1ap trén dé phan 1ap hét 76,8 g cin flavonoid toan
phan. Gop cac dich ria giai thu dugc, ct thu hdi dung méi duge can, 1am kho
cin trong ti sdy chan khong véi phosphor pentaoxyd thu duoc cin 5,4 g PL,.
Buwoc 2: Phan tach trén cOt Sephadex

» Chuén bi cot séc ki: Dung ¢t thuy tinh trung tinh ¢6 duong kinh 3 cm,
chiéu dai 50 cm, duoc lip thang dung trén gid, phia dudi cot co van dé didu
chinh toc d6 dung méi. Khoa van, cho mdt it dung moi rura giai vao cot. Lot mat

16p bong mong & phia day cot, ngay trén van dé chat nhoi sau khi duoc nhdi vao

62



cot khong giy tic cot.

= Nhoi cot: Ngam ngap 100 g Sephadex LH-20 trong methanol trong 48
gid. Khudy déu dé tao hdn dich, rot lién tuc va tir tir vao cot (dung diia thuy tinh
giup rot hon dich 1én thanh cot, tranh tao bot khi). M& khoa cot dé dung moi
chay tur tur, himg dung moi do nguoc trd lai cot, tranh dé kho cot. Cho dung moi
chay tiép tuc nhu trén dé 6n dinh cot (trong 3 gid). Pén khi khoang cach tir mat
trén 16p chat nhoi dén mit trén dung méi rira giai con khoang 1 cm thi dong khoa
cot.

= Pua miu 1én cot: Hoa 5,4 g PL, trong 5 ml methanol va chuyén vao
trong cot (d6 tr tir vao thanh cot dé tranh xdo dong 16p chat nhoi trong cot),
dung pipet trang vong quanh bén trong cot trudc khi thém methanol.

= Rira giai bang methanol, toc do rira giai 2 ml/phat. Bé khoang 20 ml
dich rira giai dau tién va lay 200 ml dich rira giai tiép theo (xac dinh sy c6 mit
ctia hoat chat biang phuong phap TLC trong cic phan doan). Cat thu hdi dung
moi & nhiét d6 70 - 80 °C dén can, sdy can thu dugc ¢ nhiét do 60 — 65 °C, ap
suat giam trong 3 gio thu dugc khoang 3,6 g san pham PL,. Cir 3,0 g flavonoid
toan phan phan 1ap qua 2 giai doan thu duoc 0,14 g san pham PL, 76,8 g
flavonoid toan phan phan 1ap qua 2 giai doan thu dugc 3,6 g san pham PL.

Qui trinh phan 14p Kaempferol tir flavonoid toan phan dugc thé hién tom
tat nhu so dd & Phu luc 5.
3.1.2.3. Tinh ché Kaempferol

= Chuan bi cot sdc ki: Dung cot thay tinh trung tinh c6 dudng kinh 3 cm,
chiéu dai 50 cm, duoc lap thang dung trén gia, phia dudi cot cd van dé diéu
chinh téc d6 dung méi. Khoa van, cho mét it dung moi rira giai vao cot. Lot mot
16p bong mong & phia dy cot, ngay trén van dé chat nhoi sau khi dugc nhdi vao
cot khong giy tic cot.

= Nhoi cot: Ngam ngap 50 g Sephadex LH-20 trong methanol trong 48
gio. Khqu déu dé tao hdn dich, rot lién tuc va tir tir vao cot (dung mot dlia thuy

tinh giup rét hon dich 1én thanh cot, tranh tao bot khi). M khoa cot dé dung moi
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chay tu tur, himg dung moi dd nguoc trd lai cot, tranh dé kho cot. Cho dung moi
chay tiép tuc nhu trén dén khi cot on dinh (trong 3 gi®). Pén khi khoang cach tir
mit trén 16p chit nhdi dén mat trén dung moi rira giai con khoang 1 cm thi dong
khoa cot.
= Pua miu 1én cot: Hoa 3,0 g PL, trong 5 ml methanol va chuyén vao
trong cot (d6 tr tir vao thanh cot dé tranh xdo dong 16p chat nhoi trong cot),
dung pipet trang vong quanh bén trong cot trudc khi thém methanol.
= Rua giai bang methanol, tdc d6 rira giai 2 ml/phat (khoang 40
gito/phut). Bé khoang 20 ml dich rta giai dau tién va lay 200 ml dich rira giai
tiép theo (co thé xac dinh su co6 mit cta hoat chat bang phuong phap TLC trong
cac phan doan). Cét thu hoi dung méi & nhiét d6 70 — 80 °C dén can, séy cin thu
dugc ¢ nhiét do 60 — 65 °C, ap suét giam trong 3 gio' thu duoc khoang 2.2 g san
pham c6 ham luong Kaempferol 96,6%.
Tién hanh sic ki 16p mong Kaempferol song song véi chat chuan
Kaempferol trén 3 h¢ dung moi:
H¢ I: Cloroform : Ethyl acetat : Acid formic (5:4:1)
H¢ II: Toluen : Ethyl acetat : Acid formic (5:4:1)
H¢ III: Toluen : Ethyl acetat : Acid formic (5:2:1)
Phat hién vét bang hoi amoniac bdo hoa. Két qua trién khai cén trén cac

hé dung moi dugc trinh bay & Hinh 3.4 va Bang 3.6.

c i C T C i
a)He 1 b) HE 11 c) He 111
Hinh 3.4. SKD ciia Keampferol tinh ché dwge véi cic hé dung mi
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Bang 3.6. Gia tri Ry va mau sdc cdc vét sdc ki ciia Kaempferol tinh ché dwoc
voi cdc hé dung moi I, 11, 111

H¢ dung méi Vét Ry Mau sic
. Chuén 0,82 Vang nau
Thu 0,82 Vang nau
1 Chuén 0,54 Vang nau
Thta 0,54 Vang nau
- Chuén 0,39 Vang nau
Thu 0,39 Vang nau
Nhdn xét:

Cac két qua cho thiy cin Kaempferol sau tinh ché ludn cho 1 vét c6 mau
sic va Rg tuong tu vét chuan Kaempferol. V61 hé I cac vét déu co Ry 12 0,82; hé
I déu 1a 0,54 va hé I déu 14 0,39.

Qui trinh tinh ché Kaempferol dugc thé hién tom tat nhu so d6 & Phu luc 6.
3.1.3. Chiét xuat, phan lap va tinh ché Nuciferin tir 14 Sen
3.1.3.1. Chiét xuit alcaloid toan phén tir ld cdy Sen

Chudn bi nguyén liéu: La sen phoi kho, thai nho, sy kho & 60 °C trong
ta séy, tan nho thanh bot duogc liéu béng thuyén tan roi tién hanh chiét xuét theo
hai qui trinh khac nhau:

% Chiét nong:

Can chinh x4c khoang 70,00 g bot 14 sen, lam am bang NH,OH 10%.
Chiét nong bang dun hdi luu s6i v6i ethanol 96° (khoang 500 ml). Cat thu hdi
con, hoa tan can trong dung dich HCI 5% (pH = 2). Loai tap chat trong dich acid
béng dung dich ether dau hoa 3 1an, mdi 14n 100 - 150 ml. Kiém hoéa dich nuéc
bang dung dich amoniac dic t6i pH = 10 - 11. Chiét 5 - 6 1an bang cloroform,
mdi 1an 100 - 150 ml dé 14y hét alcaloid (kiém tra bang thudc thir Dragendorff).
% Chiét nguéi:

Can chinh x4c khoang 70,00 g bot 14 sen, lam am bang NH,OH 10%.
Ngam véi ethanol 96° (khoang 500 ml) trong 3 ngay. Cat thu hdi cdn, hoa tan

65



can trong dung dich HC1 5% (pH = 2). Loai tap chat trong dich acid bang dung
dich ether dau hoa 3 1an, mdi lan 100 - 150 ml. Kiém hoa dich nuéc bang dung
dich amoniac dic téi pH = 10 - 11. Chiét 5 - 6 1an bang cloroform, mdi lan 100 -
150 ml dé 14y hét alcaloid (kiém tra bang thudc thir Dragendorff). Két qua dinh
luong alcaloid toan phan trong dich chiét trinh bay & Bang 3.7.

Bdng 3.7. Ham lwong alcaloid toan phan trong la Sen thu dwoc bang

hai phwong phép chiét
STT Ham lwong alcaloid toan phan (%)
Chiet nong Chiet ngugi

1 0,89 0,87

2 0,87 0,79

3 0,96 0,89

4 0,83 0,85

5 0,92 0,82

6 0,85 0,75
Trung binh 0,89 0,83
RSD (%) 0,04 0,05

Nhan xét:

- Phuong phap chiét nong cho luong alcaloid trong 14 sen nhiéu hon so
v6i phuong phéap chiét ngudi. Vi vy chung toi lua chon phuong phap chiét nong
trong qui trinh chiét xuit alcaloid toan phan tir 14 sen.

Tir két qua khao sat, va nang khéi luong dugc liéu 1én 320 g, qui trinh
chiét xuat alcaloid toan phﬁn tr 14 Sen duogc xac dinh nhu sau:

Qui trinh chiét xudt alcaloid toan phan tiv ld cdy Sen:

Can khoang 320 g bot dugc liéu, lam 4m bang NH,OH 10%, thém 2,5 lit
ethanol 96° va chiét nong bang cach dun hoi luu cach thuy trong 2 gid. Gan va
loc léy dich loc, rira lai ba duoc liéu béng ethanol. Dich chiét ethanol duoc cét
thu hoi ethanol dudi ap suit giam ¢ 60 °C. Hoa tan can bang dung dich HCI 5%
(pH = 2). Tién hanh chiét (3 - 4 1an) dong lugng dich chiét acid véi ether dau hoa
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dé loai tap chit. Kiém hoa dich chiét acid béng dung dich amoniac dac t&1 pH =
10 - 11. Chiét 5 - 6 lan dong luong bang cloroform (dén khi dich chiét nuéc cho
phan tmg am tinh véi thudc thir Dragendorff), thu dugc dich chiét cloroform. Cét
duéi ap suat giam dé thu hoi dung méi cloroform, hoa tan cin thu duge bang 50
ml methanol va chuyén ra cb¢ c6 mo, bay hoi t6i can, sdy & 60 °C trong 3 gio,
thu dugc 2,85 g alcaloid toan phan.
Qui trinh chiét xuét alcaloid toan phf?m tir 14 Sen duoc thé hién tom tit nhu
5o d & Phu luc 7.
3.1.3.2. Phén ldp Nuciferin tir alcaloid toan phdn ciia ld Sen
s Khao sat chon hé dung moi
Tién hanh sic ki 16p mong hdn hop alcaloid toan phan thu duoc tir 14 Sen
v6i cac hé dung moi sau:
(1) Cloroform : aceton : NH,OH (4 : 1:0,1).
(2) Cloroform : ethyl acetat (5 : 1).
3) n-Hexan : aceton : H,O (1 :1:0,1)
4) Cloroform : methanol (10 : 1)
(%) n-Hexan : aceton (5 : 1).
(6) n-Hexan : aceton : NH,OH (4 : 1:0,1)
(7) n-Hexan : aceton : NH,OH (3:1:0,1)

Trong d6, h¢ dung mdi n-Hexan : aceton : NH,OH (3 : 1: 0,1) cho két
qua tach tdt nhat nén duoc lya chon dé tién hanh chay sic ki cot pha thuan phan
1ap Nuceferin tir alcaloid toan phan thu duoc.

% Xay dung qui trinh phdn ldp Nuciferin tir alcoloid toan phdn cia ld Sen:

= Chuan bi cot sdc ki: Dung cot thay tinh trung tinh c6 dudng kinh 3 cm,
chiéu dai 50 cm, duoc lip thang dung trén gia, phia dudi cot co van dé didu
chinh téc d6 dung méi. Khoa van, cho mét it dung moi rira giai vao cot. Lot mot
16p bong mong & phia dy cot, ngay trén van dé chat nhdi sau khi dugc nhdi vao

cot khong giy tic cot.
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= Nhoi ¢ot: Can 50 g chit nhoi cot silica gel 60 (0,04 — 0,063 mm), cho
vao cbc thuy tinh c6 chira 300 ml cloroform, khudy déu roi do tir tir 1én cot. Mo
khoa cot cho dung méi chay tir tir dé cac hat chat nhdi cot ling xudng (co thé
dung diia thuy tinh c6 boc cao su gd nhe vao cot, dé ting nhanh qué trinh ling),
trong qua trinh nay luén bd sung dung moéi 1én cot, tranh dé cot bi kho. On dinh
cot trong khoang 3 gid va dén khi khoang cach tir mit trén 16p chat nhdi dén mat
trén dung moi rua giai con khoang 1 cm thi dong khoa cét.
= Pua mau 1én cot: Hoa tan khoang 2,85 g alcaloid toan phan trong 10 ml
cloroform, thém 5 g chit nhdi cot silica gel 60, tron déu, cét thu hoi dung moi
dugce hdn hop bot toi. Chuyén nhe nhang vao cot, tranh xao dong 16p chat nhoi
trong cOt, dung pipet trang vong quanh bén trong cot trudc khi thém dung moi
rua giai.
= Dung hdn hop dung méi n-Hexan : aceton : NH3 dac (3 : 1:0,1) dé rira
giai. Toc d6 rira giai 2 ml/phut (khoang 40 giot/phut). Bé khoang 75 ml dich rira
giai dau tién va liy 100 ml dich rira giai tiép theo, cat thu hdi dung méi duoc
cin, sy dudi ap suat giam & 60 °C trong 4 gid, str dung chat hat am 1a phosphor
pentoxyd (P,Os) thu dugc khoang 2,1 g san pham phan lap chira hoat chat
Nuciferin khoang 96,2%.
Qui trinh phéan 14p Nuciferin tir alcaloid toan phan dugc thé hién tom tat
nhu so d6 ¢ Phu luc 8.
3.1.3.3. Tinh ché Nuciferin
Tinh thé Nuciferin thu duogc sau khi phan lap duogc hoa tan trong mdt
luong vira du cloroform roi cham 1én 3 ban mong silica gel trang sdn (Merck) va
duoc khai trién bang 3 hé dung méi khac nhau.
H¢ I: n-Hexan : aceton : NH,OH (3:1:0,1).
H¢ II: Cloroform : methanol (10 : 1).
H¢ III: Cloroform : ethyl acetat (5 : 1).
Phat hién vét bang thudc thir Dragendorff. Soi dudi dén tir ngoai & bude

song 254 nm. Véi ca 3 hé dung moi deu chi cd6 mdt vét trén sac ki do song song
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v6i chuan lién két chung to Nuciferin tinh ché duoc da tinh khiét. Vi vy, dé don

gian qui trinh tinh ché duoc lya chon 1a két tinh lai nhiéu lan trong cloroform

nhu sau: Hoa tan 2,1 g san pham phan 1ap duoc & trén trong 50 ml cloroform, dé

yén 3 gio trong ngan mat ti lanh (nhiét d6 2 - 8 °C) d¢é tang kha nang két tinh, loc

ldy tinh thé. Két tinh lai 3 lan, sdy trong ti sdy chan khong vé&i phosphor

pentoxyd (P,Os) thu duoc 2,0 g san pham Nuciferin tinh thé dat d tinh khiét

98,23 — 99,08%.

Nuciferin trong san phadm duoc khang dinh bang phd khdi luong, két qua

duogc trinh bay ¢ Hinh 3.5.

Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysis Mame: Lan-01.0
e Dodes_0.m

I

MSD Trap Report v 4 (A4-0pt2)

Page 1of 1 [ —r—

Hinh 3.5. Kiém tra khoi lwong phdn tir ciia Nuciferin bang phé khéi (ESI-MS)

Qui trinh tinh ché Nuciferin dugc thé hién tom tit nhu so do & Phu luc 9.

3.2.  XAY DUNG BO DU LIEU NHAN DANG VA XAC PINH bO TINH

KHIET CUA CAC CHAT

3.2.1. Pic diém cam quan

Péc diém cam quan cua cac doi tugng nghién ctiu quan sat bang mat

thuong dudi dnh sang ban ngay dugc ghi trong Bang 3.8.

Bang 3.8. Pac diéem cam quan cua cdc chat

Tén chat Pic diém cam quan
Conessin Bot két tinh mau trang
Nuciferin Bot két tinh tring
Kaempferol Bot két tinh tring
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Nhdén xét: Ca 3 hop chat nghién ctru déu 1a cac chat két tinh vi vay déu
c6 diém nong chdy xac dinh va do d6 déu co thé img dung dugc phuong phap
phan tich nhiét vi sai dé xac dinh d¢ tinh khiét.

3.2.2. Piém chay

Tién hanh do diém chay cta cac hop chat nghién ctru theo DDVN IV

(PL-150, Phuong phép 1 - phuong phép do trong mao quan).

Bdng 3.9. Két qua do diém chay

Tén chiat | Piém chay do dwoc (°C) | Piém chay li thuyét (°C)

Conessin | Mau thir: 124,5+ 0,3 1235+ 1

Mau tht: 279,1 +0,3
Kaempferol | | 277+1
Mau bC: 278,5 + 0,3

Mau thur: 164,3 +0,3
Nuciferin N 1655+ 1
Mau BC: 164,5+ 0,3

Nhén xét: Diém chay do duoc cua cac hop chat nghién ciru phu hop voi
diém chay li thuyét ciia cac hop chat nay.
3.2.3. Két qua do phd

DPé nhéan dang cac chét, tién hanh do phé tor ngoai kha kién (UV-VIS),
hdng ngoai (FT-IR), phd khdi luong (ESI-MS) va phd cong hudng tir hat nhan
NMR mot chiéu.
3.2.3.1. Phé tir ngogi kha kién

Mau thtr va mau d6i chiéu duoc hoa tan trong MeOH, né)ng do 0,01
mg/ml. Ghi phd & cung diéu kién. Két qua duoc ghi & Bang 3.10. Hinh anh pho
UV-VIS cta 3 chit dugc trinh bay & Phu luc 10 ~ 12.
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Bang 3.10. Két qua do phé tir ngoai khd kién

Tén chat Cuec dai hip thu do duoc Cuec dai hip thu li thuyét

Conessin Hap thu rat yéu Khong co

MaAu thir: Ay, = 266,366 nm

Kaempferol s s
Mau d0i chiéu: Ay, = 266,366 nm

266,366 nm

. Mau thir: Aoy = 270,5 nm
Nuciferin o, , Phu hop (~ 270 nm)
Mau doi1 chiéu: A = 270,5 nm

Nhan xét:

Két qua cho thay Nuciferin va Kaempferol cho phd UV-VIS phu hop véi
phé cta chat chuén lién két va c6 cac cuc dai hép thu nhu tai liéu da cong bd [1],
[34]. Kaempferol cO Ay = 266,366 nm. Nuciferin ¢6 Ay, = 270,5 nm. Conessin
khong c6 cuc dai hap thu trong khoang 200 — 900 nm.

Ph6 UV-VIS chu yéu khao sat cuc dai hép thu giap cho viéc lya chon
budc song phat hién trong dinh luong bang HPLC.
3.2.3.2. Phé hong ngoagi

Tién hanh do miu thir vd4 mau chuén lién két song song trong cung diéu
kién. So sanh hé s6 phu hop (Match Factor), phd dugc coi 1a gibng nhau néu hé
s6 phu hop 16n hon hodc bang 90,0%. Hinh anh phd IR cta 3 chit dugc trinh bay
¢ Phu luc 10 ~ 12.

Badng 3.11. Két qua do phd hong ngoai

Cac dai hip thu dic trung trong pho

IR (Umax 2", em™)

Tén chat Két qua so sanh

2935,9; 2763,6; 1584,1; 14494, Hé s6 phu hop: 98,9%
Conessin 1375,3; 1331,4; 1209,2; 11744;
1041,0; 997,1; 888.4; 798,8 cm™.

Kaempferol | 3411 cm™ (OH), 1618 cm™ (C=0) Heé s6 phi hop: 99,7%

Nuciferin | 1572 cm™ (C=C); 1030 cm™' (C-O-C) Heé s6 phu hop: 99,5%
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3.2.3.3. Phé khoi lwong ( ESI- MS)

Tién hanh do pho ESI-MS cua cac hop chat nghién ciru, két qua dugc ghi
& Bang 3.12. Hinh anh phd MS ciia 3 chat dugc trinh bay & Phy luc 10 ~ 12.

Nhan xét:

Két qua cho thiy cac chat phan tich déu cho manh ion phan tir phu hop

v6i khéi lugng phan tir tuong tng. Pho ESI-MS duge Iuu lam phd chuan cho cac

nghién curu khac.

Badng 3.12. Két qud do phé khoi lwong (ESI-MS)

Tén chit

S0 khoi ciia manh ion phan ti

m/z

So khoi cua cac manh thir

cap

Conessin

Pho d6 xuat hién pic 357,3 tng voi
manh [M+H]", twong tng v&i khbi
llIO'l'lg phél’l ta 356,6 (C24H40N2).

Mau thir cho phd véi manh m/z
dac trung m/z 269,2; 312,2.

Kaempferol

Pho d6 xuat hién pic 287,2 ing v&i
manh [M+H]', tuong tng khbi
luong phan tur 286,2 (CsH;9Og).

Mau thir cho phd v6i manh m/z
dac trung m/z 121,0; 133,1;
153,1; 165,1; 182,9; 213,1;
231,1; 241,1; 258,1.

Nuciferin

Pho d6 xuat hién pic 296,1 tng voi
manh [M+H]", tuong ung khbi
hIO'Ilg phén to 295,2 (C19H21N02).

Mau thir cho phd véi manh m/z
dac trung m/z 265,1.

3.2.3.4. Phé céng huwéng tir hat nhin

Pho cong hudng tir 1 chiéu cho thay cac hop chéat nghién ciru c6 cong

thirc phén tir va cdu trac hoan toan phu hop véi cac dir liéu phd da duoc cong bd
cho cac hop chit nay. Dit liéu phé NMR (‘"H-NMR, *C-NMR) ctia 3 hop chét
dugc ghi & Bang 3.13 ~ 3.15. Hinh anh pho6 NMR (‘H-NMR, “C-NMR) cua 3
chat duoc trinh bay ¢ Phuy luc 10 ~ 12. B dir liéu phd trén duge luu dé sir dung

trong thiét 1ap chat chuan.
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Bdng 3.13. Két qud phan tich phé NMR ciia Conessin

C 8 5 8y
1 382 38,42 1,06 m; 1,89 m
2 24.8 25,15 140 m; 1,74 m
3 64,9 64,94 2,09 m*
4 34.8 35,30 219 m
5 141,4 142,00 :
6 1211 120,67 5.34d(5.0)
7 31.9 32,09 1,60 m; 2,06 m
8 33,4 33,50 1,40 m
9 49.9 50,13 0,97 dd (4,0, 12,0)
10 36,9 36,95 -
1 22,0 22,02 1,18 m; 1,63 m
12 38,6 38,83 179 m/1.37 m
13 50,5 50,40 :
14 55.8 55.97 L12m
15 243 24,66 1,74 m; 140 m
16 27,4 27,67 18 m; 161 m
17 53,5 53,66 182m
18 64.3 64,77 1,86 m
2,97d (11,0)
19 19.4 19.42 0.93's
20 63,4 63,14 234m
21 146 14,90 1,03 d (6,0)
22 411 41,10 2.19s
N°- CH, 413 41,69 228
N°- CH, 413 41,69 228

@ Dung méi: CDCl;, ® ¢ 125 MHz; © ¢ 500 MHz; ) Dit lidu cong bd ciia Conessin
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Bdng 3.14. Két qua phan tich phé NMR ciia Kaempferol

C 8 5 Sy

2 146,8 146,80 -

3 135,6 135,56 -

4 175,9 175,84 -

5 160,7 160,66 -

6 98,2 98,16 6,19 (d)
7 163,9 163,86 -

8 93,5 93,41 6,43 (d)
9 156,2 156,15 -

10 103,1 102,99 -

I 121,7 121,63 -

2 129.5 129,40 8,03 (d)
3’ 1154 115,37 6,93 (d)
4 159,2 159,13 -

5 1154 115,37 6,93 (d)
6 129,5 129,40 8,03 (d)

® Dung méi: DSMO. ® ¢ 125 MHz; © & 500 MHz; ) Dir liéu cong b ctia Kaempferrol
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Bdng 3.15. Két qud phan tich phé NMR ciia Nuciferin

C 8¢ 5 8y
1 144.6 145.13 -
la 126.3 126.84 -
1b 127.5 128.00 -
2 151.4 151.95 -
3 110.9 111.27 6.63 s
3a 128.1 128.68 -
4 28.9 29.22 3.15m
2.67 dd (16.5, 3.5)
5 52.8 53.26 3.03*
2.49 td (12.0, 3.5)
6a 61.9 62.32 3.01%
7 34.8 35.11 3.08 dd (13.5, 4.0)
2.61t(13.5)
7a 135.9 136.45 -
8 127.3 127.81 7.25
9 126.7 127.26 7.22
10 126.4 126.93 7.30 1t (8.0, 0.5)
11 127.7 128.28 8.36 dd (8.0, 0.5)
1la 131.6 132.12 -
1-OMe 60.17 3.65s
2-OMe 55.82 387 s
6-Me 435 43.96 2.53s

@ Dung méi: CDCls. ® ¢ 125 MHz; © ¢ 500 MHz; ) Dit lidu cong bd ciia Nuciferin
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3.2.4. Xac dinh d9 tinh khiét bing quét nhiét vi sai (DSC)

Céc hop chit nghién ciru déu 1a cac hop chat két tinh c6 diém nong chay

xac dinh nén c6 thé sir dung phuong phap quét nhiét vi sai dé xac dinh do tinh

khiét. Chuong trinh gia nhiét dugc xdy dung dua trén diém nong chay ctua mdi

chat. Két qua duoc ghi trong Bang 3.16 va Hinh 3.6 ~ 3.7.

Bang 3.16. Két qua xdc dinh d¢ tinh khiét bang quét nhiét vi sai

Conessin Kaempferol Nuciferin

. _ | t° phong - 110 °C: 10 °C/phut. t phong — 130 °C: 10 °C/phut.

Mau thir | ;)¢ 145°C: 2 °C/phat. " phong - 300 °C: 10 °C/phdt. | ;3000 _ j55 0. 5°C/pht.

Luwong can | D¢ tinh khiét Luwong can | D¢ tinh khiét Luong can | D¢ tinh khiét

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)
1 49 98.42 1,8 97,44 6,8 99,64
2 5.3 98,56 1,8 97,96 6,4 99,67
3 5,2 98,60 1,5 97,53 6.8 99,64
4 5,2 98,56 2,0 97,79 9,7 99,58
5 4,6 98,51 1,8 97,44 6.8 99,64
Trung binh 98,53 97,68 99,63

RSD (%) 0,07 0,24 0,40
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Xac dinh do tinh khiet cua Conessin -5

bsc
mW
0.00-
-1.00+
200
000 5.00 10,00 15,00 2000
Time (min]
\ A A ” Py .
Hinh 3.6. Nhiét do cua mau Conessin
DsC Tamp
mw C
000 _~ {30000
\/\_______-___h_‘\
-2.00-
4 200.00
[Temp Program|
~4.00- Tamp Rate Hold Temp Hoid Time
[Cmin] [C ] [ min ]
1000 3000 O -
."’
-6.00- File Name: 2009-12-21 kaemp-05.1ad
3 Detacior: DSC-80
Acquisition Date09/12/21 Heat «28.21kJimol 1 100.00
Acquisition Time13:43:47(+0700) 7. )
Sample Name: Kasmpfarol Do fiah khisl ar.7o%
Sample Weight: 2000[mg] Mniet do nong chay 284 B7C
-8.00- Annotation: Xac dinh do Enh khist
~0.00 10.00 20,00
Tima [min)
\ A A » Py
Hinh 3.7. Nhiét do cua mau Kaempferol
DG Xac dinh do tinh khiet cua Nuciferin -2
mwW
[
0.00-
File Name: Nuciferin 2.tad
-5.00- Detector; DSC-60
Acquisition Date  09/11/18
Acquisition Time  08:28:38(+0700)
el ialial SBoRacAll Heat 41.36kd/mol
Molecular Weight §g[5njﬁmn] Do tinh khiet 99.67%
Operator Hang Nhiet do nong chay ~ 184.94C
-10.00- 'I;I:rrr:‘up;ar::egﬁumd Temp Hold Time
[Clmin ] [c) [ min ]
10.00 130.0 0
5.00 155.0 0
1.00 170.0 0
~0.00 10,00 20100 30.00

Time [min]

Hinh 3.8. Nhiét @6 ciia mau Nuciferin
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3.3.

NGHIEN CUU THIET LAP CHAT CHUAN POI CHIEU

3.3.1. Xay dung va thAm dinh phwong phap phan tich

3.3.1.1. Xay dung phwong phdp dinh lwong va xdc dinh tap chit bang HPLC

Dua trén cong thirc phan tir va cau tric héa hoc ctua cac hop chat nghién

ctru dé tim cac cac dicu kién sac ki phu hop nhu:

- Ban chat pha tinh: tit ca cac hop chit d6i tuong phén tich déu phu hop

phan tich bang sic ki phan bd pha déo sir dung cot RP 18 (Bang 3.17).

- Thanh phan pha dong: duoc khao sat nhur néu trong Bang 3.18.

Bang 3.17. Loai cot HPLC da khao sat xday dung phwong phap phan tich

Hop chit Cot Cot da sir dung
Conessin RP 18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) Phenomenex Luna
Kaempferol RP 18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) Phenomenex Luna
Nuciferin RP 18 (150 x 4,6mm; S5um) Purospher STAR
Bang 3.18. Khdo sdt pha dong va thanh phdn pha déng
£ Pha . A A A s
Hop chat R Thanh phan pha dong Nhan xét
dong
1 MeOH — nuoc (35 : 65) Pic khong cén xung.
5 MeOH - dém phosphat pH 3,0 | Dién tich pic va thoi gian luu 6n
Conessin (35:65) dinh, pic bi kéo duéi.
Dém phosphat -MeOH (65 : Dién tich pic va thoi gian luu 6n
3 35), Pha dong c6 chira 0,1% dinh, pic c6 hinh dang can xung
TEA, diéu chinh pH 3,0 (Hé s6 bat d6i khoang 1,6).
1 MeOH : H;PO, 0,4% (60 : 40) | Dién tich pic khong 6n dinh.
Kaempferol 2 MeOH - NaH,PO, 0 05 M da D}@n tich pic va thoi gian luu 6n
chinh dén pH 2,0 bang H;PO, dinh.
(55:45)
1 ACN: H;O:TEA 0,1%: AcOH Dién tich pic nho.
(56:44:1:0,15)
L ’ ACN: H,O : TEA 0,1%:AcOH Co hién tugng giam dién tich pic.
Nuciferin (27:70,5: 1,5: 1,0)
3 ACN : TEA 0,1%, Gradient C6 hién tuong gidm dién tich pic.
4 ACN : TEA 0,1% (70 : 30) Dién tich pic 16n va on dinh.
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- Budc séng phat hién: detector tir ngoai kha kién UV-VIS loai PDA ¢6
thé quét phd. Dua vao budc song theo tai liéu tham khao hodc quét phd dé tim
budc song thich hop.

- Téc do dong: 1 ml/phat

- Thé tich tiém mau: 20 pul

- Nong d6 dung dich thir: tiy theo mdi chat, khao sat ndng do thich hop

trong khoang tuyén tinh.

- Dung mdi pha mau

Véi mdi hop chat nghién ctru, khao sat tir 2 - 4 pha dong dé lya chon pha
dong phu hop nhat.

Két luan: Tir két qua quét phd UV-VIS (Hinh 3.9 ~ 3.11) Iya chon duoc
budc song phat hién nhu trinh bay ¢ Bang 3.19.

mAU
Detector A:205mm

o ¥ .

LR B L B R R R A R R
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 850 55 60 65 70 mn

Hinh 3.9. SKP va phé UV cua dung dich doi chiéu Conessin

v
Detector A:3620m
1004

N ]
T T T

T T L S S B B B B A I A
00 25 50 5 100 125 150 min

Hinh 3.10. SKP va phé UV ciia dung dich déi chiéu Kaempferol
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Hinh 3.11. SKP va phé UV ciia dung dich @i chiéu Nuciferin

Bang 3.19. Két qua khdo sdt buéc song phat hién

Hop chiat | Budc séng phat hién Nhan xét
Conessin 205 nm Pho hép thu yéu
Kaempferol | 362 nm Co cuc dai hép thu ¢ vung dac hi¢u
Nuciferin 270 nm va 280 nm Kha nang hép thu tai 270 nm manh hon

3.3.1.1. Thdam dinh phwong phdp phén tich

% Tinh thich hop ciia hé thong sdc ki:

Tién hanh tiém lip lai 6 1an dung dich chuan di chuan bi & trén, ghi lai

cac gia tri vé thoi gian luu, dién tich pic. B§ 1ap lai cia h¢ théng duoc biéu thi

bang do 1éch chuan twong d6i RSD cua dién tich pic. Két qua dugc trinh bay &

Bang 3.20.

Bang 3.20. Mot sO thong 6 thé hién sw phu hop cua hé HPLC da lya chon

' Thoi gian | D¢ lap lai Hésb bit , ’ Do lap lai
Hop chat luu 7z thoi gian 48i T So dia li thuyet N | gjgn tich pic
(phut) Iru
Conessin 5,59 0,54% 1,6 3700 0,27
Nuciferin 7,32 0,65% 1,8 4250 0,61
Kaempferol 15,24 0,87% 1,1 11600 0,68
Yéu ciu <2,0% <20 N=>2000 <2,0%
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Nhan xét:
Céc thong s6 thuc nghi¢m thé hién sy phu hop cua hé théng sdc ki d4 lua chon
dé phan tich cac hop chat nghién ctru.
% Tinh ddc hiéu: Tiém 1an lugt dung mdi pha mau, dung dich thir va dung dich
d6i chiu vao hé théng sic ki, két qua cho thay dung dich chuin va dung dich
thir trong Ung cho pic c¢6 thoi gian lyu twong g, con dung moi pha mau khong
cho pic & thoi gian tuong Gmg. Cac dit liéu vé do tinh khiét pic duoc trinh bay &

Hinh 3.12 ~ 3. 14. Hé HPLC dic hiéu véi chit phan tich.

mALU

60
50
40
30
20

10—

0 S - - — | N : S

8] 2 4 6 8 min

| I
[ I

Calculated

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm 5.5 (5] min

Purity results peak

Purity factor : 999.603
Threshold : 999,113

Hinh 3.12. Dir liéu do tinh khiétpic Conessin
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| 220 240 260 280 300 320 340 380 380  nm 11.5 12 125 min
Purity results peak

Purity factor : 999.947

Threshold : 999.941

Hinh 3.13. Dit liéu do tinh khiét pic Kaempferol

mAU f Purity results peak
300 Purity factor : 988.209
] Threshold : 987.545

0 2 4 6 min

\ A
j N
| / | I /‘/ = |
JAN ' I I
4 Calculated 2 \ 4 .“
-_‘-_‘_-E"-ﬁ e — W
I |
200 225 250 275 300 325 350 375  nm 6.5 7 min

Hinh 3.14. Dit liéu d¢ tinh khiét pic Nuciferin

¢ Do chinh xac: Tiém 6 dung dich thir & nong d6 khao sat doi véi moi chat vao

hé thdng sic ki dé khao sat d6 chinh xac, két qua dugc ghi trong Bang 3.21.
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Bang 3.21. Két qua khdo sdt @6 chinh xdc ciia 3 chat

Conessin Kaempferol Nuciferin
Ham Ham Ham
Luong Dién lwong | Luong Dién lwong | Luong | Dién lwrong
can tich pic | nguyén | cdn tich pic | nguyén | cdn tich pic | nguyén
(mg) | (mAu.s) | trang (mg) | (mAu.s) | trang (mg) | (mAu.s) | trang
& & &
1| 25,45 | 6247356 | 97,93 | 36,24 | 1870557 | 96,55 | 9,52 | 69867,0 99,55
2| 24,58 | 6043626 | 98,63 | 37,08 | 1915220 | 96,62 | 11,40 | 83866,1 99,79
3| 25,50 | 6250797 | 97,41 | 37,50 | 1912984 | 95,42 | 11,25 | 83534,2 | 100,72
4| 2542 | 6249362 | 97,93 | 40,42 | 2072142 | 95,90 | 10,12 | 73969,0 99,15
51 25,98 | 6257901 | 97,92 | 36,98 | 1896811 95,95 | 10,13 | 74397,5 99,62
6| 24,74 | 6104579 | 9791 | 36,74 | 1882562 | 95,85 10,18 | 75249,0 | 100,27
Trung 97,96 96,05 99,85
binh (%)
RSD (%) 0,40 0,43 0,56
Nhan xét:

Két qua khao sat cho thay phwong phap HPLC da chon c6 d6 chinh xac

cao véi do léch chuin tuong dbi rat nho, thép nhét 1a 0,04% va cao nhét 1a

0,56%.

% Tinh tuyén tinh: Tiém dung dich chuan trong khoang ndng d6 khao sat vao hé

thdng séc ki dé khao sat do tuyén tinh, két qua dugc ghi trong Bang 3.22 — 3.24.
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Bang 3.22. Két qua khdo sat tinh tuyén tinh véi Conessin

Nbdng d6 C (mg/ml) | 0,05 0,10 0,25 0,375 0,50 1,00
DigntichpicS | 634668 | 1245000 | 2925888 | 4279451 | 5628558 | 11483770
(mAu.s)
"""""" T S oes 510
Phuong trinh hoi qui : /'/
§ = 11371734x + 54440 g e
Hé s twong quan r = 0,9998 /
Bang 3.23. Két qua khao sat tinh tuyén tinh véi Kaempferol
Néng do C (ug/ml) 15,0 22,5 30,0 36,0 45,00
Dién tich pic S 1572,1 2376,5 3130,8 3755.,4 4703,2
(mAu.s)
5000 ¥ = 103,980x + 19,384
4500 r=0,9999
N 4000
Phuong trinh hoi qui .
¥ =103,980x + 19,384 ! o
7 1000
H¢ so twong quan r = 10,9999 so0
Néng d (Hg/m 1)
Bang 3.24. Két qua khao sat tinh tuyén tinh voi Nuciferin
Néng do C (ug/ml) | 10,0 25,0 50,0 100,0 150,0 200,0
DiéntichpicS | 65201 | 1619,47 | 3284,59 | 6754,81 | 9893,33 | 13146,0
(mAu.s)
14000 y = 65,946x + 11,534
12000 r=0,9999
Phuong trinh héi qui g s
§ =65,946x + 11,534 {
H¢ sb tuong quan r = 0,9999 0! ——
Néng d§ (ug/m1)
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Nhén xét: Két qua khao sat cho thdy co su tuong quan tuyén tinh chit

ché giita nong do chat phan tich va dién tich pic dap ung trong khoang noéng do

khao sat doi véi cac hop chat nghién ciru. K&t qua nay dugc sir dung lam co sé

dé lya chon ndng d6 dinh luong cua cac hop chat nghién ciru twong Gng.

¢ D¢ dung: Thém mot lugng chinh xac dung dich chuén vao dung dich thu, sao

cho téng nong do sau khi thém van nam trong khoang tuyén tinh cua phuong

phap. Tién hanh phan tich sic ki dé khao sat 46 dung, két qua dugc ghi trong

Béang 3.25.
Bang 3.25. Két qua khdo sat d¢ diing ciia 3 chdt
. o Thém chuin | Tong lwong | Tilé thu hoi
Mau TT | Da co6 (mg) . .
(mg) tim lai (mg) (Vo)
Conessin 1 22,94 4,741 27,64 99,14
2 22,53 4,741 27,13 97,03
3 21,13 4,741 25,79 98,29
4 21,70 4,741 26,35 98,08
5 20,20 4,741 24,88 98,71
Trung binh 98,25
RSD (%) 0,81
Kaempferol 1 0,5466 0,0882 0,6345 99,70
2 0,5522 0,0882 0,6383 97,66
3 0,5358 0,0882 0,6262 102,46
4 0,5372 0,0882 0,6246 99,12
5 0,5285 0,0882 0,6249 97,93
Trung binh 99,4
RSD (%) 1,93
Nuciferin 1 0,2000 0,2500 0,4555 101,23
2 0,2000 0,5000 0,7153 102,19
3 0,2000 0,7500 0,9530 100,32
4 0,2000 1,0000 1,2149 101,24
5 0,2000 1,2500 1,4525 100,17
Trung binh 101,0
RSD (%) 0,81
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Nhan xét:

Két qua khao sat cho thdy phuong phap phan tich da lya chon cho ti 1&
thu hoi cao, c6 do ding tdt.

*» Gioi han phat hién LOD va gioi han dinh luong LOQ:

Xac dinh LOD duya vao ti 1€ dap ung so véi nhiéu (S/N). Vi¢e xac dinh ti
1¢ S/N dugc tién hanh bang cach so sanh dap tng do duoc ctia mau thir c6 nong
d6 chat phan tich thap da biét voi dap Gng ctia mau trang tir 6 tinh dugc ndng
d6 tdi thiéu cta chat phan tich c6 thé phat hién dugc. Ti 1¢ S/N nam gitta 3 : 1
hodc 2 : 1 thuong dugc chip nhan dé thiét 14p gisi han phat hién. Tir d6 suy gidi
han dinh luong LOQ (LOQ = 3,3 x LOD). Két qua dugc ghi trong Bang 3.26.

Badng 3.26. Két qud khdo sat LOD va LOQ (ug/ml)

Conessin Kaempferol Nuciferin
LOD 10 0,038 0,313
LOQ 33 0,120 1,031

Nhan xét:

Két qua khao sat cho thdy phuong phap HPLC c¢6 d6 nhay cao, gidi han
dinh luong LOQ thép hon néng do dinh luong nhiéu lan. Viéc xac dinh LOQ
chu yéu gitip cho viéc phan tich tap chét.

Tir két qua khao sat dua ra chuong trinh sdc ki cho cac hop chat nghién

cuu ¢ Bang 3.27.

86



Bang 3.27. Chuong trinh sdc ki @é dinh lwong va xdc dinh tap chat
trong nguyén liéu thiét ldp chuan

Piéu kién sic ki Conessin Nuciferin Kaempferol

Cot sac ki RP 18 (250 mm x RP 18 (150 x RP 18 (250 mm x 4,6
4,6 mm; 5 pm) 4,6mm; Sum) mm; 5 um)

Nhiét do cot Nhiét do phong Nhiét d6 phong Nhiét d6 phong

Pha dong Dém phosphat — ACN —-TEA 0,1% Methanol - dung dich
MeOH (65 : 39), (70 : 30) NaH,P0O40,05M da
Pha dong c6 chira diéu chinh pH =2 véi
0,1% TEA, diéu acid H;POy (55 : 45)
chinh pH 3.0

Budc song 205 nm 270 nm 362 nm

Téc d6 dong 0,8 1,0 1,4

(ml/phut)

Thé tich tiém (ul) | 20 10 20

Nong d6 dung Pinh lugng: 0,5 Pinh lugng: 0,125 Pinh lugng: 0,03

dich thtr (mg/ml) Xac dinh tap chit: 0,5 | Xac dinh tap chat: 0,25 | Xac dinh tap chét: 0,045

3.3.2. XAy dung tiéu chuén chit lwong danh gia chit chuin

Can ctr vao tinh chat vat li, héa hoc va muyc dich st dung cia cac nguyén

li¢u thiét 1ap chuan, dya vao két qua cua cac nghién ctru da néu trén, tham khao

ching chi phan tich cta cac chat doi chiu so cap, du kién ti€u chuan chat lugng

ctia chat chuan ddi chiéu héa hoc 1a cac hop chét ty nhién dic trung chiét ra tir

dugc liéu gdm cac chi tiéu va phuong phéap thir duoc tom tat trong Bang 3.28.
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Bang 3.28. Tém tdt cdc chi tiéu va phiong phdp thir ciia cdc chat doi chiéu

Chi tiéu chit lrong Yéu ciu Phuwong phap thi
1. Dinh tinh
- Pho hong ngoai IR | Phai gidng mau chuan hoic phu | Theo TCCL,

- Pho cong hudng tir
hat nhan: 'H- NMR,
PC-NMR

hop v&i phd ddi chiéu trong bo
dit liéu chuan.

Phai gidng mau chuan hoic phu
hop véi phd dbi chiéu trong bod

dtr liéu chuan.

Phu luc 13, 14, 15

Theo TCCL,
Phu luc 13, 14, 15

2. Piém chiy

Phai nam trong khoang diém
chay 1i thuyét ctia chat d6 + 1 °C
hoic phu hop voi diém chay

trong bd dir liéu chuén.

Theo TCCL,
Phu luc 13, 14, 15

3. D¢ tinh khiét Khéng dugc thap hon 95,0%. Theo TCCL,
Phu luc 13, 14, 15
4. Tap chdt lién | Khong duoc vuot qua 3% (Mirc | Theo TCCL,

quan

1) hodc khong dugc vuot qua 5%
(Mirc 2) tinh theo ché pham
nguyén trang, loai nhiing pic co ti
1€ dién tich dudi 0,05%.

Phu luc 13, 14, 15

5. Dinh lugng

Khoéng dugc it hon 95,0% tinh
theo nguyén trang.

Theo TCCL,
Phu luc 13, 14, 15

3.3.3. Ap dung tiéu chuén chit lwgng va phwong phap phan tich da dwoc

thAm dinh dé xac dinh chat lwgng nguyén liéu thiét 1ap chuin

Tién hanh danh gid chat luong nguyén liéu theo TCCL di xay dung
(Bang 3.27) va qui trinh phén tich da cong bd (Phu luc 13, 14, 15).

3.3.3.1. Dinh tinh

Dinh tinh nguyén liéu thiét 1ap chat chuan, st dung phd IR va phd 1D
NMR (‘H — NMR va ">C — NMR), so sanh v&i ph6 ctia mau chuan ghi song song
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cung diéu kién hodc véi phé chuin trong bd dir licu chuin (Muc 3.2). Két qua
phan tich cho thay cac mau nguyén liéu dap ung dung phép thir dinh tinh.
3.3.3.2. Piém chiy

Tién hanh do diém chay, mdi miu do 3 1an, xac dinh diém chay trung
binh, so sanh v&i diém chay 1i thuyét va diém chay da do ghi trong bo dit liéu

chuan (Muc 3.2). Két qua diém chay ciia cac chat dugc tom tat trong Bang 3.29.

Bdng 3.29. Diém chay cia cdc hop chdt dimg lam nguyén liéu thiét Idp chat chudn

Miu thir Piém chay (°C)

Conessin Kaempferol Nuciferin

A 124,5 278,1 164.8

B 124,5 278,2 1649

C 124,6 2717,7 165,2

Trung binh 124,5 278.,0 165,0
Piém chay li thuyét 123,5+1 277 +1 165,5+ 1

Nhdn xét:

Két qua phan tich cho thiy cac miu kiém tra déu dat yéu cau, cho diém
chay dtng nhu két qua ghi trong bd di liéu chuan.
3.3.3.3. Xdc dinh d tinh khiét

Céc hop chit nghién ciru déu 13 cac hop chat két tinh c6 diém nong chay
xac dinh nén c6 thé sir dung phuwong phap quét nhiét vi sai dé xac dinh do tinh
khiét. Két qua dugc néu ¢ muc 3.2.4 cho thay ca 3 chat kiém tra déu dat yéu cau
chét lugng. Do tinh khiét cua cac chat xac dinh duoc véi Conessin 1a 98,53%,
Kaempferol 1a 97,68% va Nuciferin 1a 99,63%.
3.3.3.4. Xdc dinh tap chit lién quan

Yéu cau: Tong ham luong tap chét trong nguyén liéu khong duoc qua
3% tinh theo ché pham nguyén trang, loai nhitng pic c6 ti 1& dién tich dudi

0,05%.
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Tién hanh phwong phap HPLC ghi trong qui trinh phan tich (Phy luc 13,

14, 15). Piéu kién sac ki nhu muc dinh lugng, thoi gian chay sac ki phai gap 2

dén gap 3 1an thoi luu cia pic chinh thu duge trong SKP cua miu thu. Két qua

phan tich tap chat duoc ghi ¢ Bang 3.30 ~ 3.32. Sac ki d6 phan tich tap chat
dugc ghi ¢ Hinh 3.15 ~ 3.17.

Bdng 3.30. Két qud phan tich tap chdt trong nguyén liéu Conessin

Miu Dién tich pic (mAu.s) Ham lwong tap chit (%)

thig | Tap chdt 1| Tapchat2 | Tapchat3 | Tap | Tap | Tap Tong
tr=7.04phut | tx=7,76phit | tx =1038phut | chatl | chat2 | chat3 | tap chat

1 72206 18145 16320 1,14 | 0,29 | 0,26 1,69
2 63224 19363 16615 1,05 0,32 | 0,27 1,64
3 61521 18463 16111 1,03 0,31 0,27 1,61
4 64211 20027 16255 1,08 0,34 | 0,27 1,69
5 66173 19700 16319 1,05 0,31 0,26 1,62
6 65441 19574 20374 1,01 0,30 | 0,31 1,62
Trung binh 1,06 0,31 0,27 1,64

Bdng 3.31. Két qud phan tich tap chdt trong nguyén liéu Kaempferol

Dién tich pic (mAu.s)

Ham hrong tap chat (%)

Mau ’
thir | Tap chat 1 Tap chat 2 Tap chdt 1 | Tap chat2 | Tong tap chat
tn=9,75 phiit tp= 18,15 phut
1 67,1 6,3 1,61 0,15 1,76
2 67,4 6,0 1,62 0,14 1,76
3 68,0 5,7 1,60 0,13 1,74
4 68,9 5,6 1,64 0,13 1,77
Trung binh 1,62 0,14 1,76
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Bdng 3.32. Két qud phdn tich tap chat trong nguyén liéu Nuciferin

Mu thi | Dién tich pic (mAus) | Ham lwgng tap chit
te= 3,33 phiit (%)
1 14,95 0,10
2 14,91 0,10
3 16,02 0,11
4 15,77 0,10
Trung binh 0,10
Nhan xeét:

Két qua phan tich tap chét cho thiy: Mau Conessin c6 3 tap chat vdi cac
thoi gian luu twong tng 13 7,04 phut; 7,76 phat va 10,38 phut. Mau Kaempferol
c6 2 tap chat & cac thoi gian luu tuong Gng 1a 9,75 phat va 18,15 phat. Mau
Nuciferin c6 mot tap chat duy nhat ¢ thoi gian luu 3,33 phat. Cac két qua phan
tich tap chat hoan toan phu hop voi két qua dinh luong va xac dinh do tinh khiét
bang DSC. Sic ki d6 xac dinh tap cht va sic ki d0 mAu tring trong xac dinh tap

chét ctia 3 chat dugc trinh bay & Hinh 3.15 ~ 3.20.
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Hinh 3.15. SKP xdc dinh tap chdt ciia mau Conessin

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=360,100
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Hinh 3.16. SKD madu trdng trong xdc dinh tap chat ciia mau Conessin
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Hinh 3.17. SKD xdc dinh tap chdt ciia mdu Kaempferol

VWDO1 A, Wavelength=362 nm
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Hinh 3.18. SKP madu trdng trong xdc dinh tap chdt cia mdu Kaempferol
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Hinh 3.20. SKP mau trdng trong xdc dinh tap chdt ciia mau Nuciferin

Hinh 3.19. SKD xdc dinh tap chdt ciia mau Nuciferin
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3.3.3.5. Dinh lugng

Yéu cau: Ham luong khong duoc thip hon 95,0% tinh theo nguyén
trang.

Tién hanh dinh lugng nguyén liéu theo qui trinh phan tich (Phy luc 13,
14, 15). Két qua dinh lugng dugc ghi trong Bang 3.33 ~ 3.35.

Bang 3.33. Két qua dinh lrong Conessin nguyén liéu thiét ldp chudn

Mau thir Khdi lwgng Dién tich pic (mAu.s) Ham lwgng
(mg) Pic chinh Tong pic (%)

1 10,21 6247356 6354027 98,32
2 9,81 6048310 6147512 98,39
3 9,64 5880045 5976140 98,39
4 9,35 5851784 5952277 98,31
5 9,91 6179818 6282010 98,37
6 11,46 6373289 6478678 98,37

Ham lwgng trung binh (%) 98,36

RSD (%) 0,04

Bdng 3.34. Két qua dinh lwong Kaempferol nguyén liéu thiét lgp chudn

Miu thit Khdi lwgng Dién tich pic (mAu:s) Ham lwgng
(mg) Pic chinh Tong pic (%)

1 18,12 1870557 1937397 96,55
2 18,54 1915220 1982198 96,62
3 18,75 1912984 2004804 95,42
4 20,21 2072142 2160732 95,90
5 18,49 1896811 1976874 95,95
6 18,37 1882562 1964070 95,85

Ham lugng trung binh (%) 96,05

RSD (%) 0,47
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Bang 3.35. Két qua dinh heong Nuciferin nguyén liéu thiét Idp chudn

Mau thir Khdi lwgng Dién tich pic (mAl{.S) Ham lugng%
(mg) Pic chinh Tong pic

1 25,01 14815,8 14830,6 99,90
2 25,30 15196,8 15213,5 99,89
3 25,02 14983,3 14999,8 99,89
4 24,79 14802,9 14817,7 99,90
5 25,01 15043,4 15058,5 99,90
6 24,88 14862,5 14877,4 99,90
Ham luwgng trung binh (%) 99,90

RSD (%) 0,63

Nhan xét:

Cac mau thir déu c6 ham luong 16n hon 95,0% (tinh theo nguyén trang),
dat yéu cau dé thiét 1ap chat chuan ddi chiéu.
3.3.4. Pong goi va danh gia dong nhat 16

Dong goi, ghi nhan, bao quan: Nguyén li¢u dugc can va dong goi 20
mg/lo, tién hanh déng trong Glove — box, nap khi nito 99,99% vao budng dong,
d6 am tuong d6i trong budng dong xap xi 40%. Ghi nhin theo qui dinh. Bao
quan & nhiét d6 2 — 8 °C, tranh anh sang.

DPadnh gid dong nhdt mdu trong qud trinh déng géi: Theo qui dinh vé lay
mau ngiu nhién dé kiém tra chit luong, s lugng lo thanh pham dugc iy dé
kiém tra dong nhit mau 1a 06 lo. Str dung phuong phép phan tich HPLC nhu
muc dinh luong. Két qua danh gia 4o déng nhét 16 dugc ghi trong Bang 3.36.

Nhdan xét: B9 1ap lai tuong dbi ciia ham luong gitra cac 1o trong mot 16 san
xuat déu c6 RSD duéi 1,0%. Do d6, theo qui dinh cia ASEAN, cac lo thanh
pham cua 16 san xuit c6 ham luong dong nhat. Tir d6 két luan diéu kién dong goi

6n dinh va phu hop.
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Bdng 3.36. Két qua ddnh gia d¢ dong nhat 16

Miu Conessin Kaempferol Nuciferin
thivr | Loso | Ham lwong (%) | Lo sé | Ham lwong (%) | Lo s6 | Ham lwong (%)
1 10 97,93 08 95,44 04 99,25
2 20 98,63 17 95,46 10 99,44
3 30 97,41 30 95,06 24 100,82
4 40 97,93 44 95,36 43 101,49
5 50 97,92 53 95,96 53 100,77
6 60 97,91 60 96,04 75 100,84
Trung binh 97,96 95,55 100,44
RSD (%) 0,40 0,39 0,88

3.3.5. Danh gia lién phong thi nghiém va xac dinh gia tri 4n dinh

Yéu cau: It nhat 2 phong thi nghiém tham gia d4nh gia cho mdi chat

Sau khi dong goi, cac chat chuan vira thiét 1ap duoc giri sang phong thi
nghiém khac (1 hodc 2 phong thi nghiém) dé phén tich danh gia va so sanh két
qua lién phong thi nghiém. Sau d6 dugc xtr li thong ké dé xac dinh gia tri 4n dinh
ghi trén chimg chi phan tich. Két qua chi tiét danh gia lién phong thi nghiém
duoc trinh bay & Phu luc 16A, 17A, 18A. Trong s6 3 chit chuan thiét lap, co
Kaempferol va Nuciferin dugc danh gia ¢ 3 phong thi nghiém dat tiéu chuan ISO
— IEC 17025 va dat tiéu chudn GLP cia WHO, 2 phong thi nghiém cua
VKNTTU la Khoa Thiét 1ap chat chuan va Khoa Kiém nghiém cac dang bao
ché, va 1 phong thi nghiém cta Vién kiém nghiém thudc thanh phd Ho6 Chi
Minh. Conessin duoc danh gia & 2 phong thi nghiém dat dat tiéu chudn ISO —
IEC 17025 va dat tiéu chuan GLP cia WHO (2 phong thi nghiém cua
VKNTTU).

Két qua trung binh cua 2 va 3 phong thi nghiém gidng nhau, phuong

phap phan tich c6 d6 tai lap va do lap lai cao, két qua kiém nghiém déng tin cay.
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Tir két qua danh gia lién phong cua cac phong thi nghiém, két qua dinh
luong da dugc xr li théng ké dé xac dinh gia tri an dinh. Két qua xac dinh gia tri
an dinh duogc trinh bay chi tiét & Phu luc 16B, 17B, 18B. Két qua ham lugng
cong bd cua cac chit chuan ghi trén ching chi phan tich va sb luong chat chuan
thiét 1ap duoc dua ra 6 Bang 3.37.

Bdng 3.37. Két qua ham lwong cong bé
va so luwong cua cac chat chuan da thiet lap dwoc

STT | Hopchit | Hamlwesng ghi b trgng lg 20 me
trén nhin (%) thiét 1ap dugc
1 Conessin 97,80 59
2 | Kaempferol 95,17 50
3 | Nuciferin 100,11 50
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Hinh 3.23. Anh chdt chuan doi chiéu Nuciferin

99



3.4. KET QUA NGHIEN CUU PO ON PINH CUA CHAT CHUAN DOI
CHIEU
3.4.1. Deé cwong nghién ciru do 6n dinh
= Muc dich: Dé danh gia cac chi tiéu chat luong chu yéu cia CCDC
Conessin, Kaempferol, Nuciferin sau thoi gian bdo quan 9 thang va 15 thang.
= Nguyén liéu thir: Mau duoc bao quan & nhiét do 2-8 °C, d6 am 40%,
dung trong lo thily tinh mau nau, nut kin bang nat teflon.
= Céc thong s thir nghiém va yéu cau chét lugng nhu sau:

Bdng 3.38. Cdc chi tiéu chat eong danh gié va giéi han chdap nhén

Chi tiéu thir Gi6i han chip nhin

Tap chat lién quan Khong dugc vuot qua 3% (Mutc 1) hodc khong dugce
vuot qua 5% (Muc 2) tinh theo ché phim nguyén trang,

loai nhitng pic c6 ti 1€ dién tich dudi 0,05%.

Dinh lugng Khong duogc it hon 95,0% tinh theo nguyén trang.

Két qua dinh lugng néu ham luong CCPC nhé hon 95,0% thi mau thir
khong dat yéu cau sir dung lam CCDC nita. Néu két qua dinh luong khong it hon
95,0% nhung chénh léch ham luong giita két qua kiém tra dinh ki va két qua
cong b trén ching chi phan tich 16n hon 1% thi phai diéu chinh lai GTAD da
cong bb.

Tai thoi diém 9 thang kiém tra chét luong dua trén 2 chi tiéu: phan tich
tap chét lién quan dua trén ti 1€ dién tich pic va xac dinh ham lugng hop chét
chinh so vé6i chét chuan lién két (d6i voi Kaempferol va Nuciferin), phan tich tap
chét lién quan va so bg xac dinh ham lugng hop chét chinh.

= Piéu kién HPLC dé phan tich tap chit lién quan va dinh luong:

= Conessin: May sac ki: Agilent 1100. Cot C18, 250 x 4,6 mm; 5 pm.
Pha dong: dung dich dém phosphat pH 3,0 : MeOH (65 : 35). Dung mdi pha
mau: pha dong. Detector UV (205 nm). Toc d6 dong: 0,8 ml/phut. Thé tich tiém
mau: 20 pL.
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= Kaempferol: May sdc ki: HP 1100. Cot C18, 250 x 4,6 mm; 5 um. Pha
dong: Methanol : dd NaH,PO, 0,05M (da diéu chinh pH =2 v&i H3POy) (55
45). Dung mdi pha mau: MeOH va pha dong. Detector UV (362 nm). Toc do
dong: 1,2 ml/phut (& thoi diém 9 thang), 1,4 ml/phut (¢ thoi diém 15 thang). Thé
tich tiém mau: 20 pL.

= Nuciferin: Mdy sic ki: Agilent 1100. Cot C18, 250 x 4,6 mm; 5 um.
Pha dong: Acetonitril : Triethylamin 0,1% (70 : 30). Dung méi pha mau:
Acetonitril. Detector UV (270 nm). Téc d6 dong: 1,0 ml/phat. Thé tich tiém
mau: 20 pL.

= Chuén bi mau thir ¢ phan tich tap chat lién quan:

= Conessin: Can chinh xac khoang 10 mg ché pham vao binh dinh muc
20 ml, hoa tan va pha lodng bang pha dong t6i vira du (dung dich c6 ndng d6 0,5
mg/ml).

s Kaempferol: Can chinh xac khoang 30 mg nguyén li¢u Kaempferol vao
binh dinh mic 100 ml, hoa tan va pha lodng vira du bang methanol. Hat chinh
xac 3 ml dung dich nay, pha lodng dén vira du 20,0 ml bang pha dong (dung dich
c6 noéng d6 0,045 mg/ml).

= Nuciferin: Hoa tan 25,0 mg mau thir trong Acetonitril va pha loing
thanh 100,0 ml v&i cting dung méi (dung dich c6 néng do 0,25 mg/ml)

= Chuén bi mau thir d¢ dinh luong va ban dinh luong CCHC

s Conessin: Dung dich thir: Can chinh xac khoang 10 mg ché pham vao
binh dinh mtc 20 ml, hoa tan va pha lodng vira dii bang pha dong (dung dich c6
noéng d6 0,5 mg/ml).

= Kaempferol: Dung dich chudn: Can chinh xac khoang 20 mg chuin
Kaempferol vao binh dinh muc 100 ml, hoa tan va pha lodng vira du bang
methanol. Hut chinh x4c 3 ml dung dich nay, pha lodng dén vira du 20,0 ml bang
pha dong duoc (dung dich c6 nong d6 0,03 mg/ml). Dung dich thir: Can chinh
xac khoang 20 mg ché pham Kaempferol vao binh dinh mirc 100 ml, hoa tan va

pha lodng vira da bang methanol. Ht chinh x4c 3 ml dung dich nay, pha loing
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dén vira di 20,0 ml bang pha dong (dung dich c6 ndng d6 0,03 mg/ml).

= Nuciferin: Dung dich chudn: Hoa tan 25,0 mg Nuciferin chuan trong
Acetonitril va pha loang thanh 100,0 ml véi cung dung méi. Hut 5,0 ml pha
lodng thanh 10,0 ml v6i cing dung méi (dung dich c¢6 néng do 0,125 mg/ml).
Dung dich thir: Hoa tan 25,0 mg mau thir trong Acetonitril va pha lodng thanh
100,0 ml véi cung dung moi. Hat 5,0 ml pha lodng thanh 10,0 ml véi cung dung
méi (dung dich ¢6 nong do 0,125 mg/ml).

= Cac chi tiéu can nghién ctru tai thoi diém ban dau nhu sau:

Bdng 3.39. Cdc gid tri tai thoi diém ban dau

Hop chit Tap chit lién quan (%) Ham lwgng (%)
Conessin 1,64 97,80
Kaempferol 1,76 95,17
Nuciferin 0,10 100,11

3.4.2. Két qua danh gia do on dinh ciia cic chat chuin ddi chiéu sau 9
thang
3.4.2.1. Két qua ddnh gid dg on dinh ciia Conessin sau 9 thing

Trong dung dich thir, sau khi loai pic dung méi va cac pic tap chat co ti
1¢ phan tram dién tich dudi 0,05% con lai 3 pic tap chét c6 thoi gian luu va dién

tich pic dugc ghi & Bang 3.40.

Bdng 3.40. Két qua phan tich tap chat lién quan ciia Conessin sau 9 thing

Mau thir Ti 18 mdi tap chit (%) Ti 16 Téng tap
Tap chat 1 | Tap chat2 | Tap chat 3 chiit (%)
tr (phut) 7,40 8,04 9,70
A 1,15 0,36 0,24 1,75
B 1,14 0,38 0,23 1,75
C 1,13 0,33 0,24 1,70
Trung binh 1,14 0,36 0,23 1,73
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Nhan xeét: Téng tap chét 1,73% lén hon so voi téng tap chét tai thoi diém
bat dau nghién ciru do on dinh (1,64%) nhung van dudi 3% chimg t6 miu thi

van dat yéu cau chat lugng & mirc 1 sau thoi gian bao quan 9 thang.

Bang 3.41. Két qua ban dinh lirong Conessin sau 9 thang

Mau | Lwong cin Di¢n tich pic Tong dién tich Ham luwgng

thw (2) chinh (mAu.s) pic (mAu.s) | nguyén trang (%)
1 0,0101 5961,537 6067,695 98,25
2 0,0102 5961,584 6079,401 98,06
3 0,0101 5894,754 5997,111 98,29
4 0,0100 5930,756 6036,230 98,25
5 0,0100 5808,881 5909,749 98,29
6 0,0100 5936,532 6035,140 98,37
Trung binh 98,25
RSD (%) 0,11

Nhan xét: Ham lugng trung binh sau 9 thang 1a 98,25% cao hon ham
lugng ghi trén chimg chi phan tich (97,80%). Gia tri RSD bang 0,11% nam trong
pham vi sai s6 phan tich (SKP xac dinh tap chit va dinh luong Conessin ¢ thoi

diém 9 thang duoc trinh bay & Phu luc 19).
3.4.2.2. Két qud ddinh gid dé én dinh ciia Kaempferol sau 9 thing

Trong dung dich thir, sau khi loai pic dung mdi va cac pic tap chat co ti
1€ phén tram di¢n tich dudi 0,05% con lai 2 pic tap chét c6 thoi gian luu va dién

tich pic dugc ghi & Bang 3.42.
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Badng 3.42. Két quad phan tich tap chdt lién quan ciia Kaempferol sau 9 thang

MAu thir Ti 18 mdi tap chit (%) o
> - Til¢ Tong
Tap chat 1 Tap chat 2 A
- tap chat (%)

tr (phut) 15,05 30,96

A 1,63 0,15 1,78

B 1,65 0,15 1,80

C 1,62 0,15 1,77

Trung binh 1,63 0,15 1,78

Nhdn xét: Tong tap chat 1,78% hoi ting nhe so voi tong tap chét tai thoi
diém bat dau nghién ciru d 6n dinh (1,76%) va dudi 3% ching t6 mau thir van

dat yéu cau chit luong & murc 1 sau thoi gian bao quan 9 thang.

Bdng 3.43. Két qua dinh lwong Kaempferol sau 9 thing

Miu thie Luong cn (2) Dién tich pic chinh Hflm lwgng
(mAu.s) nguyén trang (%)
Chuan lién két 0,01020 2187,01

1 0,01015 2155,20 94,97

2 0,01006 2140,18 95,15

3 0,01002 2139,23 95,49

4 0,01002 2134,94 95,30

5 0,01026 2195,86 95,72

6 0,00990 2104,71 95,09
Trung binh 95,29

RSD (%) 0,29

Nhdn xét: Ham lugng trung binh sau 9 thang 1a 95,29% hoi cao hon ham
lugng ghi trén chimg chi phan tich (95,17%). Gia tri RSD bang 0,29% nam trong
pham vi sai sé phan tich (SKP xac dinh tap chat va dinh luong Kaempferol &
thoi diém 9 thang duoc trinh bay & Phu luc 20).
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3.4.2.3. Két qud déinh gid dp on dinh ciia Nuciferin sau 9 thing

Trong dung dich thir, sau khi loai pic dung mdi va cac pic tap chat c6 ti
1¢ phan tram dién tich dudi 0,05% con lai 1 pic tap chat c6 thoi gian luu va dién

tich pic dugc ghi & Bang 3.44.

Badng 3.44. Két qua phan tich tap chdt lién quan ciia Nuciferin sau 9 thang

x R Tong tap chat (%)
Mau thu e = 2.84 phiit
A 0,10
B 0,10
C 0,10
Trung binh 0,10

Nhdn xét: Tong tap chat 0,10% khong thay d6i so v6i tong tap chat tai
thoi diém bat dau nghién ciru d6 6n dinh (0,10%) va dudi 3% ching t6 mau thir

van dat yéu cau chat lugng & mirc 1 sau thoi gian bao quan 9 thang.

Bang 3.45. Két qua dinh lwong Nuciferin sau 9 thang

Miu thic gﬁiqggs% Dién ?;;l;ll)li:)chinh Hz‘lmt:g;.)llglg( (f/l()g)uyén
Chuan lién ket 0,0121 7292,51

1 0,0125 7534,23 100,01
2 0,0124 7506,40 100,44
3 0,0115 6956,16 100,36
4 0,0118 7065,35 99,35
5 0,0122 7370,44 100,24
6 0,0120 7183,56 99,33

Trung binh 99,96

RSD (%) 0,50

Nhdn xét: Ham luong trung binh sau 9 thang 1a 99,96% thap hon ham
luong ghi trén chung chi phan tich (100,11%), gia tri RSD bang 0,50% nam
trong pham vi sai s6 phan tich. (SKP xac dinh tap chit va dinh luong Nuciferin

& thoi diém 9 thang dugc trinh bay ¢ Phu luc 21).
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3.4.3. Két qua danh gia do on dinh cia cac chit chuin doi chiéu sau 15
thang
3.4.3.1. Két qud déinh gia dp on dinh ciia Conessin sau 15 thing
Trong dung dich thir, sau khi loai pic dung mdi va cac pic tap chat co ti
1é phén tram dién tich dudi 0,05% con lai 3 pic tap chét c6 thoi gian luu va dién

tich pic dugc ghi & Bang 3.46.

Bdng 3.46. Két qua phan tich tap chat lién quan ciia Conessin sau 15 thang

Ti 1& mbi tap chit (%)

x ., . - . Tong ta
Mau thw Tap chat 1 Tap chat 2 Tap chat 3 8 o, P
i . i chat (%)
(tx=717) (tx=7.82) (tx=9.97")
A 1,09 0,42 0,35 1,86
B 1,08 0,41 0,27 1,76
C 1,07 0,34 0,29 1,70
Trung binh 1,08 0,39 0,30 1,77

Nhdn xét: Tong tap chat 1,77% 16n hon so véi tong tap chat tai thoi diém
bat ddu nghién ciru 6 6n dinh (1,64%) va thoi diém 9 thang (1,73%) nhung van
nho hon 3% chung t6 mau thir van dat yéu cau vé chi tiéu tap chét lién quan ¢
murc 1 sau thoi gian bao quan 15 thang (SKP xéc dinh tap chat trong Conessin &

thoi diém 15 thang duoc trinh bay ¢ Phu luc 22).

3.4.3.2. Két qua ddnh gid @ én dinh ciia Kaempferol sau 15 thing
Trong dung dich thtr, sau khi loai pic dung méi va cac pic tap chit co ti
1é phén tram dién tich dudi 0,05% con lai 1 pic tap chét c6 thoi gian luu va dién
tich pic dugc ghi & Bang 3.47.
Bang 3.47. Két qua phan tich tap chdt lién quan ciia Kaempferol sau 15 thing

] Ti 18 mdi tap chit (%) Téne tan chit
Mau thir Tap chat 1 Tap chat 2 g(%I;
(tr = 15,04°) (tr = 29,93°)
A 1,56 0,16 1,72
B 1,53 0,15 1,68
C 1,54 0,17 1,71
Trung binh 1,54 0,16 1,70
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Nhan xeét: Téng tap chét 1,70% hoi giam nhe so voi téng tap chét tai thoi
diém bat dau nghién ctru do on dinh (1,76%), sau 9 thang (1,78%) va dudi 3%
chtng t6 mau thtr van dat yéu cau vé chi tiéu tap chét lién quan ¢ murc 1 sau thoi
gian bao quan 15 thang (SKP xac dinh tap chit trong Kaempferol & thoi diém 15
thang dugc trinh bay & Phu luc 23).

3.4.3.3. Két qua déanh gid d én dinh ciia Nuciferin sau 15 thing
Trong dung dich thir, sau khi loai pic dung méi va cac pic tap chat co ti

1€ dién tich dudi 0,05% con lai mét pic tap chét c6 thoi gian luu va dién tich pic

duoc ghi 6 Bang 3.48.

Bang 3.48. Két qua phan tich tap chat lién quan ciia Nuciferin sau 15 thing

Mau thir Téng tap chit (%)
(tr = 2,85 phiit)
A 0,10
B 0,10
C 0,10
Trung binh 0,10

Nhdn xét: Tong tap chat 0,10% khong thay doi so véi tong tap chat tai
thoi diém bat dau nghién ciru d6 6n dinh (0,10%), sau 9 thang va dudi 3% ching
t6 mau thir van dat yéu cau vé chi tiéu tap chat lién quan ¢ murc 1 sau thoi gian
bao quan 15 thang (SKD xac dinh tap chat trong Nuciferin sau 15 thang trinh
bay & Phu luc 24).

3.5. KET QUA UNG DUNG CHAT CHUAN DBOI CHIEU

St dung cac chat chuan dbi chiéu da thiét 1ap dé dinh luong hoat chat
trong hai duogc li¢u (1a cay Pon 14 do, 14 cay Che Véng, su dung chat chuan
Kaempferol) va mot san pham dong duoc dugce bao ché dudi dang vién nén (vién

nén bao phim Méc hoa trang HT, st dung chat chuan Conessin).
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3.5.1. Dinh lugng Kaempferol trong dugc li¢u
3.5.1.1. Dinh lwong Kaempferol trong la cdy Don la do
% Chudan bi mdu thir:

Tham khao két qua khao sat qua trinh chiét ching t6i dwa ra qui trinh xir
1i mau dé dinh luong Kaempferol trong dugc li¢u Pon 1a d6 nhu sau:

Can chinh xac khoang 0,25 g bdt dugc li¢u Pon 14 do (da xac dinh ham
am) thém 50 ml methanol va 1,5 ml acid hydrochloric dic, dun hoi luu cach thiy
40 phut ¢ 70 °C, dé ngudi, loc 1y dich methanol. Tién hanh qua trinh chiét nhu
vay thém 2 1an nita. Gop dich chiét methanol, thu hdi dung méi dudi ap suét
giam & nhiét do 40 °C t6i khi dung dich con khoang 10 ml. Chuyén vao binh
dinh mirc dung tich 25 ml, trang binh cau bang methanol va thém methanol t&i
du thé tich, lic déu roi loc qua mang loc kich thuéc 0,45 pum thu dugc dung dich
thir dé dinh luong Kaempferol trong duoc lidu.

% Piéu kién sdc ki:

Dua vao tai liéu tham khao [130], [155], va diéu kién hién co ctia phong
thi nghiém, tién hanh khao sat va lya chon diéu kién sic ki dé dinh luong
Kaempferol nhu sau:

- Cot sdc ki ODS-3 (250 mm x 4,6 mm x 5 um), nhiét d6 cot 40 °C

- Detector DAD, A =370 nm

- Pha dong: B&ém phosphat 10 mM, pH = 2.5 : acetonitril (60 : 40)

- Téc @6 dong: 1,2 ml/phut

- Thé tich tiém: 50 pl

- Thoi gian chay sac ki 10 phiit (thoi gian luu khoang 7,5 pht)

% Tham dinh phwong phép dinh lwong

Tién hanh tham dinh phuong phép dinh lwong Kaempferol trong duoc
lidu Pon 14 do v6i cac ndi dung sau: xac dinh khoang tuyén tinh; gidi han phat
hién (LOD) va giéi han dinh lugng (LOQ); do 1ap lai va 4o ding.

= Tinh thich hop ciia hé thong

Pé xac dinh tinh thich hop cua hé thdng, tién hanh tiém 6 lan dung dich
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chuin Kaempferol 2 pg/ml vao hé théng HPLC va tién hanh sic ki theo diéu
kién da chon. Xac dinh thoi gian luu, dién tich pic. Két qua khao sat tinh thich
hop ctia hé thong sac ki dugc thé hién ¢ Bang 3.49.
Bdng 3.49 - Két qua khdo sat tinh thich hop cia hé thong sdc ki dinh lwong
Kaempferol trong la Pon ld do

TT Thoi gian luu (phat) | Dién tich pic (mAu.s)
1 7,682 1818229

2 7,695 1843719

3 7,700 1859433

4 7,698 1799476

5 7,703 1836602

6 7,690 1810590

Trung binh 7,695 1828008

SD 0,008 22455

RSD (%) 0,099 1,228

Nhdn xét: Két qua khao sat tinh thich hop cta hé théng cho thdy do léch
chuan twong d6i (RSD) ciia thoi gian luu va dién tich pic trong cac phép thir 1an
luot 14 0,099 va 1,288, déu nho hon 2%. Diéu d6 ching t6 hé théng HPLC da su
dung 1a thich hop dé dinh tinh, dinh luong Kaempferol trong dugc li¢u.

» Tinh dac hiéu

Tién hanh sic ky dung dich chuan va dung dich thir theo diéu kién nhu &
trén. Ghi lai thoi gian luu cua pic. Két qua dinh tinh duoc thé hién ¢ Hinh 3.24
va Hinh 3.25.

Nhdn xét: Két qua trén sac ky do cho thay dung dich thir cho 1 pic c6
thoi gian luu tg= 7,797 phut tuong tu thoi gian luu cua pic Kaempferol cua

dung dich chuan (tg= 7,822 phit), hé sic ki dic hiéu v6i chat phan tich.
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Hinh 3.25. Sdc ky d6 dich chiét don ld do
* Do chinh xac
Tién hanh dinh luong 6 mau thir dugc chuén bi theo qui trinh x1r 1i mau
nhu trén vé6i diéu kién sic ki da chon. Ham luong Kaempferol ¢ trong mau
duogc li¢u dem thur dugc tinh theo cong thuc:

&x C.xVx10° .

X (%)= 100 17)

c my

trong do: St, Sc: Dién tich pic ctia mau thtr va miu chudn tuong Gng.
Cc: Nong @6 Kaempferol trong dung dich chuan (pg/ml)
V:  Thé tich miu dung dich thir (V = 25 ml)
mg.  Khdi luong duoc lidu d3 can (g)

Két qua duoc trinh bay nhu ¢ Bang 3.50.
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Bang 3.50. Két qua khdo st @ chinh xdc cia phwong phdp dinh lwong
Kaempferol trong duoc lieu Pon ld do

Miu Khoi lrgng dwoc Dién tich pic Ham lugng
liéu (g) (mAU.s) (%)
Thu 1 0,2523 13013904 0,2123
Thu 2 0,2509 12834076 0,2105
Thu 3 0,2254 11206301 0,2037
Thu 4 0,2612 13991921 0,2209
Thu 5 0,2553 13003456 0,2097
Thu 6 0,2375 12007498 0,2076
Trung binh (%) 0,2108
RSD (%) 2,73

Nhén xét: Két qua thtr d6 chinh xac cta phuong phap cho thiy trong cac
diéu kién sac ki da chon, do léch chuan tuong ddi thu dugc 1a 2,73%. Nhu vay
phuong phép dat yéu cau vé do chinh xAc.

= Khodng tuyén tinh

Pha cic dung dich chuan tir Kaempferol chuin c6 cac néng do trong
khoang 1 - 40 pg/ml. Tién hanh sic ki nhu diéu kién di chon va ghi két qua dién
tich pic twong mg véi cac nong do trén. Lap duong chuan phu thudc giita dién
tich pic va ndng do twong tmg. Két qua xac dinh khoang tuyén tinh va phuong
trinh dudng chuan duogc thé hién & Bang 3.51 va Hinh 3.26.

Bdng 3.51. Két qua xdc dinh khodng tuyén tinh ciia phicong phdp dinh luong
Kaempferol trong duoc lieu Pon la do

Nong d¢ dung dich (ug/ml) Dién tich pic (mAU.s)
1 842356
5 4092174
10 8003489
25 19456641
40 31788750
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Hinh 3.26. D6 thi khao sdt khodang tuyén tinh ciia phwong phdp dinh lwong
Kaempferol trong duoc liéu Pon la do

* Do dung

Thém chinh xac 1 ml, 2 ml, 3 ml dung dich chuan ndng d6 120 pg/ml

vao mau thir. Xt 1i cac mau thir theo qui trinh da x4y dung. Két qua khao sat do

dung bang phuong phap thém duoc trinh bay ¢ Bang 3.52.

Bang 3.52. Két qua tham dinh do diing ciia phwong phdp dinh lrong Kaempferol
trong duwoc lieu Pon la do

STT | Luwong can | Luwgng thém vao | Lwgng tim lai Ti 1€ tim lai (%)
(® (mg) (mg)

1 0,1324 0,12 0,113 94,17
2 0,1498 0,12 0,114 95,00
3 0,1381 0,24 0,227 94,58
4 0,1428 0,24 0,226 94,17
5 0,1447 0,36 0,338 93,89
6 0,1398 0,36 0,343 95,28
Trung binh 94,52

RSD (%) 0,31

Nhdn xét: Két qua trén cho thiy phuong phéap c6 d6 dung trong khoang

khao sat v6i kha ning tim lai trung binh 1a 94,52%, dap tng dugc yéu cau cia

phuong phép phan tich bang HPLC ap dung cho dugc liéu (yéu cau 90 - 110%).

» Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh lwong (LOQ)

Tién hanh phan tich mau trang thém chuan mtrc nong do gan gidi han
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phat hién, mdi néng d6 phan tich 3 lan va tinh gi4 tri chiéu cao pic chia cho
nhidu duong nén (S/N). Nong d6 ma tai d6 co ti 16 S/N 16n hon va sat gia tri 3
nhat 12 giéi han phat hién (LOD). Két qua xac dinh giéi han phat hién thu dugc:
LOD = 0,01 pg/ml. Tur d6 xac dinh dugc gidi han dinh lugng LOQ = 0,033
ug/ml (Hinh 3.27).

Hinh 3.27. SKP tai gioi han dinh lwong Kaempferol trong duoc licu Don la do
% Dinh lvong Kaempferol trong Don la do
T két qua xac dinh do lip lai (Bang 3.48), suy ra ham lugng
Kaempferol trong mau Pon 14 d6 dem thir 14 0,211%, RSD = 2,73%.
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Hinh 3.28. SKDP dinh lvong Kaempferol trong dwoc liéu Pon la do.

3.5.1.2. Dinh lugng Kaempferol trong la ciy Ché v&ng

¢ Chuan bi mau thi tir duwoc liéu che vang:
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Can chinh x4c khoang 0,50 g bot duoc liéu Ché vang (d3 xac dinh ham am)
thém 50 ml methanol va 1,5 ml acid hydrochloric dic, dun hoéi luu cach thay 40
phuat ¢ 70 °C, dé ngudi, loc iy dich methanol. Tién hanh qu4 trinh chiét nhu vay
thém 2 1an nita. Gop dich chiét methanol, thu hdi dung méi dudi ap suit giam &
nhiét d6 40 °C t6i khi dung dich con khoang 10 ml. Chuyén vao binh dinh murc
dung tich 25 ml, trang binh ciu bang methanol va thém methanol t&i dii thé tich,
lac déu roi loc qua mang loc kich thudc 0,45 um thu dugc dung dich thar dé dinh
luong Kaempferol trong dugc lidu.

% Két quad dinh lwong:

- Chuén bi 6 dung dich thir tir duoc lidu Che vang.

- Tién hanh sic ki nhu diéu kién da chon & phan dinh luong Kaempferol
trong dugc liéu Pon 14 d6. Tinh ham luong Kaempferol c6 trong miu Ché vang

theo cong thirc (17). Két qua duoc trinh bay nhu ¢ Bang 3.53 va Hinh 3.29.

Bdng 3.53. Két qua dinh lwong Kaempferol trong duwoc liéu Ché vang

Mau thic Khdi lwgng duoc Dién tich Pic Ham lwong (%)
liéu (g) (mAU.s)

1 0,6038 11027745 0,074

2 0,6246 11052134 0,072

3 0,5034 8429425 0,067

4 0,5384 9929448 0,075

5 0,5694 10133101 0,072

6 0,5032 8991856 0,072
Ham lwgng trung binh (%) 0,072

RSD (%) 3,60
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Hinh 3.29. SKD dinh lwong Kaempferol trong dwoc liéu Ché vang

Nhdn xét: Ham luong Kaempferol c6 trong duoc liéu Ché ving khoang
0,072%. Nhu vay Che vang cling c6 thé xem xét dé sir dung 1am nguyén liéu
chiét xuat Kaempferol 1am CCDC.

3.5.2. Dinh lwong Conessin trong ché pham déng duoc
3.5.2.1. Mdu nghién ciru
M3u nghién ctru 14 vién nén bao phim Mdc hoa trang HT. Mbi vién nén

bao phim chura:

Cao dic moc hoa tring (Tiéu chuan co s6): 136 mg
Berberin clorid (DDVN I1I): Smg
Cao mdc huong (Tiéu chuin co s6): 10 mg
Ta duoc viura du: 1 vién

3.5.2.2. Xdy dung va thim dinh phwong phadp dinh luwgng Conessin trong vién
nén bao phim Mpc hoa tring HT
¢ Xay dung phuong phap

= Diéu kién sdc ki

Cot Inertsil ODS-3 (250 x 4,6 mm; Sum). Detector Diode Array véi
budc song chi thi 205 nm. Toc d6 dong: 1,2 ml/phat. Thé tich tiém: 20 pl. Nhiét
do cot: nhiét do phong. Pha dong: dung moi A: MeOH; dung moi B: dung dich
KH,PO,4 25 mM pH = 3 (Hoa tan 3,4 g KH,PO, trong 1000 ml nudc, thém 3 ml
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triethylamin diéu chinh dén pH = 3,0 bang acid phosphoric). Chuong trinh
gradient dung moi trinh bay ¢ Bang 3.54.

Bang 3.54. Chuong trinh gradient dung moi dinh lwong Conessin
trong vién nén Moc hoa trang HT

Thoi gian (phut) | Dung méi A | Dung moi B
0-20 24 76
20-21 24 — 45 76 — 55

= Phwong phdp xir li mdu:

Dung dich chudn: Dung dich Conessin chuan trong dung dich HCI 0,IN
c6 ndng do khoang 0,12 mg/ml.

Dung dich thir: Lay 20 vién, loai bé 16p bao ngoai, can va tinh khoi
lugng trung binh vién, nghién min. Can chinh xac mot luong ché pham tuong
mg khoang 2 vién vao Ong li tim thily tinh c6 niit xody, thém 2 g nhom oxyd
trung tinh, tron déu. Lam 4m bang amoniac dic (khoang 1,2 ml), dé yén trong 15
phut, thém 20 ml dicloromethan, lic manh bang tay trong 2 phut, lic siéu 4m
trong 20 phut, dé ngudi. Li tim vai toe d6 2 500 vong/phit trong 10 phit, gan
liy dich 1i tim. Can trong 6ng 1i tim tiép tuc chiét nhu trén 4 lan nira, mdi lan
voi 15 ml dicloromethan. Gop cac dich li tdm, c¢6 nhe trén céach thuy dén can.
Hoa tan can vira du trong 20 ml dung dich acid hydrocloric 0,1N. Loc qua mang
loc 0,45 um duoc dung dich tiém séc ki.

= Tién hanh:

Tiém riéng biét 20 pl cac dung dich thir va dung dich chuén vao hé thong
séc ki, tién hanh séc ki theo diéu kién dd mo td. Ghi nhan SKD.

= Két qua:

- Dinh tinh: SKD cta dung dich thir phai cho pic ¢6 cung thoi gian luu
vé6i pic cua Conessin trong SKP ctia dung dich chuan.

- Pinh lrong: Ham lugng Conessin (mg) trong mdi vién tinh theo khi

lugng trung binh vién dugc tinh theo cong thirc:
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trong d6:  St, Sc lan luot 1a dién tich pic Conessin thu dugc trong SKD

X (mg/vién) = ;—TxCCx20xﬂ

my

ctia dung dich thir va chuan tuong tmg.

Cc: Nong d6 conessin trong dung dich chuan (mg/ml)

my: Khoi lugng trung binh vién (g)

my: Khéi luong can miu thi (g).

% Tham dinh phuong phap

= Tinh thich hop ciia hé thong sdac ki: Tiém lap lai 6 1an dung dich chuan
Conessin trong dung dich acid hydrocloric 0,IN c¢6 nong d6 0,122 mg/ml. Két

qua dugc trinh bay ¢ Bang 3.55.

Bdng 3.55. Khdo sat tinh thich hop ciia hé thong sdc ki dinh lwong Conessin

trong vién nén bao phim Mc hoa trang HT

STT Dién tich (mAu.s) Thaoi gian luu (phit)
1 3546398 15,667
2 3497145 15,520
3 3499551 15,607
4 3578484 15,693
5 3495750 15,520
6 3577646 15,473
Trung binh 3532496 15,580
RSD 1,13% 0,57%
So6 dia li thuyét: 3368
H¢ s6 bt doi: 1,94

Nhu vay hé thong sic ki thich hop st dung cho phén tich.

= Tinh ddc hiéu: V6i phuong phap da chon, tién hanh tiém vao hé thong

sac ki lan luot cac dung dich sau :

- Dung méi pha mau: Dung dich acid hydrocloric 0,1N.
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- Dung dich mAu trang: Tién hanh ty tao mot mau tring gdm 2 thanh phan
1a cao mdc hwong va berberin clorid véi luong twong Gmg cua 2 vién. Tiép tuc
tién hanh xt li mau nhu trén thu dugce dung dich miu trang.

-Dung dich chuan: Dung chuan Conessin trong acid hydrocloric 0,1N ¢6
ndéng do 0,122 mg/ml.

Két qua phan tich cho thay: trén SKP ciia mau chuan c6 pic Conessin
v6i thoi gian luu 15,08 phat; SKD ciia dung méi pha mau va miu trang khong co

pic tai vi tri ndy. Nhu vay phuong phép c6 tinh dic hiéu véi ddi tugng phén tich.
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Hinh 3.30. SKD khao sat tinh dac hiéu cua phwong phdp dinh lwong Conessin
trong vién néen bao phim Moc hoa trang HT
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Hinh 3.31. Ph6 UV va dé tinh khiét pic hoat chdt trong dung dich mau thir vién

nén bao phim Moc hoa trang HT
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» D6 chinh xdc: Tién hanh dinh luong mau thir 1ap lai trén 6 mau véi
phuong phap xu 1i mau va diéu kién sac ki nhu trén. Két qua duoc trinh bay &

Béang 3.56 va Hinh 3.31.

Bang 3.56. Khao sat do chinh xdc cua phiwong phdp dinh lwong Conessin
trong vién nén bao phim Moc hoa trang HT

Maiu thir | Luwong can (g) Dién tich (mAu.s) Ham lugng (mg/vién)
1 1,1678 3145745 1,4790
2 1,1659 3189776 1,5022
3 1,1651 3147805 1,4834
4 1,1682 3171522 1,4906
5 1,1668 3146794 1,4808
6 1,1669 3147578 1,4810
Trung binh 1,4862
RSD (%) 0,59
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Hinh 3.32. SKD dinh luwong C:Agurlzsessin trong vién nén bao phim
Méc hoa tring HT
Nhdn xét: Do lap lai caa phuong phap 1a kha tét (RSD = 0,59%), dap
{mg yéu cau cho phan tich dinh luong.
= D§ chinh xdc trung gian: Tién hanh thir do 1ap lai vao ngay khac, két

qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.57.
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Bang 3.57. Khao sat do chinh xac trung gian (khdc ngay) cua phwong phap
dinh luong Conessin trong vién nén bao phim Moc hoa trang HT

Maiu thir | Lwong cin (g) | Dién tich (mAu.s) | Ham lwong (mg/vién)

1 1,1056 2802970 1,3803
2 1,1324 2908230 1,3982
3 1,1493 2996689 1,4196
4 1,1368 2978625 1,4265
5 1,1356 2953067 1,4158
6 1,1354 2913288 1,3970

Trung binh 1,4062

RSD (%) 1,1

So sanh két qua thir d6 lap lai gitra hai lan thir nghiém: St dung test F:
Frn= 3,86 <5,05 [F;(0,05; 5; 5) = 5,05]. Vay phuong phap c6 do chinh xéc dat

yéu cau.

= Tinh tuyén tinh: Pha mot diy cac dung dich chuén trong dung dich HCI

0,IN c6 ndng do tir 30 dén 500 pg/ml, tién hanh sic ki theo diéu kién nhu trén.

Két qua duogc trinh bay ¢ Bang 3.58 va Hinh 3.33.

Bdng 3.58. Khdo sdt khodng tuyén tinh ciia phwong phap dinh lrong
Conessin trong vién nén bao phim Moc hoa trang HT

Néng do (ug/ml) 30,624 61,247 122,494 183,742 244989 | 489,978
Dién tich (mAu.s) | 766546 | 1605356 | 3325735 | 5416460 | 6903232 | 14003104
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Hinh 3.33. Khdo sdt tinh tuyén tinh ciia phwong phdp dinh hrong Conessin trong
vién nén bao phim Moc hoa trang HT
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Nhén xét: Nhu vay & ndng do khao sat tir 30 dén 500 pg/ml c6 su twong

quan tuyén tinh chat ché giita nong do dung dich va dién tich pic twong tng thu

dugc, khoang tuyén tinh rong va co diém can dudi thap cho phép phén tich tot

ham luong hoat chét trong dugc liéu va ché pham dong duoc.

= PG diing: Thém chinh xac lugng 30% chat chuan vao mau thir da biét

ham luong, xir li mau va sic ki theo diéu kién nhu trén. Két qua duoc trinh bay &

Bang 3.59.

Nhén xét: Két qua trén cho thdy kha ning thu hoi cua phuong phap la
kha tot (101,9%) vé6i dao dong tir 90% dén 110% 1a chap nhan dugc cho phan

tich trong ché pham dong duoc.

Bang 3.59. Khao sat do ding cua phwong phdp dinh lwong Conessin trong
vién nén bao phim Moc hoa trang HT

Luwgng can Dién tich | Lwong théem | Lwong tim | Til¢ thu

o (2) (mAu.s) vao (mg) lai (mg) hdi (%)
1 0,9503 3133659 0,4491 0,3906 86,97
2 0,9672 3351793 0,4491 0,5292 117,81
3 0,9624 3179174 0,4491 0,4001 89,09
4 0,9684 3265154 0,4491 0,4562 101,58
5 0,9581 3228465 0,4491 0,4498 100,15
6 0,9560 3167004 0,4491 0,4048 90,12
7 0,9695 3327392 0,4491 0,5042 112,25
8 0,9672 3324859 0,4491 0,5073 112,96
9 0,9653 3279672 0,4491 0,4750 105,76
Trung binh 101,86

» Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh luvong (LOQ):

LOD: Tiém vao hé thong sic ki cac dung dich chuan c6 nong do 15, 10

va 5 pg/ml. Dung dung dich méu tring dugc chuan bi ¢ trén dé pha 7 dung dich
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Conessin c6 néng do khoang 10 pg/ml. Tién hanh phan tich véi diéu kién séc ki

nhu trén. Ghi di¢n tich pic, tinh do 1€ch chuan (). Gia tri LOD duoc tinh theo

cong thuc sau: LOD (pg/ml) = 33x§
a
trong do: S: do 1éch chuén cua dién tich pic Conessin

a: hé sd goc cua dudng hoi qui tuyén tinh (y = ax + b)
giita ndng do va dap ung pic cua chat can phan tich.
Két qua duoc trinh bay & Bang 3.60.
Gi6i han phat hién LOD = 0,92 ug/ml; tuong ung véi 9,2 ug
Conessin/vién. Gidi han dinh lugng LOQ = 3,3 x 0,92 = 3,04 pg/ml; twong ung
vo1 30,4 ng Conessin/vién.

Bdng 3.60. Két qud khdo sat LOD ciia phwong phap dinh lwong
Conessin trong vién nén bao phim Moc hoa trang HT

TT 1 2 3 4 5 6 7 0

S (mAu.s) | 195694 | 208487 | 207209 | 193939 | 210874 | 190414 | 198100 | 8060,6

= Két qua dinh lwong Conessin trong vién nén bao phim Mgc hoa trang
HT

Tir két qua xac dinh do chinh xac cua phuwong phap (Bang 3.56) suy ra
ham luong trung binh ciia Conessin trong vién nén bao phim Méc hoa tring HT
1a 1,49 mg/vién.

« Két ludn:

Phuong phap dinh lugng di xay dung c6 do chinh xac, do dung tot, co
khoang tuyén tinh rong va tuyén tinh xudng nong do thap dong thoi co gidi han
phap hién va giéi han dinh luong thap do dé thich hop cho phan tich thanh phan
hoat chat trong mau ché pham doéng duoc c6 thanh phan phirc tap va ham luong

hoat chat khong 6n dinh.
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Chwong 4
BAN LUAN
4.1.  VE VIEC LUA CHON POI TUQNG NGHIEN CUU

Ba dbi tugng dugc lya chon nghién cuu thiét lap CCBC la Conessin,
Nuciferin va Kaempferol. Qua qué trinh tham khao tai li¢u, cac dugc li€u sau day
da duoc lya chon: vo than cay Mitc hoa tréng dung dé chiét xuat Conessin, 14 cay
Sen dung dé chiét xudt Nuciferin va 14 cay Don 14 d6 dung dé chiét xuét
Kaempferol. Céac dugc li¢u trén dugc lya chon vi nhitng 1i do sau:

- Pay 1a nhitng dugc liéu c6 hop chat chinh 1a cac ddi twong nghién ctu
ctia dé tai, vi vay, ham luong hop chét du 16n dé tién hanh qué trinh chiét xuét.

- Cac duoc liéu nay phan b rong rdi ¢ Viét Nam, dd c6 nhimng nghién ctru
co ban vé duogc liéu hoc cua cac tac gia trong nude [1], [15], [21], [22], [23], [29],
[30], [33], [39], [40], nghién ctru phuong phap dinh tinh dinh luong hop chit trong
cac ddi tugng khac nhau bang HPTLC, HPLC cua céac tac gia nudc ngoai [87],
[99], [102], [107], [130], [155].

- Céc dugc lidu nay déu c6 tiéu chudn co sé trong DDVN IV, ¢6 ché phdm
lwu hanh trén thi truong, 1a cac san pham dong dugc cia cic nha san xuét trong
nuée. Hién nay, do chuwa c6 CCDC nén trong tiéu chuan thanh pham cac nha san
xudt chua dua ra duoc phuong phap phan tich dic hiéu. Vi vay, két qua nghién ciru
thiét 1ap chuan co thé tiép tuc dugc s dung dé nghién ctru xay dung va nang cao
chi tiéu chét luong cua ché pham thude, gop phan vao viéc hién dai hoa cac phuong
phap kiém nghi¢m thube dong duoc va dugc li€u, cling nhu hoan thién cac chuyén
luan cuia DBVN.

Xuit phat tr viéc lga chon ddi tuong va nguyén liéu nghién ctu nhu trén,

két qua nghién ctru dat duoc cé y nghia khoa hoc va thuc tién.

42.  VE CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUU PA SU DUNG
4.2.1 Nhoém cac phwong phép chiét xuit, phan lap, tinh ché

Dé chiét nhom chét tir duoc lidu co thé st dung mot trong s cac phuong
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phap hoic két hop cac phuong phap sau: ngdm (ngdm noéng, ngam lanh), ngdm kiét,
chiét Soxhlet, chiét béng siéu am, chiét siéu toc, chiét nguoc dong [8], [49]... Viéc
lua chon cac phuong phap chiét phu thudc vao dac diém duoc liéu, nhom hop chét
can chiét, diéu kién phong thi nghiém va dic biét 1a muc dich st dung hdn hop
chiét. Néu chiét hop chit toan phan dé lam cao 10ng, cao dic dung trong san xuét
dugc pham thi yéu cau vé hiéu suét chiét 1a quan trong vi lién quan dén chi phi san
xudt va gia thanh san pham. Dé chiét nhom hop chét dé lam CCDC thi yéu cau vé
tinh chon loc ctia qué trinh chiét xuit duoc quan tam hon, dé c6 thé thu duge san
pham chiét it tap chét, thuan loi cho qua trinh phén lap va tinh ché tiép theo. Mot sb
yéu t6 anh huong chinh dén qua trinh chiét xuat duoc liéu nhu anh huong cia nhiét
do, dung moi chiét cling da duoc khao sat, nham lua chon diéu kién chiét toi vu cho
muc dich nghién ctru, vu tién st dung cac dung moi it doc, dé& kiém.

Sau khi thu duoc dich chiét toan ph?m, thuc hién qua trinh phan 1ap dé tach
riéng dbi twong nghién ctru. Dé phan 1ap cac hop chét ty nhién c6 thé ding mot
trong cac ki thuat: sdc ki 16p mdng diéu ché, sic ki cot, sic ki long diéu ché, phan
lap bang phuong phap phan bd vao dung méi [53], [119]. Viéc phan 1ap cac hop
chat nghién ciru trong dé tai dua trén cic qua trinh hoa li nhu dya vao tinh tan cia
hop chit trong dung mdi, kha ning tham thu, kha ning phan bd cta chat vao moi
truong, hodc dua trén cac qua trinh hoa hoc béng cach tao phan trng hoa hoc dé ¢o
1ap hop chat can tach dudi dang san pham cua qua trinh phan mg, thuc hién phan
Gmg hoa hoc lan thir hai dé chuyén san pham thanh chat ban diu. Hop chat
Nuciferin va Kaempferol dugc phan lap béng ki thuat sic ki cot, 1a ki thuat phé
bién nhat dugc thuc hién tai hau hét cac phong thi nghiém vé hop chét thién nhién.
Ki thuat nay khong doi hoi trang thiét bi dat tién va van hanh phirc tap nhu ki thuat
PHPLC, hop chit thu dugc sau phan 1ap dat yéu ciu vé do tinh khiét dé tiép tuc
tinh ché 1am nguyén liéu thiét 14p chét chuan d6i chiéu. Hop chit Conessin dugc
phan 1ap dua trén tinh chat hoa hoc dic thu ciia Conessin 13 c6 thé tao hop chat két
tinh v&i acid oxalic trong ethanol, san pham phan Gng 1a Conessin hydrooxalat

dugc tach ra khoi moi trudng phan tng rdi chuyén thanh Conessin base va tiép tuc
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chiét bang dung méi hiru co.

Tuy thudc vao mirc do tinh khiét cia hop chat sau phan 1ap, qua trinh tinh
ché c6 thé duoc thyuc hién bang mdt trong cac phuong phap sau: néu hop chét sau
phan 1ap da co do tinh khiét kha cao thi chi can tinh ché don gian bang cach két
tinh lai trong dung méi nhiéu lan, néu hop chét sau phan lap c6 do tinh khiét chua
cao thi qua trinh tinh ché co thé thuc hién béng cach lap lai qué trinh sac ki cot nhu
giai doan phan lap dé lwa chon phan doan tinh khiét hon, hoic thay dbi dung moi
ria giai hodc kiéu séc ki. Hop chat Nuciferin sau khi phan lap da dat dugc do tinh
khiét kha cao (khoang 96,2%), vi vy qua trinh tinh ché tiép theo dugc thyc hién
don gian bang cach két tinh lai trong dung méi ¢ nhiét do thap (2 - 8 °C). Hop chat
Conessin dugc tinh ché bang ki thuat sic ki cot nhanh 13 ki thuat cai tién cta sic ki
cot dé rat ngin thoi gian chay miu va 1am ting d6 phan giai. Hop chit Kaempferol
duoc tinh ché béng cach 1ap lai qua trinh sac ki cot, st dung chét nhoi cot Sephadex
LH-20, 1ay phan doan tinh khiét hon.

Sau giai doan chiét xuét, phan 1ap, tinh ché, ca 3 hop chat déu dat duoc
muc do tinh khiét dap tmg yéu cau sir dung 1am nguyén liéu thiét lap CCDC sir
dung trong phuong phap dinh luong bang HPLC, theo hudéng dan cua T chirc y té
thé gidi vé thiét 1ap, duy tri va phan phdi CCDC hoa hoc [148].

4.2.2. Nhém cic phwong phap nhan dang, xac dinh d§ tinh khiét

Theo cac tai liéu hudéng dan thiét 1ap CCPC cuia WHO [148] va cia khu
vuc ASEAN [65], [66], d¢ dinh tinh mot CCDC can phai sir dung phd IR. Truong
hop khéng c6 phd d6i chiéu dang tin cy hodc trudng hop mé ta dic tinh mot chat
moi thi can phai xac minh nhan dang chat d6 bang mot sé ki thuat nhu nghién ctru
tinh thé hoc, phd NMR, MS, phan tich nhom chirc, va cac phuong phap khac co
thé, dé dam bao mot CCPC duge mb ta dic tinh ddy du. Trong nghién ctru ndy, ca
ba hop chét thiét 1ap chuan déu 1a nhimg hop chat da biét ciu trac, vi vay, chi can
sir dung pho IR 1a dat yéu ciu nhan dang CCPC. Tuy nhién, tham khao chimg chi
phan tich mot s6 CCPC thuong mai luu hanh trén thi trudng hodc ciia mot sb6 nha

san xuét dugc phém nudc ngoai, nhiéu CCDC duoc dinh tinh béng phé NMR, vi
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vy dé tai da thuc hién xay dung mot bo dir liéu phd day du cua hop chét sau khi
tinh ché dat yéu cau vé do tinh khiét (phé UV-Vis, IR, MS, NMR).

Céc hop chat nghién ciru déu 13 nhitng chat két tinh, vi vay di tién hanh xéac
dinh diém chay bang phuong phép do trong mao quan (DDVN IV). Do diém chay
1a ki thudt don gian, tién hanh nhanh chong, cho phép so bo dinh tinh va danh gia
muirc d6 tinh khiét ctia hop chat ngay sau giai doan két tinh. Ki thuat do diém chay
c¢6 wu diém 1a chi can stir dung mot lwong mau rat it (tir 1 - 2 mg) va khong lam hao
hut mau.

Trong nghién ctu thiét 1ap CCPC, khuyén khich st dung nhiéu phuong
phap khac nhau dé xac dinh ham lugng chét chinh, dic biét cac phuong phép tuyét
d6i (phuong phap khong phai st dung dén CCDC) duoc danh gid cao. Vi ca 3 chit
nghién ctru déu 13 hop chat két tinh nén c6 thé st dung ki thuat DSC dé xac dinh do
tinh khiét.

4.2.3. Phuwong phap dinh lwgng va xac dinh tap chit lién quan

Céc hop chit nghién ctru thiét 1ap CCDC 1a nhimg hop chat tinh khiét. Ddi
v6i hop chit tinh khiét c6 thé lwa chon mot sé phuwong phép dinh luong khac nhau
dap Gmg duoc yéu cau cua phép dinh luong trong phan tich nhu do d6 hap thu tir
ngoai, HPLC [7]. Tuy nhién, theo yéu cau vé thiét 1ap CCDC [148], CCPC dung
cho dinh luong thi phai duoc dinh luong bang phwong phap ma CCPC dy kién
duoc st dung. Dugc liéu va ché phém tir duoc liéu ¢6 thanh phén nén phuc tap, dé
dap tng duoc tinh dic hi¢u, thong thuong phuong phdp HPLC hay dugc st dung.
HPLC ciing 1 phuong phap dinh luong phd bién nhét trong cac duoc dién hién
hanh. Vi vay, phuong phap HPLC duoc lya chon trong nghién cru nay dé dinh
lugng va xac dinh tap chat lién quan.

Phuong phap dinh luong va phan tich tap chit déu st dung sac ki 1ong pha
dao, kiéu phan b, trén cot thong dung 1a C18. Cac dung mdi sir dung déu 13 nhiing
dung moi thuong va it doc hai.

Nhu vdy, v6i viée st dung nhiéu nhém phuwong phép nghién ctru khéc

nhau, tr kinh dién dén hién dai, cac két qua thu dugc 1a khoa hoc va tin cay. Két
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qua nghién ctru c6 thé sir dung tham khao dé xay dung tiéu chudn chét luong cua

ché pham dong dugc ctia cac nha san xuat trong nudc.

4.3.  VE QUI TRINH CHIET XUAT, PHAN LAP VA TINH CHE

Vi 3 hop chat nghién ctu, cac tac gia true day [1], [30], [34] déu di dua
ra phuong phap chiét xuat, phan 1ap dé lay duoc hop chit tinh khiét dung cho
nghién ctru phd (qui md phan lap tir vai milligram dén vai chuc milligram). Song,
cac tai li¢u trén la cac nghién curu vé duoc lidu hoc nén cac tac gia chi quan tam dén
viéc 1dy duoc hop chat va nhan dang dung chat bang mot sé phuong phap phd ma
chua tién hanh khao sat lwa chon phwong phép t6i uu dé chiét xuat, phan lap va tinh
ché hop chéat. Nghién ctru cia tac gia Nguyén Thi Nhung [34], trong phuong phap
phan 1ap bang sic ki cot chua rd hé dung moéi sir dung. Chua c6 tac gia ndo xac
dinh d¢ tinh khiét hay ham luong cua hop chit sau phan lap. Chua tim thay tai liéu
tham khdo xac dinh cac tap cht lién quan thudng di cting véi hop chat chinh trong
qua trinh chiét xuat hop chét chinh tir cac dugc liéu néu trén va anh hudng cua cac
tap chét nay dén d6 6n dinh cua hop chit chinh. Vi vay, lan dAu tién, luan an da
khao sat cac phuong phap chiét xuat, phan lap, tinh ché khac nhau dé Iya chon
phuong phap phu hop nhat cho muc dich nghién ctu thiét 1ap CCBC tir duoc liéu
v6i qui mé pilot (thu dugc trén 2 g hop chit tinh khiét) voi cac dung moi thong
dung va ré tién, dong thoi di xac dinh mot cach dinh luong d6 tinh khiét cua cac
hop chat sau tinh ché (dat trén 95% ddi voi ca ba hop chat), xac dinh cac tap chat
lién quan va nghién ctru do 6n dinh cuia CCDC trong thoi gian 15 thang dé 1am rd
anh hudng cua tap chat lién quan dén ham lugng cta hop chit chinh trong thoi gian
bao quan. Cu thé nhu sau:
4.3.1. Chiét xuat, phan lap, tinh ché Conessin
% Chiét xuit Conessin: Conessin 1a mét alcaloid, c6 thé duoc chiét xuét béng mot
trong 3 phuong phap:

- Chiét bang dung méi hitu co trong méi trudong kiém.

- Chiét bang dung dich acid lodng trong c6n hodc trong nudc
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- Chiét bang con.

Trong nghién ctru cua tac gid Pham Thanh Ky va Phi Tung Lam [29], [30],
Conessin dugc chiét tir vo than cdy Muc hoa trang bang dung méi hitu co trong
moi trudong kiém, nhung nghién ctiru nay sir dung lwong mau it va muc dich 1a thu
duge mot lwong nhoé hop chét tinh khiét dé xac dinh cau trac. Dé thu duoc 2 gam
hop chét tinh khiét dung cho thiét 1ap chit chuan, luan 4n di khao sat ca ba phuong
phap trén dé lya chon phwong phap phu hop nhéat cho muc dich nghién ciru.
Phuong phéap chiét bang dung méi hitu co trong mdi truong kiém cho luong
alcaliod toan phan nhiéu nhét (5,01 £ 0,031%), nhung dich chiét 1an nhiéu nhura, 13
nhiing chat ciing hoa tan tot trong dung moi hitu co gy kho khin cho qui trinh
phan 1ap tiép theo, ddc biét khi can phan l1ap lugng mau 16n. Phuong phép chiét
bang con cho luong alcaloid toan phan thap nhat (2,52 + 0,018%) va ham luong
Conessin trong hop chat thap (18,97%). Phuong phap chiét bang dung dich acid
lodng cho hiéu suit chiét twong ddi cao (3,21 + 0,016%) va dic biét ham luong
Conessin trong can kha cao (30,32%), phuong phép tién hanh don gian. Nguyén
nhan ¢6 thé do trong thuc vat alcaloid thuong ton tai dudi dang mudi cua acid hiru
co nén do tan trong con thap hon trong acid lodng. Dung moi acid lodng ciing ré
hon rat nhiéu so voi dung méi con. Vi vy, phuong phéap chiét bang dung dich acid
loang duoc lya chon (Bang 3.1).

% Phan 1ap Conessin: Conessin c6 dugc phan 1ap bang sic ki ¢t trong nghién ciru
ctia tic gia Phi Tung Lam [30], ddy 1a ki thuat phan 1ap phd bién nhat hién nay
trong nghién ctru HCTN. Trong nghién ctru ndy, do tinh chat dic thi ctia Conessin
c6 thé tao hop chat két tinh véi acid oxalic trong méi trudng ethanol, vi vay sau khi
thu dugc can alcaloid toan phan, tién hanh chiét luan phién trong moi truong acid -
base dé loai bét tap chét, sau d6 tién hanh phan ng tao ra Conessin hydrooxalat
trong méi trudng ethanol, day 1a hop chat khong tan trong ethanol nén co thé két
tinh ngay & nhiét d6 thuong, tinh thé Conessin hydrooxalat sau d6 duoc cho phan
mg v6i Na,CO;5 (pH = 9 - 10) dé giai phong Conessin base ban dau. Phuong phap

phan lap nay giup tiét kiém dang ké thoi gian va cong stc so véi trudng hop phan
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1ap bang sic ki cot, dic biét khi can phan 1ap lugng mau 16n (¢ hang gam). S¢ di
phuong phép niy c6 thé 4p dung cho truong hop phan 1ap Conessin tir alcaloid toan
ph?m 14 vi theo mot sb tai lidu vé thuc vat hoc [5], [32], [48], Conessin la hop chét
chiém thanh phan 16n hon han trong s cac alcaloid trong vo than cay Muc hoa
tring. Do d6, phuong phap nay khong thé ap dung dai tra cho qua trinh phén lap
cac hop chat alcaloid noi chung. Ngoai ra, trong truong hop phan lap luong miu
nho (c¢& vai chuc milligram Conessin) hodc phan 1ap dé ldy cac phan doan khéc
nhau chtra cac hop chit khac nhau thi phuong phap sic ki cot van hay dugc ap
dung hon.

% Tinh ché Conessin: Dé tinh ché Conessin tir alcaloid toan phan chiét xuét tir vo
than cdy Mirc hoa trang thu hai & Hai Duong, tic gia Phi Tung Lam [30] tién hanh
trén sic ki cot bang ché do gradient v6i hé dung moi Cloroform : MeOH, ting dan
d6 phan cuc bang cach thay ting dan ti 16 MeOH nhu sau: Cloroform : MeOH
(99,5 : 0,5); (99 : 1); (98,5 ; 1,5); (98 : 2). Luan 4n d3 tién hanh khao sat hé dung
mdi trén dé phan 1ap Conessin tir alcaloid toan phan chiét xuét tir vo than cay Mirc
hoa tring thu hai & Ha Tinh. Két qua cho thay khong tach duoc Conessin tinh khiét.
Nguyén nhan c6 thé do ngudn nguyén lidu hodc thoi diém thu hai khac nhau di dan
dén thanh phan hoa hoc ciia cac mau nghién ctru c6 sy khac nhau nho. Qua tham
khao tai liéu [99], tién hanh khao sat hé Toluen : ethyl acetat, tdng dan ti 1é ethyl
acetat nhu sau Toluen : ethyl acetat (98 : 2), (95 : 5), (93 : 7), kiém tra bang TLC
cho thiy c6 thé tach dugc Conessin khiét, vi vay hé dung moi Toluen : ethyl acetat,
ché 3o gradient dugc lya chon dé tinh ché Conessin bé‘tng ki thuat sic ki cot nhanh.
Sau giai doan tinh ché bang sac ki cot, tién hanh két tinh lai trong dung méi aceton
dé thu duoc Conessin twong d6i tinh khiét (khoang 99%).

4.3.2. Chiét xuat, phan lap, tinh ché Kaempferol

% Chiét xuat Kaempferol: Kaempferol 12 hop chat twong dbi phan cuc do c6 nhiéu
nhém —OH trong ciu tric phan tir, Kaempferol tan t6t trong methanol, ethanol,
diethylether, tan trong dung dich kiém, khong tan trong cloroform, benzen. Xuat

phat tir dic diém nay, tham khao két qua nghién ciru dugc liéu Pon 14 d6 cua tac
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gia Nguyén Thai An [1], luin 4n di lua chon ethanol 1a dung moi chiét xuét. Khao
sat cac nong do con khac nhau (EtOH 50°, EtOH 70°, EtOH 90°), khao sat anh
huong cta nhiét do (chiét nong hoidc chiét lanh) va pH méi truong (cé acid hoa va
khong acid hoa dich chiét nuéc trude khi chiét bang ethyl acetat). Két qua khao sat
cho thdy, trong tit ca cic phuong phap, phuong phap ngdm lanh biang EtOH 90°,
acid hoa 1a phuong phap cho ham lugng Kaempferol cao nhat (khoang 0,0266%).
Véi nhiéu nhém —OH trong cdu trac phan tir, Kaempferol tan kha tot trong cac
dung méi phan cuc, tuy nhién phwong phap ngdm lanh trong ethanol 90° cho hiéu
sudt chiét cao nhit c6 thé 13 vi v6i d6 con cao hon thi ethanol 90° 1am dong vén té
bao duoc lidu tot hon, gitip giai phong cac chat trong té bao tot hon con thap do.

% Phén lap Kaempferol: Phuong phap phén lap Kaempferol dugc tién hanh qua hai
giai doan, giai doan mdt st dung cot silica gel 60 (0,04 — 0,063 mm), giai doan hai
tiép tuc phan lap trén cot Sephadex LH-20. Trong qué trinh phéan lap bang sac ki
cOt, ¢ thé rua giai béng mot trong hai ché do: ché do dfmg dong hoac ché d6
gradient. Ché d6 dang dong tién hanh nhanh va don gian, ché d6 gradient cho phép
tach tot hon. O giai doan mot cua qué trinh phén 1ap, sir dung pha tinh silicagel 60
nén dé tang cuong kha ning phan giai, ché d6 gradient dugc lya chon. O giai doan
hai, st dung pha tinh c6 hi¢u lyc tach cao la Sephadex LH-20 nén c6 thé chon ché
d6 rura giai ddng dong véi dung moéi MeOH.

% Tinh ché Kaempferol: Kaempferol dugc tinh ché bang cach lap lai giai doan
phan lap trén cot Sephadex LH-20, thu phan doan tinh khiét hon. D¢ tinh khiét cua
Kaempferol sau giai doan tinh ché 1a trén 96,6%.

4.3.3. Chiét xuat, phan lap, tinh ché Nuciferin

% Chiét xuat Nuciferin: Trong nghién ctru cta tac gia Nguyén Thi Nhung [34],
Nuciferin dugc chiét bang ethanol 70° trong mdi truong kiém bang phuong phap
ngém kiét. Xuat phat tir cong thirc hoa hoc cua Nuciferin, day 1a mdt alcaloid c6 do
phan cuc thép, tan tot trong CHCI;, MeOH, EtOH néng, vi vay, luan an lga chon
dung moi chiét 1a ethanol 96° dé lam ting d6 tan ctia Nuciferin va khao sat ca hai

phuong phap 1a chiét nong bang dun s6i hdi huu va chiét ngudi bang phuong phap
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ngam lanh. Két qua cho thiy chiét nong co hiéu suit cao hon (0,89 + 0,04%) so voi
chiét ngudi (0,83 + 0,05%). Vi vay, phuong phéap chiét nong bang dun hoi luu voi
ethanol 96° duoc lya chon.

% Phan 1ap Nuciferin: Nuciferin duoc phan 1ap bang sic ki cot, khao sat bang TLC
dé chon hé dung méi thich hop nhat cho qua trinh phan lap. Theo kinh nghiém
phan lap alcaloid, néu thanh phan pha dong c6 mot it NH4OH thi s& giam hién
tugng kéo dudi. Két qua khao sat cho thdy véi hé dung moi n-Hexan : aceton :
NH,OH (3:1:0,1), cac vét tach rd rét va xa nhau, vi vay hé dung méi n-Hexan :
aceton : NH4,OH (3 : 1: 0,1) dugc lua chon dé phan 1ap Nuciferin trong alcaloid
toan phan ciia 14 Sen bang sac ki cot. Két qua giai doan phan 1ap cho Nuciferin kha
tinh khiét (96,2%). V&i @6 tinh khiét nay di du yéu cau dé dung 1am nguyén liéu
thiét 1ap CCPC tir ngudn gdc dugc lidu. Mot nguyén nhdn nira dé thu duoc
Nuciferin v&i do tinh khiét cao sau phan 1ap c6 thé do thanh phan hoéa hoc cua 1a
Sen tuwong dbi it phirc tap chét: 1a Sen chira 0,77 - 0,84% alcaloid, trong d6 chu yéu
la Nuciferin [48].

% Tinh ché Nuciferin: Nuciferin sau giai doan phan lap bang sic ki cot dd kha tinh
khiét nén chi can tinh ché don gian béng cach két tinh lai trong moi & nhiét do lanh.
Sau giai doan két tinh, do tinh khiét ctia Nuciferin dat duoc khoang 98 - 99%.

Céc hop chat sau khi tinh ché déu dat yéu cau dé sir dung lam nguyén liéu
thiét 1ap CCPC c6 ngudn gbe dugce lidu dung cho phan tich dinh lwong bang HPLC
(trén 95%). Két qua dat dugc sau giai doan chiét xuat phan 1ap, tinh ché dugc
théng ké ¢ Bang 4.1.

Bdng 4.1. Két qua dat dwoc ciia nghién ciru chiét xudt, phdn Idp va tinh ché

Poi twong Lugng Lwong san | Lwong san pham | Ham lwong sau

nghién ciru | HCTP (g) | phim PL (g) tinh ché (g) tinh ché (%)
Conessin 12,0 2,55 2,0 98,0
Kaempferol 76,8 3,58 2,2 96,6
Nuciferin 2.9 2,14 2,0 98,7

D061 véi viée phan 1ap va tinh ché, trong pham vi dé tai mai chi 4p dung sac

132




ki cdt ma chua sir dung sac ki sac ki long di€u ché. Hién nay cac hé thong sac ki
long di€u ché con rat dat tién chua phd bién ¢ Viét Nam. Néu dé tai c6 diéu kién
phat trién tiép, nén ap dung sac ki long diéu ché dé phan 1ap va tinh ché cho viéc

thiét 1ap CCDC 14 hop chit dic trung tir duge liéu.

44. VE BO DU LIEU NHAN DANG VA DPQ TINH KHIET CUA CAC HOP

CHAT
4.4.1. V&b dir liéu do phd

Céc hop chét 1a d6i twong nghién ctru trong d¢é tai déu 1a nhitng hop chat da
biét, vi vay cac dit liéu phd c6 thé tim thdy trong thu vién phd. Tuy nhién, luan an
da tién hanh xay dung bo dir li€u nhan dang chét, bao g6m dir liéu phé, do diém
chay bang chinh nguyén lidu thu dugc sau qua trinh chiét xuat, phan lap, tinh ché.
Két qua nghién ctru da khing dinh cac hop chit dugc str dung 1am nguyén liéu thiét
lap CCPC di duoc mo ta dic tinh mot cach day du, dap tng yéu cau cia WHO
[148] va ASEAN [65], [66] vé thiét 1ap CCDC.
4.4.2. Vé a6 tinh khiét xac dinh bang ki thuat quét nhiét vi sai

DSC 1a ki thuat phén tich khong phai sir dung dén chat déi chiéu, vi vay c6
gia tri tham khao tdt bén canh gia tri an dinh cua chit chuan thiét lap duoc khi st
dung ki thuat dinh luong bang HPLC. Phuong phap nay rat dugc khuyén khich sir
dung trong nghién ctru thiét 1ap CCPC. Cac nghién ctru cia cac tic gia trong va
ngoai nudc trude day vé 3 hop chat nay déu chua tién hanh xac dinh do tinh khiét
cta chat bang DSC. Két qua xac dinh do tinh khiét bang DSC d3 dugc xem xét dé
xay dung CTCL cho cac CCPC. Két qua nay c6 su phu hop véi két qua dinh luong
va xac dinh tap chét lién quan: Conessin dat dg tinh khiét 98,53%, Nuciferin dat do
tinh khiét 99,63% va Kaempferol dat d¢ tinh khiét 97,68%.
4.5.  VE KET QUA NGHIEN CUU THIET LAP CHAT CHUAN DBOI CHIEU
4.5.1. V@ tiéu chuin chit lwgng ciia chit chuan doi chiéu

Tiéu chuan chat lugng (TCCL) ctia mét CCDC gom co chi tidu chat luong
(CTCL) va phuong phap phan tich (PPPT). TCCL cta mot CCDC duoc xay dung
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dua trén cac yéu t6 nhu TCCL cua cac hop chit duoc st dung lam CCDBC duogc
cong bd trong Dugc dién hodc TCCL cua NSX, cac dic diém thudc vé ban chat vat
1i, hoa hoc cua chat nghién ctru va muc dich st dung cia CCDC. PPPT sir dung dé
danh gia cac CTCL cuia CCDC phai 1a cac phuong phap chinh théng trong Duoc
dién, va la phuong phap du kién s& st dung dé danh gia mau bang CCDC d6 [148].
% V& chi tiéu chat lugng: Trong s6 cac CCPC trong luan an, chi c6 Kaempferol c6
trong danh muc CCBC cua Dugc dién Mi, Dugc dién Trung Qubc, nhung chua c6
trong DDVN, hai chit con lai Conessin va Nuciferin chua c6 trong danh muc
CCPC cua bét ki Dugc dién nao, vi vdy cac CTCL cua CCDC duogc xay dung dua
trén cac dic tinh hoa — i ctia chat nghién ciru va muc dich st dung 1a dung dé phan
tich dinh tinh va dinh luong bang HPLC. Cac CTCL con duoc xay dung trén co sd
tham khao CTCL ctia mét s6 nguyén liéu va thanh pham cé trong cac Dugc dién dé
dam bao danh gia duoc diy du chat lugng cia CCPC, phu hop voi muc dich du
kién st dung.

% V& phuong phap phén tich: Cac PPPT sir dung dé danh gia chat lugng cia
CCPC bao gém: Pinh tinh bang do phd (IR, MS, NMR), x4c dinh diém chay bang
phuong phap do trong mao quan, xac dinh do tinh khiét bang ki thuat DSC, xac
dinh tap chat lién quan va dinh luong bang HPLC. Trir phuong phép phén tich
nhiét vi sai (DSC), cac phuong phap trén déu 1 nhitng phuong phap chinh théng
trong cac Duoc dién quéc té va DDVN dé x4c dinh CTCL cua hoat chit hoic thanh
pham thudc. Luan an d3 tién hanh x4y dung va thim dinh phwong phap dinh lugng
bang HPLC dé xac dinh ham luong cac CCPC & dang nguyén trang va trong dugc
liéu. Cac thong sb ctia hé sic ki dinh lugng CCPC duoc xdy dung méi so véi tai
liéu tham khao dé dam bao tach dugc hop chét chinh ra khoi tap chét lién quan
thuong di kém trong qua trinh chiét xuét cac duoc liéu phan b trong nudc nhu da
dé cap trong dé tai. Riéng ddi v6i hop chat Conessin, do hop chit nay hap thu tir
ngoai rat yéu nén khong tim thay tai liéu tham khao ndo dé cap dén viéc dinh luong
hop chit bang HPLC véi detector UV-VIS, chi c6 duy nhdt mot tai liéu tham khao
dé cap dén phuong phap dinh luong bang HPLC véi detector chi s6 khiic xa, nhung
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do diéu kién phong thi nghiém khong co detector loai ndy nén ludn an di khao sat
phuong phép dinh luong bang HPLC véi detector UV & bude song 205 nm.
4.5.2. V& qui trinh danh gia chét lwong ciia chit chuin doi chiéu
Qui trinh phan tich duoc xay dung theo huéng dan cia WHO va ASEAN,

dam bdo tinh khoa hoc va chéat ché. Trong vi¢c xay dung qui trinh phan tich, viéc
xdy dung va tham dinh phuong phap dinh lugng CCPC c6 ¥ nghia quyét dinh dén
chét lugng caa CCDC. Déi véi chi tiéu tap chat lién quan, do khong co chuan tap
chat, chi tién hanh d4nh gia ham luong tap chit gan ding thong qua ti 1é phan trim
dién tich pic. Pdi v6i cac CCPC tong hop hoa dugce, co thé c6 mot s san pham
phu ctia qua trinh tong hop ludn di kém hop chat chinh, mot sd trong cic san pham
phu nay cé thé c6 doc tinh cao, vi vay viéc dinh danh tap chit va xac dinh dugc
chinh xac ham luong tap chat trong mot s6 truong hop 13 dic biét quan trong, néu
hoat chat d6 dugc st dung dé bao ché cac thude diéu trj 1au dai.

Két qua xdy dung va thdm dinh phuong phap dinh luong cia cac hop chat
nghién ciru bang HPLC dugc tom tit & Bang 4.2.

Bdng 4.2. S6 liéu tham dinh phwong phép HPLC

Tinh Hé s0 PH
, LOD | LOQ P diing
Tén chét dic twong chum
o (ng/ml) | (ug/ml) (%)

hiéu He He quan (r) ’ (%)
Conessin + 10 33 0,9998 | 98,32 -99,27 0,27
Kaempferol + 0,038 0,12 0,9999 | 97,13 -102,46 0,89
Nuciferin + 0,313 1,033 0,9999 | 100,17 - 102,19 0,61

Str dung phuong phap di duoc thim dinh, dong thoi danh gia lién phong
thi nghiém dé xac dinh GTAD caa CCDC dé dam bao tinh tin cdy cta gia tri cong
bd trén ching chi phan tich. C6 su khac nhau vé két qua dinh luong ¢ giai doan
tinh ché va giai doan thiét 1ap chuan la do:

- Cac nghién ctru dugc tién hanh véi cac chat chuan lién két khac nhau.
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- Thiét bi va PTN khac nhau, trong d6 cac nghién ciru thiét 1ap chuan phai
duoc tién hanh & cac PTN dat tiéu chuan ISO — IEC 17025 va GLP theo qui dinh vé
thiét 1ap CCPC cia WHO va ASEAN.

4.5.3. Veé qui trinh déng géi va danh gia do dong nhat 16

% V& dong goi va bao quan: CCDC duogc danh gia chit lugng bang cac ki thuat va
thiét bi phan tich hién dai. Tuy nhién, trong qua trinh bao quan bi tic dong boi
nhiéu yéu t6 bén ngoai nhu anh sang, nhiét do, do am, khong khi... va mdi loai chét
chuan déu c6 nhitng thudc tinh riéng, vi thé can phai co ki thuat dong goi va bao
quan phu hop. Do ¢6 tAim quan trong nhu vay, viéc dong goéi CCPC da duoc thuc
hién trong diéu kién nghiém ngat (mdi truong khi tro N, 99,99%, d6 am tuong ddi
40%) va duoc bao quan trong diéu kién nhiét do on dinh tir 2 — 8 °C dé dam bao
chat lugng khong thay d6i trong mot thoi gian dai. D6i voi mot sé nguyén lidu thiét
1ap chuan c6 d6 tinh khiét cao, dugc dong goi va bao quan thich hop, kiém tra dinh
ki ¢ thoi diém sau 15 ndm van dat yéu cau chit luong dé sir dung 1am CCPC ma
khong c6 su thay doi ¢6 y nghia vé GTAD cong bd trén chimg chi phan tich.

% V& danh gia dong nhat 16: Két qua kiém tra dong nhat 16 cho thay ham luong
giita cac lo chuan dugc 1y ngiu nhién 1a on dinh thé hién qua gia tri RSD déu nho
hon 1,0%, diéu d6 dd chimg to qui trinh phan tich, qui trinh san xuit, bao bi dong

g6i va diéu quan bao quan duoc xay dung 1 phu hop.

4.6.  VE DO ON PINH CUA CHAT CHUAN bOI CHIEU

Do 6n dinh cta cac CCDC dugc kiém soat bang cach tién hanh danh gia lai
theo dinh ki. Thiét 1ap CCPC 1a mot cong viée cau ki, tén kém, vi vay, ddi véi
CCPC nguodi ta khong xac dinh han dung dé tranh sy ling phi CCPC. Chi trong
mot sd truong hop dic biét, mot sé chat rat dé bi phan huy thi phai ghi han st dung
1én nhan. GTAD ctua CCDC duoc dinh ki danh gia lai, néu c6 nhing thay d6i c6 y
nghia vé GTAD nhung van dép tmg duoc yéu cu vé do tinh khiét phi hop voi muc
dich st dung thi thay nhan cia CCBC vd1 GTAD mdi hodc thong bao cho cac co

s& dd dugc phan phéi CCPC dé cac co so tu diéu chinh. Theo qui dinh cua
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ASEAN, néu két qua dinh ki cho thdy GTAD thay d6i trén 1% so véi gia tri 4n
dinh thiét 1ap ban dau thi tién hanh cong bd lai GTAD [66].

Déi voi cac CCPC duge thiét 1ap chi cho cac muc dich dinh tinh, vi du dé
do phd IR, thuong khong phai kiém tra lai. Nhung néu cac CCPC duge sir dung
cho cac muc dich khac thi nén Iya chon céc phép thir co thé tién hanh nhanh va c6
d6 nhay cao dé khong sir dung qua nhiéu sé lugng CCPC, cac phuong phap sic ki
va quét nhiét vi sai hay dugc ap dung cho kiém tra lai. Lun an d3 lya chon phuong
phap HPLC dé danh gia do 6n dinh cia CCDC nham hai muc dich:

- Kiém tra GTAD trén chung chi phan tich.

- Kiém tra tap chat xem c6 su thay d6i 16n vé ham luong tap chat hay su
xuat hién cac tap chit méi, thé hién bang cac pic méi trén sic ki d6 hay khong.

Tén suét cta cac 1an kiém tra lai phu thudc vao ban chét cua nguyén liéu dy
kién thiét 1ap chat d6i chiéu va diéu kién bao quan. Theo qui dinh cia WHO va
ASEAN, thong thuong viéc kiém tra lai dugc ap dung theo chu ki 2 nim, nhung
ddi voi mot sb chat nhay cam véi anh sang hoac do am can duoc tién hanh kiém tra
v6i chu ki ngén hon. Do diéu kién vé trang thiét bi thi nghiém ciing nhu thdi gian
thuc hién, luan an da tién hanh danh gia d6 6n dinh cia CCDC ¢ thoi diém 9 thang
va danh gia chi tiéu tap chat lién quan & thoi diém 15 thang ké tir thoi diém phat
hanh chiig chi phan tich.

4.6.1. Vé do on dinh ¢ thoi diém 9 thang

Str dung phuong phap HPLC, chat d6i chiéu lién két 1a nhimg chat da sir
dung dé thiét 1ap GTAD, dugc bao quan trong cung diéu kién, danh gia CCDC thiét
1ap dugc theo protocol ciia timg chat di ghi trong cac Phu luc 13 - 15. Két qua phan
tich duoc tom tit & Bang 4.3.

Két qua cho thiy sy dao dong vé GTAD la rat nho (dudi 0,5%), nhé hon
gia tri qui dinh cia ASEAN (trén 1%), vi vay c6 thé két luan khong c6 sy thay doi
vé GTAD sau thoi gian 9 thang. Ti 1é tong tap chat c6 su bién dong vé ham lugng
nhung khong xuat hién tap chat mai. Déi v6i Nuciferin, ti 1¢ tong tap chat khong

thay d0i, diéu nay cé thé goi ¥ do do tinh khiét cia Nuciferin 1a cao nhét trong s6 3
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chat thiét 1ap chuén, ngay sau qua trinh phan 1ap Nuciferin di dat duoc do tinh
khiét dap ung duogc yéu cau thiét 1ap CCPC tir dugc liéu.

Bdng 4.3. Tom tat két qua nghién civu do 6n dinh sau 9 thang

Ban dau Sau 9 thang Chénh léch
Tén chat GTAD Tf;pg tap | GTAD Tépg tap vé GTAD
(%) chat (%) (%) chat (%) (%)
Conessin 97,80 1,64 98,25 1,73 + 0,46
Nuciferin 100,11 0,10 99,96 0,10 - 0,15
Kaempferol | 95,17 1,78 95,29 1,76 + 0,13

4.6.2. Ve chi tiéu tap chit lién quan & thoi diém 15 thang

Str dung phuong phap HPLC, do da hét chit chuan lién két nén chi danh gia
tap chat lién quan bang phuong phap gan dang 13 so sanh dién tich pic. Panh gia
theo TCCL cua timg chat di ghi trong cac Phu luc 10 ~ 12.

Két qua phan tich trong toan bd qua trinh nghién ctru dugc trinh bay tom tit
0 Bang 4.4.
Bdng 4.4. Tom tat két qua nghién civu do on dinh sau 9 thang va phan tich tap chdt

lién quan sau 15 thang

Ban dau Sau 9 thang Sau 15 thang

Tén chét GTAD | Tongtap | GTAD | Téngtap | Tongtap chat
(%) chat (%) (%) chit (%) (%)
Conessin 97,80 1,64 98,25 1,73 1,77
Nuciferin 100,11 0,10 99,96 0,10 0,10
Kaempferol 95,17 1,78 95,29 1,76 1,70

Tai thoi diém 15 thang, khong thiy xuét hién pic méi trén sac ki d6. C6 su

thay doi nhe vé ti 1¢ tong tap chat cua Conessin va Kaempferol. Tong tap chat cua
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Nuciferin van rit 6n dinh trong toan bd thoi gian nghién ctru. Tong tap chét cua cac
3 CCHC déu nho hon 3% (dat mirc 1).

Tir két qua nghién ctru d 6n dinh, ¢ thé so bo két luan qui trinh chiét xuit,
phan 1ap va tinh ché da xay dung 1a pht hop, qui trinh d3 tao ra nguyén liéu c6 chat
luong twong ddi 6n dinh. Qui trinh nay co6 thé ap dung dé diéu ché cac nguyén liéu

Conessin, Nuciferin, Kaempferol stir dung [am CCBDC tu duoc li¢u.
47. VE VIEC UNG DUNG CAC CHAT CHUAN POI CHIEU

4.7.1. Dinh lwgng Kaempferol trong dugc li¢u

Ap dung cac CCPC di thiét lap, luan an da xay dyng va tham dinh phuong
phap phan tich dé x4c dinh ham lugng cia Kaempferol trong 1a ciy Pon 14 dé va 1a
cdy Ché vang, 1a hai loai dugc liéu c6 chira Kaempferol. Phuong phap ndy co thé
str dung dé danh gia chat luong nguyén liéu ddu vao cia qua trinh san xuét thudc
dong dugc 1a cac ché pham tir cac duoc lidu trén.

Qui trinh chiét tir dugc liéu 14y chuan va qui trinh chiét dinh luong c6 su
khac nhau vé dung méi va nhiét d6 chiét. i v6i qui trinh chiét tir duoc liéu iy
chuan sir dung phuong phap ngam lanh véi ethanol 90 °C, con qui trinh chiét dinh
lugng str dung phuong phap chiét hdi luu v6i dung moéi methanol vi trong qui trinh
chiét tir duoc liéu léy chuan thi tinh chon loc dugce wu tién hon so véi hiéu suit
chiét, c6 thé khong can chiét kiét hop chat chinh (Kaempferol) nhung phai dam bao
kéo theo it tap chat dé thuan loi cho qué trinh phéan lap va tinh ché tiép theo con
trong qui trinh chiét dinh luong thi can chiét kiét hoat chat nén chon methanol lam
dung méi chiét dinh lwong vi methanol 13 mot dung méi hoa tan t6t nhiéu nhom
chat hay duoc dung trong chiét cac nhém hoat chat khac nhau khoi duoc lidu trude
khi chiét 1ong - 1ong sang cac dung mdi khac. Do vay chiét bang methanol s& triét
dé hon nhung ciing nhiéu tap chit hon khoé tach trong phan lap va tinh ché. Mt
khac, qui trinh chiét dé 1y chuan thuc hién vé6i lugng mau 16n (1,5 kg duge lidu)
nén su dung phuong phdp ngam lanh thi thao tdc don gidn thuan tién hon tuy thoi

gian co kéo dai, trong khi qui trinh chiét dinh luong chi thyc hién véi lugng mau rat
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nho (0,25 gam duoc lidu) nén thuc hién bang cach chiét hoi luu dé rat ngin thoi

gian phan tich mau.

4.7.2. Pinh lwong Conssin trong ché pham dong dwoc

Cho dén nay, cuc quan li dugc da cap so dang ki cho kha nhiéu mat hang
vién nén hodc vién nang Moc hoa tring cua cac co so san xuit trong nude (Phy luc
22). Trong d6, riéng cong ty Duoc va Thiét bi y té Ha Tinh da dang ki ca hai ché
pham: vién nén bao phim Mgc hoa trdng (thanh phan hoat chat 1a cao dic Moc hoa
trang) va vién nén bao phim Méc hoa trang HT (thanh phan hoat chat gom c6 cao
dac Moc hoa tre‘mg, berberin clorid, cao Moc huong). Tur khi vién nén bao phim
Moc hoa trcfng HT luu hanh trén thi truong thi cac ché phém con lai ban duogc rat it
nén cac nha san xut khac da tam ngung san Xuét, vi vay, luan an da phai st dung
ché pham vién nén bao phim Mdc hoa tring HT dé xay dyng va tham dinh phuong
phap dinh luong Conessin trong ché pham. Trong tiéu chuan co s& cta vién nén
bao phim Moc hoa trdng, nha san xuit dua ra chi tiéu dinh lugng dya trén viéc xac
dinh ham luong alcaloid toan phan c6 trong vién nén, do khong c6 CCPC. Trong
tiéu chuan co so cia vién nén bao phim Mdc hoa trang HT, nha san xuat chi dua ra
chi tiéu dinh lugng dya trén vi¢c xac dinh ham lugng berberin clorid béng HPLC,
khong xac dinh ham lugng cac hoat chét khac, do khong c6 CCDC. Phan dinh tinh
xéac dinh sy c6 mit cua hoat chit Conessin bang TLC, so sanh véi dich chiét duoc
liéu chuan. Nhu vay tiéu chuan chat luong cia vién nén bao phim Mdc hoa tring
HT cta nha san xuét chua phan anh day du chit luong cua ché pham.

Két qua xdy dyng va thim dinh phuong phap phén tich dé xac dinh ham
luong Conessin trong vién nén bao phim Méc hoa trang HT cua Cong ty Duoc va
Thiét bi y t& Ha Tinh c6 thé st dung dé nang cao tiéu chuan chét lugng cua ché

pham vién nén bao phim Méc hoa trdng HT.
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KET LUAN VA PE XUAT
KET LUAN

1. Vé xay dung qui trinh chiét xuat, phén lap, tinh ché
Di khao sat ddy du va xdy dung qui trinh chiét xuat, phan lap, tinh ché
duoc 03 hop chat dic trung tor duoc li€u la Conessin, Kaempferol va Nuciferin du

diéu kién dé 1am nguyén liéu thiét 1ap chat chuan ddi chiéu .

2. Vé thiét 1ap chit chuin doi chiéu

ba xay dung duoc bd dir liéu nhan dang chit: Pho IR, phé UV-VIS, phé
MS, phé NMR, diém chay va xac dinh d6 tinh khiét cta cac hop chét tinh ché duogc
bang phuong phap quét nhiét vi sai. Két qua do tinh khiét ciia Conessin 1a 98,53%,
cua Kaempferol 1a 97,68% va ctia Nuciferin 1a 99,63%.

D3 phan tich tap chét lién quan thuong di kém véi cac hop chét trén trong
qua trinh chiét xuat bang ki thuat HPLC, danh giad dugc ham luong cua tap chét lién
quan dya trén ti 1€ dién tich pic va nghién ctru do on dinh cua chit chuan d6i chiéu
dé 1am rd anh huong cua tap chat lién quan dén ham lugng cia hop chét chinh
trong thoi gian bao quan.

Lan dau tién tai Viét Nam da thiét 1ap 03 chat chuan ddi chiéu véi
Conessin, Kaempferol va Nuciferin tir ngudn dugc lidu trong nudc theo ding
huéng din cia WHO va ASEAN vé thiét 14p, phan phdi va bao quan chat chuan
ddi chiéu hoa hoc, bao gém 5 chi ti€u: dinh tinh (bé‘tng phé IR, NMR), diém chay,
d6 tinh khiét, tap chit lién quan va dinh luong (bang HPLC). Cac phuong phap dé
xé4c dinh cac chi tiéu trén déu 1 nhitng phuong phap chinh théng duoc qui dinh
trong Duoc dién Viét Nam va cac Duogc dién quoc té. Két qua danh gia do dong
nhit miu trong qua trinh déng goi cho thay cac lo thanh pham cia 16 san xut c6
ham luong dong nhat. Nhu vay diéu kién dong goi 1 6n dinh va phu hop. S6 luong
chuan thiét 1ap dugc voi mdi chét 1a 50 lo 20mg.

D3 tién hanh danh gia lién phong thi nghiém dé xac dinh gia tri 4n dinh cua
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chat chuan d6i chiéu. Két qua cong bé trén chung chi phan tich nhu sau: Conessin
97,80%, Kaempferol 95,17% va Nuciferin 100,11%.

D3 tién hanh nghién ctru do 6n dinh cia cac chat chuan d6i chiéu thiét lap
duoc sau thoi gian 9 thang va phan tich chi tiéu tap chét lién quan sau thoi gian 15
thang. Két qua cho thiy chét luong ciia CCDC 6n dinh sau 9 thang; sau 15 thang ca
3 chat déu khong xuat hién thém tap chat mdi, ham lugng tong tap chat van nho

hon 3% (dat mirc chat luong 1).

3. Vé irng dung chat chuin déi chiéu

Di sir dung chét chuan ddi chiéu Kaempferol thiét 1ap duoc dé xdy dung
phuong phép dinh lugng va xac dinh dugc ham luong Kaempferol trong 1a cay Pon
14 d6 13 0,211% va trong 14 cay Che vang 1a 0,072%. Sir dung chit chuan ddi chiéu
Conessin thiét 1ap duoc dé xay dung phwong phap dinh luong va xac dinh dugc

ham lugng Conessin trong vién nén bao phim Mgc hoa trang HT 1a 1,49mg/vién.

DE XUAT

- Tiép tuc nghién ctru do 6n dinh cua chat chuan déi chiéu 1am co s& cho
viéc cai tién qui trinh chiét xuat, phan lap, tinh ché di xay dung, dé tao ra ngudn
nguyén liéu thiét lap chuan c6 d tinh khiét cao.

-Bb sung cac chit chuén ddi chiéu trén vao Duoc dién Viét Nam xuét ban
lan thtr 5 va nang cap tiéu chuan duoc liéu c6 hoat chit trong ng trong cac chuyén
luan ctia Dugc dién Viét Nam: Mtc hoa tring, Pon 14 do, La Sen.

- Tiép tuc nghién ctru thiét 1ap cac chat chuan dbi chiéu khac c6 ngudn goc
dugc lidu dé xdy dung va tham dinh phuong phap dinh luong cac hop chat nay
trong cac duogc lidu va ché pham déng duoc, gop phan vao viéc ning cao chit

luong dong dugc va hién dai hoa cong tac kiém nghiém thude.
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PHU LUC



Phu luc 1.
Phu luc 2.
Phu luc 3.
Phu luc 4.
Phu luc 5.
Phu luc 6.
Phu luc 7.
Phu luc 8.

Phu luc 9.

Phu luc 10.
Phu luc 11.
Phu luc 12.
Phu luc 13.
Phu luc 14.
Phu luc 15.

Phu luc 16.

Phu luc 17.

Phu luc 18.

Phu luc 19.

Phu luc 20.

DANH MUC CAC PHU LUC
Qui trinh chiét xuét alcaloid toan phan tir vo than Mdc hoa trang
Qui trinh phan 1ap Conessin tir alcaloid toan phan
Qui trinh tinh ché Conessin
Qui trinh chiét xuét flavonoid toan phan tir 14 Pon 14 d6
Qui trinh phén lap Kaempferol tir flavonoid toan phan
Qui trinh tinh ché Kaempferol
Qui trinh chiét xuét alcaloid toan phan tir 14 Sen
Qui trinh phan lap Nuciferin tir alcaloid toan phan
Qui trinh tinh ché Nuciferin
Bo dir liéu phé chuin cua Conessin
Bo dir liéu phé chuan cua Kaempferol
Bo dir liéu phé chuan cua Nuciferin
Tiéu chuan chat lugng dénh gia chat chuan Conessin
Tiéu chuan chit lvong danh gia chat chuan Kaempferol
Tiéu chuan chat lugng dénh gia chat chuan Nuciferin

Bio cao két qua danh gia lién phong thi nghiém va xac dinh gia tri
an dinh chat chuan Conessin

Bio cao két qua danh gia lién phong thi nghiém va xac dinh gia tri
an dinh chat chuan Kaempferol

Bio cao két qua danh gia lién phong thi nghiém va xac dinh gia tri
an dinh chat chuan Nuciferin

SKb xac dinh tap chét lién quan va dinh lugng Conessin ¢ thoi
diém 9 thang

SKP xac dinh tap chét lién quan va dinh luong Kaempferol ¢ thoi



Phu luc 21.

Phu luc 22.

Phu luc 23.

Phu luc 24.

diém 9 thang

SKD xac dinh tap chét lién quan va dinh lugng Nuciferin ¢ thoi
diém 9 thang

SKPD xéc dinh tap chat lién quan ctia Conessin & thoi diém 15 thang

SKP xéac dinh tap chét lién quan cia Kaempferol ¢ thoi diém 15
thang

SKD xac dinh tap chat lién quan ctia Nuciferin ¢ thoi diém 15 thang



PHU LUC 1.

QUI TRINH CHIET XUAT ALCALOID TOAN PHAN TU
VO THAN MQC HOA TRANG

400 g bot nguyén licu

1600 ml HC1 10%
Ngam trong 24h

| |

Ba duoc liéu Dich chiét 1

600 ml HCI 10%
Ngam trong 6h-8h

\4
v ‘
B duoc liéu Dich chiét 2

600 ml HCI 10%
Ngam trong 6h-8h

— l
B duoc liéu Dich chiét 3

l A4 v

+NH; g3 (pH=9-10)

Dich chiét nuoc

Ly tam

+300 ml cloroform

Dich chiét Cloroform

Cat dudi 4p suat gidm

Cloroform thu hoi <

Say 60°C/3 gioy

A4

12,0 g alcaloid toan phan




PHU LUC 2

QUI TRINH PHAN LAP CONESSIN TU

ALCALOID TOAN PHAN

12 g alcaloi

d toan phan

\4

+300 ml Ether dau hoa

Dich chiét e

ther dau hoa

A4

+300 ml HCI 10% x 3 14n

Dich chiét acid

+Na,CO; (pH= 9-10)

A

Dich ch

1€t nuoc

A

+300 ml ether diu hoa x 3 1an
y

Dich chiét e

ther dau hoa

Ethfgudigihéa < l Cat dudi ap sudt giam
Can
+50 ml acid oxalic 17,5%, loc
¥
Tinh thé Conessin
+300 ml nude
v 1T NaCO; (pH=9-10)
Dich chiét nudc
+300 ml ether dau hoa
v
Dich chiét ether diu hoa
Ether dé‘f .héa < Cat dudi ap suat giam
thu hoi v

San pham

phan lap 1

K’ét tinh trong aceton
Say 60°C / 4h

2,55g san pham phén lap




PHU LUC 3

QUI TRINH TINH CHE CONESSIN

2,55 g san pham phan lap

5 ml benzen

A 4

50 g silica gel/
toluen

2,55 g san pham

100 ml toluen - ethyl acetat (98 : 2)

100 ml dich rira giai dau

150 ml toluen - ethyl acetat (95 : 5)
50 ml toluen - ethyl acetat (93 : 7)

A

Téc do: 2ml/ phit

180 ml dich rira gidi sau

Dung méi thu hoi

A

Cat dudi ap suat giam

A 4

San pham TCI

Két tinh 3 lan trong aceton
Say 60°C / 4 gid

A 4

2,0 g Conessin tinh ché




PHU LUC 4

QUI TRINH CHIET XUAT FLAVONOID
TOAN PHAN TU PON LA PO

1,5 kg bot 1a don do

+ 7,5 lit ethanol 90%
. ngam trong 24 gid, gan, loc

v v

B3 duoc lidu Dich chiét 1

+ 7,5 lit ethanol 90%
vy DNgam trong 48 gio, gan, loc

v v

B3 duoc lidu Dich chiét 2

+ 7,5 lit ethanol 90%
vy DNgam trong 48 gio, gan, loc

! v

Ba duoc lidu Dich chiét 3

¢ A4 v

Cat dudi ap suat giam

Cao

+ 1 lit nudc cat nong

Dich chiét nudc

Dich chiét cloroform + cloroform

A

A 4

Dich chiét nudc

+ HCI 10% dén pH=3-4

A4

Dich chiét nudce

Dich chiét nuéc < + ethyl acetat
A 4
Dich chiét ethyl acetat
Dung moi thu hoi |« Cét duéi ap suat giam

\4

76,8 g flavonoid toan phan




PHU LUC 5

QUI TRINH PHAN LAP KAEMPFEROL TU
FLAVONOID TOAN PHAN

76,8 g flavonoid toan

Léy

A4

3 g flavonoid toan phan

+ 10 g silicagel

A 4

+ 15 ml cloroform

Hon hop dong nhat
Cloroform Z e Ty
thu hoi l Cat dudi ap suat giam
Bot kho toi
A aqe
Cot silicagel < 200 ‘(3; g(l)hr:ﬁgel /
150 ml L an p
dich rira Toc d6 : 2 ml/phut
500 ml dich rtra giai
Dung rgéi Say dudi ap suat giam
thu hoi 0 i
60°C/ 4 gio
\4
5,4 g san pham PL1
~ 100 g Sephadex
Cot Sephadex LH-20/methanol
20 ml dich Methanol
rira gidi i Téc d6: 2ml/phut
200 ml dich rtra giai
Methanol Say dudi ap suat giam
thu hoi 60°C / 4 gid

3,6 g san pham PL2




PHU LUC 6

QUI TRINH TINH CHE KAEMPFEROL

3,0 g san pham phan lap

\ 4

Cot Sephadex

50 g Sephadex LH-
20 /methanol

A

20 ml dich rira giai dau | Methanol

Téc do: 2ml/ phit

200 ml dich rtra giai sau

Methanol thu hdi Say dudi ap suat giam

A

60°C / 4 gid

v

2,2 g san pham tinh ché




PHU LUC 7

QUI TRINH CHIET XUAT ALCALOID
TOAN PHAN TU LA SEN

Ethanol thu hdi

320 gbdtn

guyén liéu

Lam 4m bang NH,OH 10%
+ 2,5 lit ethanol 96%, chiét nong 2 gio
Loc

Dich chiét ethanol

Dich chiét ether
dau hoéa

A

A4

Cat duéi ap suat giam & 60°C

Dich chiét nudc

A

+HCI 5% (pH = 2)

Dich loc acid

Cloroform thu hoi

A

+ Ether dau hoa (1:1)
(3 - 4 14n)

Dich ch

1€t acid

y

+ NH; dac (pH=10-11)

Dich chiét nudc ki€ém hoa

A

+ Cloroform (1:1)
(5 - 61an)

Dich chiét

cloroform

v

Cét dudi ap sudt giam
Say 60°C trong 3 gio

2,85 g alcolo

id toan phan




PHU LUC 8

QUI TRINH PHAN LAP NUCIFERIN TU
ALCALOID TOAN PHAN

2,85 g alcoloid toan phan

+ 10 ml cloroform
+ 5 g silicagel
A 4

Hon hop dong nhat

Thu hdi cloroform

A

\4

Bot kho toi

Pua Ién cot

50 g silicagel/

Cot silicagel 300 ml cloroform

75 ml dich rira

gidi dau < n-hexan-aceton-NHs; déc (3 :1:0,1)
Toc do: 2 ml / phut
100 ml dich rtra giai sau
A a Say dudi ap suit giam
Thu hoi dung moi 60°C / 4 gi
v

2,1 g san pham phan 1ap




PHU LUC 9

QUI TRINH TINH CHE NUCIFERIN

2,1 g san pham phan lap

+ 50 ml cloroform

Dung dich Nuciferin

Dé lanh 5°C — 10°C / 3 gioy

\ 4

Nuciferin két tinh

Thu hdi dung .

mo1

\4

Tinh thé Nuciferin

Loc, rua béng cloroform lanh
Say 60°C / 4 gid

»
>

v

2,0 g Nuciferin tinh ché
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PHU LUC 10

BQ DU LIEU PHO CHUAN CUA CONESSIN

PHO UV-VIS
PHO IR
PHO MS

PHO NMR (‘H-NMR, “C-NMR)



PHO UV-VIS CUA CONESSIN (Methanol, 0,01 mg/ml)

Abg Canessin
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PHO IR CUA CONESSIN
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PHO ESI-MS CUA CONESSIN

DAT anconessin M S 357 TIC 150-5004E <1 04/20/200 10340 AM conessin

MSTIC 50-600

conessin MS 357 TIC 150-600 +ESI®6 RT: 0.07 AV 1 NL: 1.10E7
T: + ¢ ESI Full ms2 357 .00@&@0 .00 [ 150.00-600.00]

100
as
a0
85
80
75
70
a5
60 Conessin (C,,H,)N,)
55
S0
45
40
35
30
25
20
15
10

S

o

3573

FElatve Abundance




PHO ESI-MS CUA CONESSIN (Tiép)

D:\Tan\conessin M S2 357 TIC 150-600 +HESI
M S2 TIC 150-600, E=40%

04/20/2010 10:36:17 AM

conessin MS2 357 TIC 150-600 +ESI#8 RT: 0.11 AV: 1 NL: 4.25E6
T: + c ESI Full ms2 357.00@40.00 [ 150.00-600.00]

100
95—
90—
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70—
65—
60—
55—

Relative Abundance
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PHO 'H-NMR CUA CONESSIN

CONESSIN-CDCl3-1H _%_ .

Current Data Parameters

NAME CONESSIN
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20090510
Time 10.13
INSTRUM av500
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT cDC13
NS 16
Ds o
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.152588 Hz
AQ 3.2769001 sec
RG 45.3
oW 50.000 ése:
DE 6.00 usec
TE 0.0 K
Dl 1.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 0.01500000 sec
emmmmmm= CHANNEL f1 ===
HUCL 1H |
Pl 10.50 Lsec
PL1 s -3.00
SFOl1 SDD.IJBSUDSf:
F2 - Processing parameters
sI 32768 |

L SF 500.1300070 P:Hz
" WDW EM [
55B 0l
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00 |

1.000
1.001
004
5.868\
900
288
998
3.210
2086
108
944
152
110



PHO *C-NMR CUA CONESSIN

i

CONESSIN-CDC13-C1l3CPD

\\\WWzz

142.004
120.673
77.252
76.998
76.744
64.943
64.771
63.144
55.977
53.665
50.406
50.138
41.695
41.104
38.835
38.421
36.952
35.306
33.508
32.0998
27.672
25,155
24.669
22.023
19.424
14,905

1 T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

™
s
!

Current Data Parameters
HAME

CONESSIN |
EXPNO g
PROCHOD 1 |
F2 - Acquisition Parameter
Date_ 20090510 T
Time 10.18 |
INSTRUM avs00
PROBHD 5 mm Multinucl i
PULPROG zgpg30 |
™D 65536
SOLVENT cncl3 |
NS 64 i
DS e |
SWH 30030.029 Hz
FIDRES 0.458222 Hz
p.le] 1.0912410 se
RG 8192 |
DW 16.650 usec
DE .00 usec
TE 0K |
Dl *2.00000000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 1.899599998 sec
HCREST 0.00000000 sac
MCWRK 0.01500000 sec
wmammmms CHAHNEL {1 ===s=ese=
HUC1 3c
Pl 10.50 ugec
PL1 -1.00 dg
SFO1 125.7703643 MHz
mmmmm——— CHANNEL 2 mmms=ae=
CPDPRG2 waltzlé
HUC2 1H
PCPD2 B88.00 usec
PL2 =3.00 dB
PL12 14.68 dB
PL13 22.00 dB
SFO2 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
5I 32768
SF 125.7577886 Mz
WOH EM
558 0 |
LB 1.00 Hz
GB 0 |
PC 1.00



PHU LUC 11

BO DU LIEU PHO CHUAN CUA KAEMPFEROL

(1) PHO UV-VIS
(2) PHO IR
(3) PHO MS

(4) PHO NMR (‘H-NMR, “C-NMR)



PHO UV-VIS CUA KAEMPFEROL (Methanol, 0,01 mg/ml)

Abs Keampferol
20+
154
1.0
05
U.UIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|nm
200 300 400 B00 il 700 il a00

[
Peak#t | Statm]| Apexlom)  End (] Height [Abs] | Valley (rm] Walley [Abg)

T 50000 600 28280 (1.6564 28250 024%

2 A0 X600 23ED 05433 23850 0422
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PHO IR CUA KAEMPFEROL

Y| <aempferal24-04-09)
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PHO ESI-MS CUA KAEMPFEROL

DATamMasmprerol M S TIC 150-4504E<H

04/20/201009:50:41AM

Kaem pferol

M S 150-450

Kaempferol MS TIC 150450 +ESI#6 RT: 0.13 AV 1

T: +cESIFull ms2 287 .00&0.00 [ 150.00-450.00]

Reldive Abundence

150 200

250

MNL:

1.36E6

287.2

288.2

Kaempferol (C,;H,,0,)

350 400




PHO ESI-MS CUA KAEMPFEROL (Tiép)

Kaempferol M S2 287 TIC 75-350 +ESI
M S2 750-350,E=40%

Kaempferol MS2 287 TIC 75-350 +ESI#8 RT: 0.16 AV: 1 NL: 1.71E5
T: + c ESI Full ms2 287.00@40.00 [ 75.00-350.00]

100—
95—
90—
85—
80—
75—

50—

Relative Abundance
a o
NI
[RINEN

P P NN ® ®
O um O o O O
I A I

a

(@]

153.1

121.0

110.9
106.0 ‘

133.1

137.1

04/20/2010 09:53:14 AM

165.1

182.9

166.0
T i

197.2

Kaempferol

241.1

213.1

231.1

214.1

258.1

259.2

269.2

287.1

288.2

288.8

100

150

200

m/z

250

300

350




PHO 'H-NMR CUA KAEMPFEROL

- KAEMFEROL-DMSO-1H

o ~ [~ [~ M0 = 0~ = O ul Oy - O~ Mo W o
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Current Data Parameter
21KAEMFE

HAME

EXPNO

PROCHO

F2 - Acquisition Parameter
Date_ 20090421
Time 17.48
IHNSTRUM avs0D
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT

NS

Ds

SWH 10000.0 H2
FIDRES 0.152588 H2
AQ 3.2769001 s«
RG 456.1
oW 50.000 us
DE G.qtl ut
TE 0.0 K
Dl 1.00000000 st
MCREST 0.00000000 s¢
MCHWRE D.ﬂlSDUUE{l‘-‘ s5¢
=====m== CHANNEL 1

HUC1 Ili
Pl T.45 u:
PL1 -1.00 di
SFO1 500.1335009 Mt
F2 - Processing parameter:
sI 3276

SF 500.1300036 M
WOW EM
558 a
LB D‘to H
GB (1]
PC 1.00



175.843
146.804

———— 156.154

PHO BC-NMR CUA KAEMPFEROL

KAEMFEROL-DMSO-C13CPD

—-
Q E; ﬁ rl?- G =T @~ onmoooo Current Data Parameters
n =« ©W m 0w N0 O N MD om0 =] HAHE 21KREMFEROL
ke Sty o AoOO@EINMNO e EXENO 2
o w . . e i N T
S Swm cocanaaaaaana < PROCNO 1
it o et Lt £ ¥ )66 ) FZ - Acquisition Parameters
= pate_ 20090421
Time 18.02
INSTRUM av500
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zgpg30
T 65536
SOLVENT DMS0
1] 2048
DS 2
SWH 30030.029 Hz
FIDRES 0.458222 Hz
AOQ 1.0912410 gec
RG 8192
oW 16.650 usec
DE 6.00 ysec
TE 0.0
Dl 2.00000000 sec
dil 0.03000000 @ec
DELTA 1.09959998 pec
HCREST 0.00000000 gec
MCWRE 0.01500000 gec
Cl 1
Hucl 13c
Pl 10.50 wsec
PL1 -1.00 dB
SFOL 125.7703643 HHz
ammmmmmm CHANHEL [2 m==simm=s
CPDFRG2 waltzl6
HuC2 1H
PCPD2 88.00 jusec
PL2Z -3.00 |dB
PL12 14.68 |dB
PL13 «22.00 dB
SF02 500.1320005 |HHz
F2 - Processing parameters
81 32768
5F 125.7576585| Hiz
WOW EM|
S8B 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.00]

T T
140 120 100 80 60 40 20 Ppm



PHU LUC 12

BO DU LIEU PHO CHUAN CUA NUCIFERIN

(1) PHO UV-VIS
(2) PHO IR
(3) PHO MS

(4) PHO NMR (‘H-NMR, “C-NMR)



PHO UV-VIS CUA NUCIFERIN (Methanol, 0,01 mg/ml)

Al Nuciferin
2l

05

D.l:lIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|nm
200 il 400 500 600 700 illl 500

Peak# | Statfm)| Apex(om]|  End{rm) Height [Ahs) | Valley [rm)] Yalley [4hs)
T 9000 27080 246RD 14191 MERD 01425
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PHO IR CUA NUCIFERIN

B9 Muciferin (24-04-09)
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PHO ESI-MS CUA NUCIFERIN

DATan'Muclerin M < 296 TIC 150-450 4E<I 04/20/2010 DALZS AM HMuciterin
M S TIC 150450
Nuciferin MS 296 TIC 150-450 +ESI#12 RT: 0.13 AV. 1 NL: 8B.36E7
T: +c ESIFullms2 296 .00€@0.00 [150.00-450.00]
296.1
H;CO
H;CO

200

250

N/CHB

Nuciferin (C,,H,,NO,)

350

400




PHO ESI-MS CUA NUCIFERIN (Tiép)

Nuciferin M S2 296 TIC 150-450 +HSI 04/20/2010 10:13:33 AM
M S2 TIC 150-450,E=25%

Nuciferin MS2 296 TIC 150-450 +ESI#12 RT: 0.13 AV: 1 NL: 4.87E7
T: + ¢ ESI Full ms2 296.00@25.00 [ 150.00-450.00]
265.1
100
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5535 296.0

Relative Abundance
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8.352
7:317
7.316
7.314
T=312
7301
7.300
7.298
7.286
7.284

PHO 'H-NMR CUA NUCIFERIN

3.117
3.102
3.004
3.075
3.067
3.041
3.039
3.029
3.027
3.019
3.016
3.007
3.003
3,000

2.996
2,992

.
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Current Data Parameters

WAME 11LANOL
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 0080425

Time 11.52
THSTRUM awioo
FROEHD 5 mm Multinuel
PULPROG zg30

TD 65526
SOLVENT cpecls

NS 16

DS (u]

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.152588 Hz
a0 3.276%001 sec
RG &4

D 50.000 usec
DE 6.00 usec
TE 300.6 K
Dl 1.00000000 sec
MCREST C.00000000 sec
MCWRE 0.01500000 sec
======== CHANNEL fl =s=======
HUC1 1H

Pl 10.50 usec
PL1 -3.00 4B
SFOl1 500.1340010 MHz
F2 - Processing parametecrs
51 32768

SF 500.1300173 MH=z
WDW EM

55B o

LB 0.30 Hz
GB [+]

rC 1.00



o

-NMR CUA NUCIFERIN
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PHU LUC 13

TIEU CHUAN CHAT LUQNG PANH GIA
CHAT CHUAN CONESSIN

Cy4sHyN;

Ptl. 356,59
Tén khoa hoc: N,N-Dimethyl-con-5-enin-3-amine
1. Kiém tra chit lwgng nguyén liéu
1.1. Dinh tinh:
1.1.1. Pho hong ngoai (IR): Tién hanh theo phu luc 4.1 - DDVN IV
Pho hdng ngoai clia mau thir phai tring v6i phd hong ngoai ciia mau chuén.
1.1.2. Phd cong hudng tir hat nhan: Phd carbon (*>C) va phé proton ('H) ctia mau
thir phai gidng phd ctia chat chuan Conessin.
1.2. Biém chay: Tién hanh theo phu luc 6.7 — DDVN IV
Mau thir phai c6 nhiét do néng chay tir 124 dén 126 °C.
1.3. Xac dinh do tinh khiét (DSC):
Téc d6 gia nhiét: 10 °C/phat tir nhiét d6 phong dén 110 °C

2,0 °C/phut tir 110 dén 145 °C
1.4.  Tap chat lién quan (HPLC): Tién hanh theo phu luc 5.3 - DDVN IV
Yéu cau: Ham luong tap chat trong nguyén lidu khong duoc vuot qua 3 % tinh
theo ché pham nguyén trang, loai nhiing pic c6 % dién tich < 0,05%.
Diéu kién sic ky twong ty nhu phan dinh luong, thdi gian chay sic ky gip doi

thoi gian luu cta pic chinh trong sic ky d6 cua dung dich thr.



Chuan bj mAu thir: Cén chinh xac khoang 10 mg ché pham vao binh dinh murc 20
ml, hoa tan va pha loing bang pha dong tdi vira du.
Cong thuec tinh:

Spic tap
% tap = x 100
°Hp Z Spic

1.5.  DBinh luong (HPLC): Tién hanh theo phu luc 5.3 —-DDBVN IV
Yéu cau: Mau thur phai ¢6 ham lugng khong dugc nhé hon 95% C,4H4oN, tinh

theo nguyén trang.

Pha dong: Dung dich dém pH 3,0 - Methanol (65 : 35), néu can c6 thé diéu chinh
ti 1¢ pha dong.

Dung dich dém pH 3,0: Thém 1 ml triethylamin vao 1 lit dung dich dich natri
dihydrophosphat 0,05 M va chinh dén pH 3,0 bang acid phosphoric dic.

Dung dich chudn: Can chinh xac khoang 10 mg chuan Conessin vao binh dinh
mirc 20 ml, hoa tan va pha lodng vira du bang pha dong.

Dung dich thir: Can chinh x4c khoang 10 mg ché phdm vao binh dinh mirc 20 ml,
hoa tan va pha lodng vira du bang pha dong.

Piéu kién sdc ky:

Cot thép khong gi (250 mm x 4,6 mm) dugc nhdi octadecylsilyl silica gel dung
cho sic ky (5 pm).

Detector quang phd tir ngoai dit & bude séng 205 nm

Téc do dong: 0,8 ml/phut.

Thé tich tiém: 20 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra kha nang thich hop cua hé thong: Can bang cot bang hdn hop pha dong
it nhat 30 phut. Tiém dung dich chuan, hé s bat d6i cua pic Conessin khong duoc
16n hon 2,0; s6 dia 1y thuyét cua cot khong duge nho hon 3000. Tiém riéng biét 6
lan dung dich chuin, d6 1éch chuin tuong ddi cua dién tich pic cua 6 lan tiém lap

lai khong 16n hon 2,0%.



Tiém lan luot dung dich chuan va dung dich tht. Cin ct vao dién tich pic thu
duoc tir dung dich thir, dung dich chuan va ham luong chuan, tinh ham luong %

cua Conessin Cy4H4oN, c6 trong ché pham.



PHU LUC 14

TIEU CHUAN CHAT LUQNG PANH GIA CHAT CHUAN
KAEMPFEROL

C15H1006
Ptl. 286,23
Tén khoa hoc: 3,4',5,7—Tetrahydr0xyﬂavon
1. Kiém tra chit luong nguyén liéu
1.1. Dinh tinh:
1.1.1. Phd hong ngoai (IR): Tién hanh theo phu lyc 4.1 - DDVN IV
1.1.2. Phd cong huodng tir hat nhan: Phd carbon (*>C) va phd proton (‘H) ctia mau
thir phai giéng pho ciia chat chuan Kaempferol.
1.2. Diém chay: Tién hanh theo phu luc 6.7 — DBVN IV
Mau thir phai c6 nhiét d6 nong chay tir 276 dén 280 °C.
1.3.  Xdc dinh @6 tinh khiét (DSC):
Téc d6 gia nhiét: 10 °C/phat tir nhiét d6 phong dén 300 °C

1.4. Tap chdt lién quan (HPLC): Tién hanh theo phu lyc 5.3 - DDVN 1V

Yéu cau: Tong ham lugng tap chit trong nguyén liéu khong duoc vuot qua 3 %
tinh theo ché pham nguyén trang, loai nhitng pic c¢6 % dién tich < 0,05%.

Diéu kién sic ky twong tuy nhu phan dinh luong, thoi gian chay sic ky gap doi
thoi gian luu cia pic chinh trong sic ky d6 cua dung dich thir.

Chuan bi mau tht: Can chinh x4c khoang 30 mg nguyén liéu Kaempferol vao

binh dinh mtrc 100 ml, hoa tan va pha lodng vira di baing methanol. Hat chinh xac



3 ml dung dich nay, pha lodng dén vira da 20,0 ml bang pha dong (dung dich c6
noéng d6 0,045 mg/ml).
Cong thuec tinh:
Stap
2 Sip + S pic chinh
1.5. Pinh lwong (HPLC): Tién hanh theo phu lyc 5.3 - DDVN IV

% tap =

Yéu cdu: Mau thtr phai c6 ham lwong khong nhé hon 95% CisH;oOe
tinh theo nguyén trang.

Pha déng: MeOH - Dung dich natri dihydrophosphat 0,05M d4 chinh dén pH 2,0
vo1 H3POy4 dac (55 : 45), néu can c6 thé diéu chinh ti 1€ pha dong.

Dung dich chudn: Can chinh xac khoang 20 mg chuan Kaempferol vao binh dinh
mirc 100 ml, hoa tan va pha lodng vira dii bang methanol. Hut chinh xac 3 ml
dung dich nay, pha loing dén vira du 20,0 ml bang pha dong (duoc dung dich co
noéng d 0,03 mg/ml).

Dung dich thir: Can chinh xac khoang 10 mg ché pham Kaempferol vao binh dinh
mirc 50 ml, hoa tan va pha lodng vira dii bang methanol. Hat chinh xac 3 ml dung
dich nay, pha loing dén vira da 20,0 ml bang pha dong (dung dich c6 nong do
0,03 mg/ml).

Piéu kién sdc ky:

Cot thép khong gi (250 mm x 4,6 mm) duge nhoi octadecylsilyl silica gel dung
cho sac ky (5 um).

Detector quang phd tir ngoai dat & budc séng 362 nm

Téc d6 dong: 1,0 ml/phut.

Thé tich tiém: 20 pl.

Cdch tién hanh:

Kiém tra kha nang thich hop cua hé thdng: Can bang cot bang hdn hop pha dong
it nhat 30 phat. Tiém dung dich chudn, hé s6 bat ddi cua pic khéng dugc 16n hon

2,0; sb dia 1y thuyét cua cot khong duoc nho hon 6000. Tiém riéng biét 6 1an dung



dich chuén, do 1éch chuan tuong ddi cua dién tich pic cua 6 lan tiém 1ap lai khong
16n hon 2,0%.

Tiém lan luot dung dich chuan va dung dich thu. Can ctr vao dién tich pic thu
duogc tir dung dich thur, dung dich chuan va dua vao ham luong % cua Kaempferol

Ci5sH10O¢ c6 trong ché phém.



PHU LUC 15

TIEU CHUAN CHAT LUQNG PANH GIA
CHAT CHUAN NUCIFERIN

C19H21NO;
Ptl. 295,2
Tén khoa hoc: 5, 6, 6a, 7 tetrahydro-1, 2- dimethoxy -6- methyl-diabenzoquinoin
quinolin.
1. Kiém tra chat lwong nguyén li¢u
1.1. Binh tinh:
1.1.1. Pho hong ngoai (IR): Tién hanh theo phy luc 4.1 —DBDVN 1V
Pho hong ngoai cia miu thir phai tring voi phd hong ngoai ciia mau chuan.
1.1.2. HPLC: Piéu kién sic ky nhu phan dinh luong
Trén sac ky d6, thoi gian luu ciia mau thir phai tring véi thoi gian luu cia chat
chuan Nuciferin.
1.1.3. Pho cong hudng tir hat nhan:
Phd carbon (°C), phd proton (‘H) ciia miu thir phai gidng phd ciia Nuciferin
CRS.
1.2. Biém chdy: Tién hanh theo phuy luc 6.7 — DBDVN IV
Mau thir phai c6 nhiét d6 nong chay tir 164 dén 166 °C.
1.3. Xac dinh do tinh khiét (DSC):
Téc do gia nhiét: 10 °C/phut: tir nhiét d6 phong dén 130 °C



5°C/phut: tir 130 dén 155 °C

1 °C/phut: tir 155 dén 170 °C
1.4. Tap chat lién quan (HPLC): Tién hanh theo phy luc 5.3 - DDVN IV
Yéu cau: Tong ham luong tap chét trong miu thir khéng duge vuot qua qua 3%,
loai nhitng pic c6 % dién tich < 0,05%.
Piéu kién sac ky twong tu nhu phan dinh luong, thoi gian chay sic ky gap doi
thoi gian luu cua pic chinh trong séc ky d6 ctia dung dich th.
Chuan bi mau thir: Hoa tan 25,0 mg mau thir trong Acetonitril va pha loang thanh
100,0 ml véi cung dung moi.

Céch tinh ham luong tap: Theo tong dién tich pic

S
C,p % = 22— x100

2 S
1.5. Dinh lwong: Tién hanh theo phu lyc 5.3 - DDVN IV
Yéu cau: Ham luong cua nguyén li€u khong nhé hon 95 % cia C,9H,NO, tinh
theo ché pham nguyén trang.
Pha déng: ACN: TEA 0,1% (70 : 30), chinh ti 1¢ pha dong néu can.
Dung dich chudn: Hoa tan 25,0 mg Nuciferin chuan trong Acetonitril va pha
loang thanh 100,0 ml v6i cung dung méi. Hut 5,0 ml pha loang thanh 10,0 ml voi
cung dung moi.
Dung dich thir : Hoa tan 25,0 mg mau thtr trong Acetonitril va pha lodng thanh
100,0 ml vo1 cung dung moi. Hat 5,0 ml pha loang thanh 10,0 ml vdi cung dung
moi.
Piéu kién sdc ky:
Cot thép khong gi (15 cm x 4,6 mm) dugc nhdi octadecylsilyl silica gel ding cho
sdc ky (5pum).
Detector quang phd tir ngoai dit & budc séng 270 nm.
Téc d6 dong: 1,0 ml /phut.
Thé tich tiém: 10 pl.

Cach tién hanh:



Kiém tra kha ning thich hop cuia hé théng: Can bang cot bang hdn hop pha dong it
nhat 30 phut. Tiém dung dich chuan, hé s6 bat ddi cua pic chinh khong duoc 16n hon
2,0; s6 dia 1y thuyét ctia cot khong duwoc nho hon 2000. Tiém riéng biét 6 lan dung
dich chuédn, d6 1éch chuan tuong di cua dién tich pic chinh sau 6 1an tiém lap lai
khong duoc lon hon 1,0%.

Tiém lan lugt dung dich chuan va dung dich thu. Can ctr vao dién tich pic thu
duoc tir dung dich tht va dung dich chuan va dya vao ham luong C9H,;NO,

Nuciferin chuan, tinh ham lugng Nuciferin, C;9yH;NO,, c6 trong ché phém.



PHU LUC 16

A. BAO CAO KET QUA PANH GIA LIEN PHONG THi NGHIEM CHAT
CHUAN CONESSIN

SKS: KC 10.16 — 04.02
1. Xac dinh ham lwong miu thanh pham (HPLC):
Yéu cau: Mau thu phai c6 ham lugng khong dugc nhd hon 95% C,y4HyN; tinh
theo ché pham nguyén trang.
Pha dong: Dung dich dém pH 3,0 - Methanol (65 : 35), diéu chinh ti 1& pha dong
néu can.
Dung dich dém pH 3,0: Thém 1 ml triethylamin vao 1 lit dung dich dich natri
dihydrophosphat 0,05 M va chinh dén pH 3,0 bang acid phosphoric dic.
Dung dich thi: Can chinh xac khoang 10 mg ché pham vao binh dinh mirc 20 ml,
hoa tan va pha lodng vira du bang pha dong.
Piéu kién sdc ky:
Cot thép khong gi (25 cm x 4,6 mm) dugc nhdi octadecylsilyl silica gel ding cho
sic ky (Sum).
Detector quang pho tir ngoai dat & budc song 205 nm.
Tbc do dong: 0,8 ml /phut.
Thé tich tiém: 20 pl.
Cdch tién hanh:
Kiém tra kha ning thich hop cua hé thong: Can bang cot bang hon hop pha dong it
nhét 30 phut. Tiém dung dich chuan, hé sd bat ddi cua pic chinh khong dugc 16n
hon 2,0; sb dia ly thuyét cua cdt khong dugc nhd hon 3000. Tiém riéng biét 6 lan
dung dich chuan, d6 1éch chuan tuong ddi cua dién tich pic chinh sau 6 lan tiém lap
lai khong dugc 16n hon 2,0%.
Tiém lan luot dung dich chuén va dung dich thir. Can cir vao dién tich pic thu duoc
tor dung dich thtr va dung dich chuan va dya vao ham luong C,4H40N, cua Conessin

chuan, tinh ham luong Conessin, Cy4H4oN,, co trong ché phém.



Bang 16.1. Cac thong s6 cua hé sic ky

Cac thong sb

Yéu ciu PTN 1 PTN 2
Thiét bi Shimadzu LC-20A Agilent 1100
Cot sic ky | C18, Phenomenex C18, Phenomenex
250 x 4,6mm; Spm 250 x 4,6mm; Spm

Pha dong Dung dich dém pH 3,0 -Methanol (65 : 35)
t; 5,5 phut 5,7 phut
N >3000 3698 3105
T < 2,0 1,61 1,1
RSDs dd chuin <2,0% 0,26 0,26
Bang 16.2. Két qua xac dinh ham luong
Yéu cau PTN 1 PTN 2

1 97,93 97,97
Ham lugng

2 98,63 97,74
khong dugc
aho hon 95 |3 97,41 97,84
% CaHgN, |4 97,93 97,81
tlnl;l theo ché 5 97.92 97.53
pham nguyén

6 97,91 97,81
trang.

TB 97,96% (nguyén trang), 97,78 % ( nguyén trang)

n=6, RSD=0,40% n=6, RSD=0,15%

2. Xirly két qua theo thong ké:

Tap hop két qua cac PTN va danh gia theo ANOVA




Bang 16.3. Két qua danh gia theo ANOVA

TOM TAT
Nhom S6 KO Tong Trung binh Phuwong sai
PTN 1 6 587,73 97,96 0,151
PTN 2 6 586,70 97,78 0,021
ANOVA
: , Tong s6 | Bd
Nguon sai so ong 5o ac Binh phuwong trung binh | F,, Fy.

binh phuong | tu do

Gitra cac nhém 0,088 1 0,088 1,025 | 4,965
Trong tung nhom 0,863 10 0,086
Téng cong 0,951 11

Bién luan: Fy, =1,025 <F =4,965

3. Két luan: Két qua trung binh cta 2 phong thir nghiém gidng nhau, phuong phap

phan tich c6 do chinh x4c cao v&i gia tri do tai 1ap va dod 1ap lai nho.




B. XAC PINH GIA TRI AN PINH CHAT CHUAN CONESSIN

Bang 16.4. Két qua xac dinh gia tri 4n dinh

Xép tang dan | [ 7O X (X*i(l) —?C_(l))Z X'i (x*qz,—x*(z)y
x*- 1.58* 97,73 97,37
X+ 1.55% 98,02 98,37
1 9741 047| 97,41 02108 | 97,41 02108
2 97,53 034] 97,53 0,1150 | 97,53 0,1150
3 9774 0,14 97,74 0,0167 | 97,74 0,0167
4 97 81 0,06 | 97.81 0,0035 | 97,81 0,0035
5 97 81 0,06 | 97,81 0,0035 | 97,81 0,0035
6 9784  0,03| 97.84 0,0009 | 97,84 0,0009
7 97,91 0,03| 97,91 0,0017 | 97,91 0,0017
8 97,92 0,05| 97,92 0,0026 | 97,92 0,0026
9 97,93 0,06 | 97,93 0,0037 | 97,93 0,0037
10 97,93 0,06| 97,93 0,0037 | 97,93 0,0037
11 9797| 0,09 97,97 0,0102 | 97,97 0,0102
12 98,63 0,75 | 98,63 0,5789 | 98,63 0,5789
v 97,87
n 12
s 0,294
Xg) 97,88
S60) 0,096
X 97,88 97,87 97,87
5 0,096 0,333 0,333

Nhan xét: Gia tri s khong thay ddi sau 2 lan tinh, gia tri 4n dinh duoc chon 1a
97,87% véi @6 léch chuan 13 0,333.




Tinh gia tri Z:
Bang 16.5. Tap hop két qua ctia hai PTN va tinh gid tri Z

Z

TT | X (%) (nguyén trang) x: = 917,87

s =0,333
1 97,41 -1,38
2 97,53 -1,02
3 97,74 -0,39
4 97,81 -0,18
5 97,81 -0,18
6 97,84 -0,09
7 97,91 0,12
8 97,92 0,15
9 97,93 0,18
10 97,93 0,18
11 97,97 0,30
12 98,63 2,28
TB 97,80% (n=11; RSD = 0,18%)

Nhan xét: Loai 1 gid tri /Z/ > 2. Cac gia tri /Z/ con lai déu < 2.
Chat chuan Conessin SKS: KC.10.16 - 04.02 c¢6 ham lugng 97,80% tinh theo nguyén
trang, d§ khong dam bao do mé rong U = + 0,11% véi h¢ ) phu k = 2, & muc tin

cy 95%.



PHU LUC 17
A. BAO CAO KET QUA PANH GIA LIEN PHONG THi NGHIEM CHAT
CHUAN KAEMPFEROL

SKS: KC 10.16 — 04.04

1. xac dinh ham lwong miu thanh pham (HPLC):
Yéu cau: Mau thtr phai c6 ham luong khong duoc nhé hon 95% tinh theo ché pham
nguyén trang.
Tién hanh song song voi chuan Kaempferol CRS (Trung Qudc), SKS:110861-
200808 c6 ham luong 95,9% (nguyén trang).
Pha dong: MeOH - Dung dich natri dihydrophosphat 0,05M da chinh dén pH 2,0
voi H3PO,4 dac (55 : 45).
Dung dich chudn: Can chinh x4c khoang 10 mg chuan Kaempferol vao binh dinh
mic 50 ml, hoa tan va pha lodng vira du bang methanol. Hut chinh xac 3 ml dung
dich nay, pha loing dén vira ¢ 20,0 ml bang pha dong.
Dung dich thur: Céan chinh xac khoang 10 mg nguyén liéu Kaempferol vao binh
dinh mirc 50 ml, hoa tan va pha lodng vira dii bang methanol. Hat chinh xac 3 ml
dung dich nay, pha loang dén vira di 20,0 ml bang pha dong.
Piéu kién sdc ky:
Cot thép khong gi (250 mm x 4,6 mm) duoc nhdi octadecylsilyl silica gel dung cho
sic ky (5 pm).
Detector quang phd tir ngoai dit & budc song 362 nm
Téc d6 dong: 1,4 ml/phit.
Thé tich tiém: 20 pl.
Céch tién hanh: Kiém tra kha ning thich hop cua hé thong: Can bang cot bang hdn
hop pha dong it nhat 30 phut. Tiém dung dich chuan, hé s6 bat ddi cua pic
Kaempferol khéng dugc 16n hon 2,0; sb dia ly thuyét cua cdt khong dugc nhd hon
5000. Tiém riéng biét 6 lan dung dich chuén, do 1éch chuan tuong dbi cua dién tich

pic ctia 6 1an tiém 1ap lai khong 16n hon 2,0%.



Tiém lan luot dung dich chuén va dung dich thir. Can cir vao dién tich pic thu duoc

tr dung dich tht, dung dich chuan va dwa vao ham luong % cia Kaempferol

Cy5H;10O¢ c6 trong ché phém.

Bang 17.1. Céc thong sb cuia hé sic ky

Yéu cau PTN 1 PTN 2 PTN 3
Cac Thiét bi Shimadzu 20A- HP100 Shimadzu
tl:ong Series
SO ,
Cot sac ky | C18, Phenomenex C18, Phenomenex C18, Gemini 250
250 x 4,6mm; 5pum | 250 x 4,6mm; 5pm | X 4,6mm; Spm
Phadong | MeOH - Dd NaH,PO,4 0,05M da chinh dén pH 2,0 véi HiPO,
dic (55 : 45)
t, 16,2 phut 12,3 phut 10,40 phut
N > 3000 6999 5700 8970
T <20 1,13 1,01 1,56
RSDs | <2.0% 0,34 % 0,56 % 0,13%
dd chuin
Bang 17.2. Két qua xac dinh ham luong
Yéu cau PTN 1 PTN 2 PTN 3
1 95,44 95,04 95,34
2 95,46 95,20 94,85
Ham lugng
) 3 95,06 96,28 95,51
mau thu khong
4
duoc nho hon 95,36 95,21 94,56
95 % tinh theo | 95,96 95,29 94,97
che  pham ¢ 96,04 95,07 95,19
én t
netyen trang 95,55 % 95,35 % 95,07 %
TB | (nguyén trang), (nguyén trang), (nguyén trang),
n=0=o, n==o6, n==o,
RSD = 0,39% RSD = 0,49% RSD = 0,36%




2. Xirly két qua theo thong ké:
Tap hop két qua cac PTN va danh gia theo ANOVA
Bang 17.3. Két qua danh gia theo ANOVA

TOM TAT
Nhom S6 KQ Tong Trung binh Phuong sai
PTN'1 6 573,32 95,55 0,141
PN 2 6 572,09 95,35 0217
PTN 6 570,42 95,07 0,120
ANOVA
Nguén sai sé fong so Bac Binh phuong trung binh | F,, Fi
binh phuong | tu do
Gitra cdc nhom 0,706 2 0,353 (2,217 3,682
Trong tirmg nhom 2,389 15 0,159
Téng cong 3,095 17

Bién luan: F,=2,217 <F=3,682

3. Két luan: Két qua trung binh cta 2 phong thir nghiém gidng nhau, phuong phap

phan tich c6 do chinh xac cao véi gia tri do tai 1ap va do 1ap lai nho.



B. XAC PINH GIA TRI AN PINH CHAT CHUAN KAEMPFEROL

Bang 17.4. Két qua xac dinh gia tri 4n dinh

Xép tang dan RO X (X*"m - X*(l))z X'ig (X*lkz) ~x() T
X 15s 94,81 94,80
X 1SS 95,69 95,74
! 94,56 0,69 9481 02172 | 94,81 0,2172
2 94,85 0,40 | 94,85 0,1773 | 94,85 0,1773
3 94,97 028 | 9497 0,0907 | 94,97 0,0907
4 95,04 021] 9504 0,0534 | 95,04 0,0534
> 95,06 0,19| 95,06 0,0446 | 95,06 0,0446
6 95,07 0,18 | 95,07 0,0404 | 95,07 0,0404
/ 95,19 0,06 | 95,19 0,0066 | 95,19 0,0066
8 95,20 0,05| 9520 0,0051 | 95,20 0,0051
? 95,21 0,04 | 9521 0,0037 | 9521 0,0037
10 95,29 0,04 | 9529 0,0004 | 95,29 0,0004
11 95,34 0,09| 9534 0,0047 | 95,34 0,0047
12 95,36 0,11| 9536 0,0079 | 95,36 0,0079
13 95,44 0,19| 9544 0,0285 | 95,44 0,0285
14 95,46 021] 9546 0,0357 | 9546 0,0357
15 95,51 0,26 | 9551 0,0571 | 95,51 0,0571
16 95,96 0,71 | 95,69 0,1796 | 95,69 0,1796
17 96,04 0,79 | 95,69 0,1796 | 95,69 0,1796
18 96,28 1,03 95,69 0,1796 | 95,69 0,1796
x 95,32
N 18
S 0,427
*o) 95,25
S0) 0,297
* ) 95,25 95,27 95,27
s @) 0,297 0,315 0,315




Nhan xét: Gia tri s khong thay ddi sau 2 lan tinh, gia tri 4n dinh duoc chon 1a

95,27% véi do 1éch chuan 13 0,315.

Tinh gia tri Z:
Bang 17.5. Tap hop két qua ctia ba PTN va tinh gia trj Z
Z
TT | X (%) (nguyén trang) X =9527
s =0,315

2 94,85 -1,34

3 94,97 -0,96

4 95,04 -0,73

5 95,06 -0,67

6 95,07 -0,64

7 95,19 -0,26

8 95,20 -0,23

9 95,21 -0,19
10 95,29 0,06
11 95,34 0,22
12 95,36 0,28
13 95,44 0,54
14 95,46 0,60
15 95,51 0,76
16 95,96 2,19
17 96,04 2,44
18 96,28 3,20
TB 95,21% (n= 14, RSD = 0,21%)

Nhan xét: Loai 4 két qua co gia tri /Z/ > 2, céac két qua con lai déu co gia tri /Z/ con

<2



Chat chuan Kaempferol SKS: KC.10.16-04.04 ¢6 ham lugng 95,21% tinh theo
nguyén trang, 46 khong dam bao do mé rong U = + 0,45% voi hé sé pha k=2 ¢

mtuc tin cdy 95%.



PHU LUC 18
A. BAO CAO KET QUA PANH GIA LIEN PHONG THi NGHIEM CHAT
CHUAN NUCIFERIN
1. Xac dinh ham lwong miu thanh pham (HPLC):
Tién hanh song song v&i Nuciferin CRS (Trung qudc) SKS: 111566 - 200402 co6
ham lugng 100,0% (nguyén trang).
Pha déng: ACN: TEA 0,1% (70 : 30), diéu chinh ti 1& pha dong néu can.
Dung dich chuan: Hoa tan 25,0 mg Nuciferin chuan trong Acetonitril va pha loang
thanh 100,0 ml v61 cung dung moéi. Hat 5,0 ml pha loang thanh 10,0 ml véi cung
dung moi.
Dung dich thir: Hoa tan 25,0 mg mau thir trong Acetonitril va pha lodng thanh
100,0 ml v6i cung dung moi. Hat 5,0 ml pha loang thanh 10,0 ml véi cung dung
moi.
Piéu kién sdc ky:
Cot thép khong gi (15 cm x 4,6 mm) dugc nhdi octadecylsilyl silica gel ding cho
sic ky (Spum).
Detector quang pho tir ngoai dat & budc song 270 nm.
Tbc do dong: 1,0 ml /phut.
Thé tich tiém: 10 pl.
Céch tién hanh:
Kiém tra kha ning thich hop cua hé thong: Can bang cot bang hon hop pha dong it
nhat 30 phat. Tiém dung dich chuan, hé s bat ddi cua pic chinh khong duoc 16n
hon 2,0; s6 dia 1y thuyét cua cot khong dugc nhé hon 2000. Tiém riéng biét 6 lan
dung dich chuan, d6 1éch chuin tuong ddi cua dién tich pic chinh sau 6 lan tiém lap
lai khong dugc 16n hon 1,0%.
Tiém lan luot dung dich chuén va dung dich thir. Can cir vao dién tich pic thu duoc
tr dung dich thtr va dung dich chuan va dua vao ham lugng Nuciferin chuan

(C19H,;NO,), tinh ham luong Nuciferin ¢ trong ché pham.



Bang 18.1. Céc thong s6 cua hé sic ky

Yéu ciu PTN 1 PTN 2 PTN 2
Thiét bi Agilent 1200 Shimadzu LC —20A | Shimadzu LC — 20A
Cot séc ky Cl18e, 15cmx4,6mm; Sum
Purospher STAR LichroCART Gemini
Pha dong Acetonitril — TEA 0,1% (70 : 30)
t. (phat) 6,5 6,4 4.4
N >2000 4274 6100 7413
T <20 1,77 1,8 1,13
RSD¢huin < 2,0 0,56 0,37 0,19
%
Bang 18.2. Két qua xac dinh ham luong
Yéu cau PTN 1 PTN 2 PTN 3
1 99,55 99,25 100,19
2 99,79 99,44 100,57
Ham luong cua |y 100,72 100,82 100,58
mau thir khong
duoc nho hon | 4 99,15 100,98 100,45
95% cua | 5 99,62 100,68 99,95
C19H21N02 tinh
theo ché phim 6 100,27 99,65 100,39
nguyén trang | TB 99,85% 100,14 % 100,26 %
(nguyén trang), (nguyén trang) (nguyén trang)
n==6 n==6 n==6
RSD =0,56% RSD = 0,77% RSD =0,27%
. Xir Iy két qua theo thong ké:
Tap hop két qua cac PTN va dénh gia theo ANOVA
Bing 18.3. Két qua d4nh gia theo ANOVA
TOM TAT
Nhom So KQ Téng Trung binh Phuong sai
PIN 6 600,82 100,14 0,596
PTN2 6 599,1 99,85 0,314
PTN 3 6 602,07 100,35 0,055




ANOVA

‘ ’ Téng s6 Bdc
Nguon sai so binh phwong | tw do | Binh phwong trung binh | F,, | F
: P g
Gitta c4e nhom 0741 2 0,371 | 1,152 | 3,682
Trong tirmg nhém 4.827 15 0,322
Tong cong 5568 17

Bién luan: Fy,=1,152 <F =3,682

3. Két luan: Két qua trung binh cta 2 phong thir nghiém gidng nhau, phuong phap

phan tich c6 d6 chinh xac cao vai gia tri do tai 1ap va do lap lai nho.




B. XAC PINH GIA TRI AN PINH CHAT CHUAN NUCIFERIN
Bang 18.4. Xac dinh gi tri 4n dinh

Xép tang dan | |x; — X i (x*i(]) _ x*_(l))z i (x*i<z) —x0)

x*- 1.5s* 99,18 99,14
x*+ 1.5s* 101,28 101,08
1 99,15 1,08 99,18 0,8612 99,18 0,8612
2 99,25 0,98 99,25 0,7439 99,25 0,7439
3 99,44 0,79 99,44 0,4522 99,44 0,4522
4 99,55 0,68 99,55 0,3164 99,55 0,3164
S 99,62 0,61 99,62 0,2425 99,62 0,2425
6 99,65 0,58 99,65 0,2139 99,65 0,2139
7 99,79 0,44 99,79 0,1040 99,79 0,1040
8 99,95 0,28 99,95 0,0264 99,95 0,0264
9 100,19 0,04 100,19 0,0060 100,19 0,0060
10 100,27 0,04 100,27 0,0248 100,27 0,0248
11 100,39 0,16 100,39 0,0770 100,39 0,0770
12 100,45 0,22 100,45 0,1139 100,45 0,1139
13 100,51 0,28 100,51 0,1580 100,51 0,1580
14 100,58 0,35 100,58 0,2186 100,58 0,2186
15 100,68 0,45 100,68 0,3221 100,68 0,3221
16 100,72 0,49 100,72 0,3691 100,72 0,3691
17 100,82 0,59 100,82 0,5006 100,82 0,5006
18 100,98 0,75 100,98 0,7526 100,98 0,7526
X 100,11
n 18
s 0,57

X0) 100,23

S(0) 0,697

X (n) 100,11 100,11

5 (n) 0,645 0,645




Nhén xét: Gia tri s, khong thay ddi sau 2 1an tinh, gia tri 4n dinh duoc chon la
100,11% v&i d9 1éch chuan 14 0,645.

Tinh gia tri Z:
Bang 18.5. Tap hop két qua ciia hai PTN va tinh gié tri Z
TT| N (ofza;I‘gg)“yé“ X' = 1Z00,11
' s =0,645

1 99,15 -1,49

2 99,25 -1,33

3 99,44 -1,04

4 99,55 -0,87

5 99,62 -0,76

6 99,65 -0,71

7 99,79 -0,50

8 99,95 -0,25

9 100,19 0,12
10 100,27 0,25

11 100,39 0,43
12 100,45 0,53
13 100,51 0,62
14 100,58 0,73
15 100,68 0,88
16 100,72 0,95
17 100,82 1,10
18 100,98 1,35
TB 100,11%

n=18, RSD =0,57%

Nhan xét: Cac két qua déu c6 gia tri Z < 2,0, khong co két qua nao bi loai.
Chét chuan Nuciferin SKS: KC.10.16 - 04.08 ¢4 ham luong 100,11 % tinh theo
nguyén trang, 6 khong dam bao do mé rong U = £ 0,27 % véi hé sé phuk =2 &

mtc tin cdy 95%.



PHU LUC 19

SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
CONESSIN O THOI PIEM 9 THANG

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=360,100 (CONESSIN.MINGOCAN00.D)
mAU
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Hinh 19.1. SKD madu trdng xdc dinh tap chat lién quan va dinh lwong
Conessin ¢ thoi diém 9 thang

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=360,100 (CONESSIN.M\INGOCAN12.D)
mAU
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Hinh 19.2. SKP mau thir xdc dinh tap chdt lién quan va dinh lvong
Conessin ¢ thoi diém 9 thing
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SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
KAEMPFEROL O THOI PIEM 9 THANG

VWD1 A, Wavelength=362 nm (KAEMP'\KAEMPO008.D)
mAU 4
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Hinh 20.1. SKD mau trang xdc dinh tap chat lién quan va dinh lwong
Kaempferol ¢ thoi diém 9 thing
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Hinh 20.2. SKP mau thir xdc dinh tap chdt lién quan va dinh lvong
Kaempferol ¢ thoi diém 9 thing
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SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
NUCIFERIN O THOI PIEM 9 THANG
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DAD1 A, Sig=270,4 Ref=360,100 (NUCI\NUCI0045.D)
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Hinh 21.1. SKD mdu trdang xdc dinh tap chat lién quan va dinh lrong
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DAD1 A, Sig=270,4 Ref=360,100 (NUCINUCI0046.D)
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Hinh 21.2. SKP mau thir xdc dinh tap chat lién quan va dinh luong

Nuciferin ¢ thoi diém 9 thang
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SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
CONESSIN O THOI PIEM 15 THANG

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=360,100 (CONESSIN.M\CONES004.D)
mAU

-10
-15

-20
0 2.5 5 75 10 12.5 min

Hinh 22.1. SKD madu trang xdc dinh tap chat lién quan Conessin & thoi diém 15
thang

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=360,100 (CONESSIN.M\CONES007.D)
mAU
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Hinh 22.2. SKP madu thir xdc dinh tap chdt lién quan va dinh luong
Conessin ¢ thoi diém 15 thing
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SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
KAEMPFEROL O THOI PIEM 15 THANG

VWD A, Wavelength=362 nm (KAEMP\KAEMP028.0)
mAU
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Hinh 23.1. SKD madu trdang xdc dinh tap chat lién quan va dinh lrong
Kaempferol ¢ thoi diém 15 thang

VWD1 A, Wavelength=362 nm (KAEMP\KAEMP024.D)
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Hinh 23.2. SKP madu thir xdc dinh tap chdt lién quan va dinh luong
Kaempferol ¢ thoi diém 15 thang
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SKDP XAC PINH TAP CHAT LIEN QUAN VA PINH LUQONG
NUCIFERIN O THOI PIEM 15 THANG

o 25 ] 75 0 mn

Hinh 24.1. SKP madu trdng xdc dinh tap chat lién quan va dinh lwong
Nuciferin ¢ thoi diém 15 thang

DAD1 A, Sig=270,4 Ref=off (001-0101.D)
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Hinh 24.2. SKP mau thir xdc dinh tap chdt lién quan va dinh lvong
Nuciferin ¢ thoi diém 15 thang
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