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ABSTRACT

Andrographolide (AP) is a diterpen lactone with important roles in biological activities
of Andrographis paniculata (Burm.f) Nees. Controling its content provides a good insight
on the quality of this medicinal plant. In this study, an HPTLC method was developed for
quantitation of AP in Andrographis paniculata. The chromatographic separation was done
on a Silica gel 60 F 254 thin layer using a mixture of chloroform and methanol (7:1, v/v) as
mobile phase. After the development step and evaporation of mobile phase, the
chromatograms were scanned at wavelength of 223 nm by densitometer to record and
calculate the peak response of AP. The method had linear range for AP from 199.2 to 996.0
ng per spot with quantitation limit at 199.2 ng of AP per spot. The method was fully
validated according the current guideline of AOAC International on performance of
analytical method in term of accuracy, precision, linearity and was proved as reliable for
intended purpose. The method was applied to quantify AP in several samples of
Andrographis paniculata purchased at different locations in Vietnam, yielding the content
of AP (%, w/w) varying from 0.5 % to 3.0 %. The HPTLC method developed in this study
was a reliable analytical tool which can be used in routine quality control of Andrographis
paniculata. Furthermore, because TLC technique was widely employed in identification
test of medicinal plant, therefore, the assay of AP by HPTLC can be integrated with the
identification test of Andrographis paniculata, saving time and materials.

Keywords: andrographolide, quantitaion, HPTLC, Andrographis paniculata.
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TOM TAT

Andrographolid (AP) la mét diterpen lacton ¢é vai trd quan trong trong tac dung sinh hoc ctia
Xuyén tam lién (Andrographis paniculata (Burm.f) Nees), kiém soat ham lugng AP cung cap thong
tin quan trong vé chat lugng cia dugc liéu nay. Trong nghién ctiu nay, moét phuong phap HPTLC
dugc xay dung dé dinh lugng AP trong Xuyén tam lién. Qua trinh tach sac ky dugc thuc hién trén
ban mdng Silica gel 60 F 254 s dung cloroform - methanol (7: 1, tt/tt) lam pha dong. Sau khi bay
hoi dung moi, sac ky d6 dugc quét tai budc song 223 nm dé ghi dap tng pic ctia AP. Phuong phap
c6 khoang tuyén tinh tir 199,2 dén 996,0 ng AP trén vét cham. Phuang phap dugc tham dinh theo
hudng dan ctia AOAC International vé d6 dung, d6 lap lai, khoang tuyén tinh, két qua tham dinh
chiing t6 phuong phap tin cdy véi ing dung du kién. Phuong phap da dugc ap dung dinh lugng
AP trong mét s6 mau Xuyén tam lién mua trén thi truong, véi ham lugng AP thu dugc tir 0,5 % - 3,0
% (kI/Kl). Phuong phap HPTLC phat trién trong nghién cliu cung cap cong cu phan tich tin cay cé
thé sir dung trong kiém nghiém thudng quy Xuyén tam lién, déng thoi co thé két hop viéc dinh
lugng AP véi dinh tinh Xuyén tam lién bang TLC, gitip tiét kiém thaoi gian va vat tu.

Ttrkhéa: andrographolid, dinh lugng, HPTLC, Xuyén tam lién.

Dat van de

Xuyén tam lién (Andrographis paniculata
(Burm.f) Nees) la mét dugc liéu da dugc su
dung phé bién dé diéu tri cac bénh nhiém
khuén, chéng viém, chéng ung thu, dai thao
duong, diéu hoa mién dich, bao vé té bao
than kinh... va hién rat dugc quan tam
nghién ctiu vi cho thay c6 tac dung Uc ché sy
phat trién cda virus SARS-CoV-2 [2]. Diterpen
lacton la nhém hoat chat dac trung va quan
trong nhat quyét dinh tac dung cta Xuyén

tam lién, trong d6 andrographolid (AP) la
diterpen lacton chinh, dong vai tro la chat chi
diém “marker” trong tiéu chuan hoéa chat
lugng Xuyén tam lién [2], [7]. Hién tai, Dugc
dién Viét Nam da c6é chuyén luan Xuyén tam
lién vai phép thi dinh tinh bang sac ky 16p
moéng va dinh luong téng diterpen lacton
bang tao mau do quang so sanh vai chat
chuan AP, mét phép thir dinh lugng khéng
ddc hiéu. Hién nay, su ra dgi clia cac loai ban
mong va hé théng thiét bi da cho phép sac ky
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|6p mdng, nhat la sac ky I6p mong hiéu néng
cao (high performance thin layer chromatography
- HPTLC), tr& thanh mét ky thuat phan tich cé
do lap lai, d6 diing du tét cho ng dung dinh
lugng bén canh Ung dung dinh tinh truyén
théng. Nha vay, phuong phap HPTLC c6 thé
doéng thoi dong vai tro phép thir dinh tinh va
dinh lugng thanh phan quan trong trong cac
loai thdo méc, dugc liéu vai uu diém néi bat
la thao tac don gian, tiét kiém thai gian va chi
phi, c6 thé tién hanh phan tich dong thai
nhiéu mau cung ldc. Pay la mét hudng hiéu
qua va kha thi cho viéc nang cap kiém tra chat
luong dugc liéu néi chung, trong dé c6 Xuyén
tam lién. Tuy nhién, cho t&i nay tai Viét Nam
chua c6 nghién ctu dinh lugng AP trong
Xuyén tam lién bang HPTLC dugc cong bo. Do
vay, nghién ctu nay dugc thuc hién véi muc
tiéu phat trién mot phuong phap HPTLC tin
cay dé dinh lugng AP trong dugc liéu Xuyén
tam lién.

Nguyeén liév va phuong phdap nghién civ

Nguyén liéu va trang thiét bi

DOoi tuong nghién ciu: AP trong duoc liéu
Xuyén tam lién.

Cac mau dugc liéu Xuyén tam lién duoc
thu mua tu: lang Nghia Trai - Hung Yén (HY),
chg Ninh Hiép - Béc Ninh (BN), phé Lan Ong -
Ha Noi (HN1, HN2), Ha Long - Quang Ninh
(QN), Nghé An (NA).

Dugc liéu chuan (DLC) Xuyén tam lién (s6
ki€m soat HP0123116, ngay ban hanh:
20/3/2023) dugc cung cap bdi Vién Kiém
nghiém thuéc Trung uong.

Chdt chudn: Andrographolid ham lugng
98,0 % (s6 16 CFS$202201, han dung: thang 1/
2024) cung cap bai Chemfaces (Trung Quéc).

Dung méi, héa chdt: methanol, cloroform,
ethyl acetat, ethanol 96 %, dicloromethan loai
tinh khiét phan tich (Trung Quaoc).

Thiét bi: phan tich sac ky dugc thuc hién vai
ban moéng TLC silica gel 60 F 254, trén hé
thong HPTLC CAMAG (Thuy Si) gém: bo phan
chdm mau CAMAG Linomat 5, bd phan trién
khai sdc ky CAMAG ADC 2, bd phan quét phé
CAMAG Scanner 4, phan mém xt ly két qua
winsCAT. Cac thiét bi khac dugc st dung bao

32

[ 8

gom: can phan tich A&D GR-200 (Nhat Ban),
may siéu am DAIHAN WUC A22H (Han Qudc),
may li tam KUBOTA 65 (Nhat Ban), may lac
xody LABINCO L46 (Ha Lan), ti say WiseVen
WOF-105 (Han Quéq)...

Dung cu: binh dinh muc (10 mL, 100 mL);
ong ly tam 50 mL; micropipet (loai 100 - 1000
uL); mang loc cellulose acetat 0,45 pm; 6ng
dong; c6c cé mo...

Phuong phdp nghién ciru

Chudn bi méu:

Dung dich chuén: dung dich chuan géc AP
1000 mg/L dugc pha trong dung moi
methanol. Cac dung dich chudn lam viéc 40 -
200 mg/L dugc pha loang tir dung dich chuan
g6c véi cung dung moi.

Dung dich th{: can chinh xac khoang 0,4 g
bot dugc liéu, chiét siéu am 4 lan, méi lan vai
20 mL methanol trong 50 phat. Sau méi lan
chiét, ly tdm hén hop thu dugc 6 téc do 4000
vong/ phut trong 5 phut, tach 1dy phan dich
trong, gép chung dich chiét cta 4 lan vao
binh dinh muéc 100 mL, dinh muc bang
methanol, 1ac déu. Pha loang dung dich trén
bang methanol (néu can) dén néng dé phu
hop cho dinh lugng va loc qua mang 0,45 um
trudc khi tiém sac ky, thé tich tiém 20 pL.
Néng do lam viéc AP khoang 30 mg/L (tuong
duong khoang 600 ng AP/ vét).

Dung dich tht thém chuan: can chinh xac
khoang 0,12 g bét dugc liéu (tuong duong véi
30 % nong d6 dinh lugng) ro6i thém lugng
chuan AP thich hgp va x{r ly mau tuong tu
nhu véi dung dich thir dé thu dugc cac dung
dich thdr thém chudn c6 néng dé tuong Ung
50 %, 100 % va 150 % so v3i ndbng do dinh
lugng.

Xdc dinh ham am duoc liéu: can chinh xac
khoang 1 g bét (£10 %), sdy trong 4 gid &
nhiét dé 85 °C (x2 °Q) [1].

Diéu kién sdc ky: s&t dung pha tinh la ban
mong TLC silica gel 60 F 254 (20 cm x 10 cm)
da duoc hoat hda bang cach say ¢ 110 °C
trong 30 phat va pha déng la hén hop
cloroform - methanol (7:1, tt/tt). Thé tich tiém
lan luot 1a 20 uL véi cac dung dich tha, thi
thém chuén va 5 pL vdi céc dung dich chuan.
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Cac mau dugc cham thanh dai véi dé rong 8
mm, cach mép dudi ban mong 8 mm. Buéng
khai trién dugc bao hoa hoi pha déng trong
20 phut va kiém soat ham am dén khoang 40
% trudc khi tién hanh sac ky. Cho pha dong
di chuyén trén ban moéng véi quang dudng
la 80 mm, sau d6 lam khé ban méng 5 phut
trong binh khai trién. Sc ky d6 thu dugc
bang cach s dung densitometer quét tai
budc séng 223 nm.

Xdy dung va thdm dinh phuong phdp

Tién hanh khao sat va lua chon mét s6
thong so6 clia qua trinh sac ky (thanh phan
pha dong; ty 1é dung méi pha déng; budc
song phat hién) va qua trinh xr ly mau (dung
moi chiét siéu am; ty 1& thé tich dung moi; thai
gian chiét; s6 lan chiét). Qua trinh nay co tng
dung t6i uu hoa da bién st dung pham mém
MODDE 5.0 (Umetrics, Thuy Dién). Thiét ké thi
nghiém theo phuong phap thiét ké bé mat
dap ung RSM (Respone surface methodology)
dua trén mo hinh thiét ké trung tam mat phic
hgp chinh CCF (Central composite face-
centered design) gébm 17 thi nghiém (b6 tri
diéu kién va két qua dugc trinh bay trong
bang 2).

Phuong phap da xay dung dugc tham dinh
theo hudng dan ctia AOAC 2016 [3] vé cac chi
tiéu: d6 phu hgp hé théng; dé chon log;
khoang tuyén tinh; d6 lap lai; d6 dung; gidi
han phat hién va gi6i han dinh luong. Cac s6
liéu dugc xtr ly thong ké toan hoc bang phan
mém Microsoft EXCEL.

Mau dugc liéu Xuyén tam lién BN (chg Ninh
Hiép — Bac Ninh) dugc lua chon cho khao sat
quéa trinh x{r ly mau va tham dinh phuong
phap vé cac chi tiéu do lap lai, do dung.

Ung dung: Phuong phap phan tich dugc
Ung dung dé xac dinh ham lugng AP trong
cac mau dugc liéu Xuyén tam lién thu mua
trén thi truong dua vao phuong trinh héi quy
biéu dién mai quan hé gilia dién tich pic va
luong hoat chat cing ham 4m cla dugc liéu.

Két qua nghién cou

Xdy dung phuong phdp

Lua chon diéu kién sdc ky

Lua chon pha ddng

[ 8

Pé& phan tach t6t AP khoi cac thanh phan
khac ctia dugc liéu Xuyén tam lién, cdc hé pha
doéng khac nhau da dugc khao sat gom
cloroform - methanol (& cacty 1€ 10:1; 9:1; 7:1;
4:1; 1:1) va cloroform - methanol - ethyl acetat
(& cacty lé 12:1,5:1; 8:1,5:1; 8:3:1). Sau khi trién
khai sac ky, phat hién vét bang cach dan xuat
héa (phun thuéc thirla dung dich acid sulfuric
10 % trong MeOH sau d6 say ban moéng & 100
°C trong 5 phut) r6i quan sat dudi dén UV &
budc song 366 nm (AP cho huynh quang tim
nhat) [4]. Két qua thu dugc (hinh 1) cho thay
véi pha dong cloroform - methanol (7:1) (hinh
1, (C)), AP dugc phan tach tét nhat khoi cac
thanh phan khac cda dich chiét Xuyén tam
lién nén pha doéng nay dugc lua chon cho
phép dinh lugng AP trong Xuyén tam lién.

Sac ky dé thu dugc sau khi quét bang
densitometer tai budc sobng 223 nm véi pha
doéng cloroform - methanol (7:1) (hinh 2) cho
thay sau khi khai trién, pic AP can d6i, c6 Rrla
0,52 va dugc phan tach tot khoi cac pic khac
trong dich chiét Xuyén tam lién.

Lua chon buéc séng phdt hién

AP (hinh 3) c6 kha nang hap thu UV véi cuc
dai hap thu & khoang 223 nm (hinh 4). Qua
khdo sat, budc séng 223 nm dugc lua chon
cho phép dinh lugng AP trong dugc liéu
Xuyén tam lién.

Lua chon diéu kién xi ly mau

Lua chon dung méi chiét siéu am

Tién hanh chiét AP trong mau dugc liéu
Xuyén tam lién bang phuong phap chiét siéu
am véi ba dung méi dugc khao sat gom
methanol, ethanol 96 % va hoén hop
dicloromethan - methanol (1:1) vé&i cac thong
s0: 50 lan chiét la 1; thai gian chiét la 30 phat;
ty |& thé tich dung méi/ khéi lugng dugc liéu
la 20 mL/g. Két qua (bang 1) cho thay, khi st
dung methanol va hén hop dicloromethan -
methanol (1:1) lam dung moi chiét AP tu
Xuyén tam lién cho kha nang chiét tot, vai
ham lugng AP thu dugc tuong Ung la 1,05 +
0,03 % va 0,98 + 0,02 %. Methanol dugc lua
chon la dung moi chiét AP tir dugc liéu Xuyén
tam lién vi thanh phan don gian, cho hiéu
suat chiét cao.
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Hinh 1. Két qua trién khai sdc ky véi dung dich chudn AP (C) va dich chiét duoc liéu chudn
Xuyén tam lién (T) véi cdc pha dong (A): CHCl-MeOH (10:1); (B): CHCl3-MeOH (9:1); (C):
CHClI3-MeOH (7:1); (D): CHCl>-MeOH (4:1); (E): CHCls-MeOH (1:1); (F): CHCl-MeOH-EtOAc
(12:1,5:1); (G): CHCl3-MeOH-EtOAc(8:1,5:1); (H): CHCl>-MeOH-EtOAc (8:3:1).

I 3 -
&

Hinh 2. Sdc ky dé dich chiét duoc liéu chudn Xuyén tam lién véi pha déng CHCI3-MeOH (7:1)
quét tai 223 nm.
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Hinh 3. Céng thuc cdu tao cia AP

Bdng 1. Két qua ddnh gid kha nédng chiét AP tur
duoc liéu Xuyén tam lién véi cdc dung méi

khdc nhau
Dung méi Ham lugng AP
(%, TB+SD,n=3)
Methanol 1,05+ 0,03
Ethanol 96 % 0,43 +0,01
Dicloromethan - 0,98 £0,02
methanol (1:1)

Bdng 2. Thiét ké thi nghiém va két qua thuc
nghiém khi téi uu héa cdc théng sé cua qud
trinh chiét siéu dm AP tir Xuyén tam lién theo

mé hinh RSM-CCF

Ty lethé Ham
S6 Theoi tich dung lugng
Thi 1an gian méi/ khéi | AP dinh

nghiém | chiét | chiét luong luong

(1an) | (phat) | dugcliéu dugc
(mL/g) (%)

1 1 10 10 1,04
2 5 10 10 1,95
3 1 50 10 1,46
4 5 50 10 2,18
5 1 10 50 1,12
6 5 10 50 2,05
7 1 50 50 1,61
8 5 50 50 2,25
9 1 30 30 1,21
10 5 30 30 2,14
11 3 10 30 2,03
12 3 50 30 2,17
13 3 30 10 2,10
14 3 30 50 2,14
15 3 30 30 2,11
16 3 30 30 2,10
17 3 30 30 2,14

Hinh 4. Phé hdp thu UV cta AP

Lua chon cdc théng sé cla qud trinh chiét
siéu dm

Nghién ctu tién hanh téi uu hoa cac
théng s6 clia qua trinh chiét siéu am véi ham
muc tiéu la ham lugng AP trong Xuyén tam
liéen dinh luong dugc sau khi chiét (%), st
dung pham mém MODDE 5.0 (Umetrics,
Thuy Dién). Qua khao sat, ba théng sé c6 anh
hudng dén kha nang chiét AP ti Xuyén tam
lién dugc toi uu hda gom: sé lan chiét (1 dén
5 lan); thaoi gian chiét (10 dén 50 phat); ty 1é
thé tich dung méi/ khéi lugng dugc liéu (10
dén 50 mL/g).

K&t qua t6éi uu hda so bd theo mé hinh
RSM-CCF véi phan mém MODDE 5.0 (hinh 5)
cho thay, trong khoang gia tri khao sat, ty lé
thé tich dung méi/ khéi luong dugc liéu la 50
mL/g, thai gian siéu am 50 phut va sé lan
chiét 3,8 lan la t6i uu nhat dé chiét AP tu
Xuyén tam lién. Hé s6 xac dinh ctia mo hinh
cao (R21a 0,990 va R2 hiéu chinh la 0,978) cho
thay su phu hgp gilta m6 hinh va bang s6 liéu
thuc nghiém, thé hién mé hinh c6 dé chinh xac
cao. Hé s6 Q2 cao (dat 0,917) va chénh léch so
vGi R2 khéng qué 0,2 cho thay mé hinh ¢é tinh
bén viing va kha nang du doan cao.

Nghién ctu tiép tuc tién hanh khao sét s6
lan chiét (3 1an, 4 lan, 5 1an) vdi ty |é thé tich
dung méi/ khéi lugng dugc liéu la 50 mL/g va
thai gian siéu am la 50 phut dugc gilr ¢ dinh.
K&t qua (bang 3) cho thay khi chiét 4 1an, ham
lugng AP cao hon so véi chiét 3 1an va cé su
khac biét khéng dang ké vé ham luong AP khi
so sanh vai chiét 5 lan. Két qua nay cling hoan
toan phu hgp véi két qua toi uu héa (hinh 5),
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Coeff. SC  Std. Err. [ Conf. int(s)
210634 0.0261968 1.2116e-011 = 0.0619465
0413 0.01936  1.25269e-007 0.0457798
0.148 0.01936 = 0.00012169 = 0.0457798
0.0439999  0.01936 0.0457798
-0.423591 0.0374025 9.36718e-006 0.0884439
0.00140848 0.0374025 0.0884439
0.0214086 0.0374025 0.0884439
-0.0599999 0.0216452 0.0276154 | 0.0511834
-0.00749991 0.0216452 0.0511834
0.00500007 0.0216452 0.0511834

Q2= 0917 Cond. no. = 4.4382

R2 = 0.990 Y-miss = 0
R2 Adj. = 0978 RSD = 0.0612
Conf lev. = 095

Factor

Role | Value [Low Limit |High Limit |
Free |v 1 5
Free |v 10 50

ham luong iter  log(D)

3.8586  49.9997 12,7889 2.3057 109 -2.0921
3.893% 49.9999 29,0247 2.3267 108 =10
4.2 50 50 2,381 0 -10
4.155¢  41.7037 32,3704 2.27%7 16 -0,9471
4.2 50 50 2,381 0 -10
3.8 50 30| 2.3292 0 =10
3.8 34 S0 2,29 5 -1.3892

Hinh 5. Két qua thu dugc khi téi uu héa cdc théng sé cda qud trinh chiét siéu dm AP tor
Xuyén tdm lién theo mé hinh RSM-CCF véi phdn mém MODDE 5.0

AP

10
100
0 -

—

020 000 020 040 080 080 R

sl

209 280 200 am 400
120 200 250 300 00

Hinh 6. Scic ky dé cia dung méi chiét (DMC); dung  Hinh 7. Phé hdp thu UV cta pic AP trén sdc
dich chudn AP (C); dung dich thi (T); dung dich tht: ky dé dung dich chudn AP va dung dich thir

thém chudn (T+C)

do dd6 chiét 4 1an duoc lua chon cho qua trinh
chiét AP tur Xuyén tam lién.
Bdng 3. Két qua khado sdt s6 lan chiét AP tir
Xuyén tam lién vdi ty 1é thé tich dung méi/ khéi
luong dugc liéu la 50 mL/g va thoi gian siéu

am la 50 phat
S4 lan chiét Ham lugng AP (%, TB £ SD, n=3)
3 2,12+£0,02
4 2,24 +£0,03
5 2,25+0,06

Thdam dinh phuong phdp
Do phir hop hé théng
Cham 13p lai 6 1an, mdi lan 5 uL dung dich

36

chudn AP néng d6 khoang 120 mg/L - néng
do6 lam viéc 100 % (tuong duong khoang 600
ng AP/ vét) thanh 6 vét riéng biét Ién ban
mong roi tién hanh sac ky. Két qua phan tich
cho thay, hé théng sac ky phu hop cho dinh
lugng AP trong Xuyén tam lién v&i RSD cla
dién tich pic (1,59 %) va Rf (0 %) déu duéi 2 %.

D6 chon loc

Cac mau dung moi chiét (methanol - mau
trang), dung dich chudn AP (néng dé lam viéc
100 %), dung dich thi (t&r dugc liéu chudn
Xuyén tam lién) va dung dich thtr thém chuén
dugc cham Ién cung ban mong roi tién hanh
phan tich. Két qua cho thay, trén sac ky do
dung dich thitr va dung dich thi thém chuén
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xuat hién pic c6 mau sac, hinh dang va Rf
tuong dong vai pic AP trén sac ky do dung
dich chuan vai d6 tinh khiét ctia pic trén 99,87
%; dong thai sac ky dé cia dung moi chiét
khoéng xuat hién pic tai vi tri tuang Ung vdi pic
AP chudn (hinh 6). Chéng phé hdp thu UV cua
pic AP trén siac ky d6 dung dich chuédn va
dung dich thd (hinh 7) cho thdy c6 su tuong
doéng vé hinh dang va dinh hap thu véi hé s6
match dat 0,9991 %. Nhu vay phuong phap
phan tich dap Uing yéu cau vé do chon loc cho
phép dinh lugng AP trong Xuyén tam lién.

Khodng tuyén tinh

Két qua (bang 4) cho thay, trong khoang
tuyén tinh khao sat tr 199,2 - 996,0 ng AP/ vét,
¢6 su tuong quan chat ché gilra dién tich pic
va lugng AP dua lén ban mong véi hé sé
tuong quan R > 0,999.

Bdng 4. Két qua khdo sdt khodng tuyén tinh

Luong AP
dua lén
ban moéng
(ng/ vét)

199,2 | 3984 | 597,6 | 796,8 | 996,0

Dién tich
pic
Phuong
trinh hoi
quy

R 0,9995

1346,45 [2540,58 |3689,86 (4791,25 |5797,14

y = 5,5984x + 287,44

Do Idp lai
Két qua phan tich 6 mau thir déc lap (bang
5) cho thdy, phuong phap cé d6 lap lai tot vai
RSD cta ham lugng AP la 2,02 %, dap uing yéu
cau theo quy dinh ctia AOAC (khéng qua 2,7
%) [3].
Bdng 5. Két qua khado sdt dé Idp lai

STT 1 2 3 4 5 6
Dién tich pic [2778,52[2834,1112878,0412873,542911,932062,24
Khoi  luang ;1502 (04010 |0,4006 0,4013 [0,4009 |0,4034
dugcliéu (g)

Hamluong AP 1o | 503 | 227 | 226 | 220 | 232
(%)

TB (%) 2,26

RSD (%) 2,02

.1

Do ding

Tién hanh khao sat d6 ding theo phuong
phap thém chuan dé thu duoc cac dung dich
th thém chuan cé néng do tuong ting 50 %,
100 % va 150 % so v6i nong do dinh lugng
(phan chudn bi mau); méi muc néng dé lam
3 mau doc lap. Két qua (bang 6) cho thay, do
thu héi ctia AP nam trong gidi han cho phép
tir 97,0 - 103,0 % va RSD ham lugng tai moi
muc nong d6 dat yéu cau khong qua 2,7 %
[3]. Nhu vay, phuong phap dap Ung yéu cau
do dung theo quy dinh ctia AOAC va khoang
xac dinh cla phuong phép la ttr 300,2 - 902,8
ng AP/ vét.

Bdng 6. Két qua khdo sdt dé ding

Muc Lugng | Khéilugng Luong ARP bo

« 2 era o trongmau | thu |RSD
nong |chuanthém| duocliéu o

d6 | vao(mg) (g) (mg) hai (%)
C g g (%)
0,1209 4,52 100,0

50% 1,79 0,1206 4,41 97,6 |1,21
0,1203 4,45 98,8
0,1202 8,81 97,7

100% 6,31 0,1207 9,13 101,0 |1,72
0,1202 8,90 98,6
0,1207 13,77 101,6

150% 10,83 0,1202 13,70 101,2 {0,30
0,1209 13,81 101,8

Gidi han phdt hién (LOD) va gid&i han dinh

lugng (LOQ)

Phan tich cac dung dich chuan AP & nong
d6 giam dan va xac dinh ty 1é S/N. Két qua cho
thay, lugng AP dua lén ban médng la 49,8 ng/
vét thity 1é S/N la 3,3 tuong ting véi LOD cua
phuong phap (hinh 8, (A)). V&i lugng AP la
199,2 ng/ vét, ty 1&é S/N la 10,2 (hinh 8, (B))
duagc lua chon la diém thap nhat cha dudng
chuén. Theo két qua danh gia dé dung va
khodng xac dinh (bang 6), LOQ cla phuong
phép la 300,2 ng/ vét.

Pinh lugng AP trong cdc mau duoc liéu
Xuyén tam lién

Cac mau dudgc liéu Xuyén tam lién dugc
tién hanh x{ ly va sac ky theo phuong phap
da xay dung va tham dinh. Két qua dinh lugng
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5 €8

Hinh 8. Sdc ky d6 dung dich chudn AP véi lugng AP dua lén ban méng la 49,8 ng/ vét (A)
va 199,2 ng/ vét (B)

(bang 7) cho thay, trong cac mau dugc liéu
déu c6 AP vaGi ham lugng khac nhau. Mau
HN2 c6 ham lugng AP cao nhat (3,00 %), trong
khi cac mau HN1 va NA c6 ham lugng AP thap
(0,58 %), riéng mau DLC c6 ham lugng AP
thap nhat (0,52 %).
Bdng 7. Két qua dinh luong AP trong mét sé
mau duoc liéu Xuyén tam lién

Ky Ham Ham lugng
STT | hiéu Noi ldy mau &m AP (%)
méu (%) (TB £ 5D,
n=3)
1 BN |Ninh Hiép (Bac Ninh) 6,79 | 2,23+0,04
2 HY |Nghia Trai (Hung Yén) 7,50 | 2,78+0,03
3 HN1 [Ldn Ong (Ha Noi) 6,56 | 0,58 +0,01
4 HN2 [Lan Ong (Ha Noi) 6,83 | 3,00+0,02
5 NA [Nghé An 7,12 1 0,58 £ 0,01
6 QN [Ha Long (Quang Ninh) | 8,06 | 0,82 +0,02
7 | bLc ¥:ﬁrr‘]:fg;39hiém thudcl 570 | 0,52+ 0,01
Ban luén

Hién nay theo quy dinh clia Dugc dién Viét
Nam, dinh lugng téng diterpen lacton trong
Xuyén tam lién dugc tién hanh bang phuong
phap do quang sau khi tao mau véi thuéc thir
Kedde va st dung dudng chuan AP tién hanh
trong cung diéu kién dé xac dinh ham lugng
diterpen lacton toan phan theo AP [1].
Phuong phéap nay khong dac hiéu nén khéng
cho phép dinh lugng riéng cac diterpen
lacton trong Xuyén tam lién, dac biét la AP -
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marker (diterpen lacton chinh), phadn Uing cla
AP va thudc thir Kedde nhanh mat mau, qua
trinh dan xuat héa tuang déi phuc tap. So
sanh vai phuong phap dinh lugng theo Dugc
dién Viét Nam, phuong phap dinh lugng AP
trong Xuyén tam lién bang HPTLC da xay
dung ¢6 uu diém la d6 chon loc t6t, cho phép
xac dinh chinh xac ham lugng hoat chat chinh
AP trong dugc liéu ma khéng can dan xuat
héa nén tiét kiém thai gian, hoa chat. Véi thao
tac don gian, c6 thé phan tich déng thoi
nhiéu mau, cho két qua phan tich nhanh, chi
phi thap, tiét kiém dung méi, phuong phap
da xay dung c6 thé dé dang ap dung thudng
quy trong kiém tra chat lugng dugc liéu
Xuyén tam lién tai cac phong thi nghiém dugc
trang bi hé thong HPTLC hién dai.

AP c6 cau tao (hinh 3) gbm cac nhém
mang mau (alken, di vong lién hgp) va cac
nhém trg mau (hydroxyl) nén cé khd nang
hap thu UV véi cuc dai hap thu & khoang 223
nm (hinh 4). Vi vay, buéc song nay dugc lua
chon cho dinh lugng truc ti€p AP trong Xuyén
tam lién ma khong can dan xuat hoéa [6].
Ngoai ra, tinh nang UV Scanner cing cho
phép quét phé hap thu cla pic, danh gia do
tinh khiét pic, chdng phé thi va chuan gitp
cung cap thém théng tin dinh tinh chat phan
tich. Phuang phéap st dung pha tinh la ban
mong TLC silica gel 60 F 254 phd bién, cho
hiéu qua phan tach t6t (hinh 2) va chi phi thap
hon so véi bdn méng HPTLC [7]. Pha d6ng su
dung hén hop cloroform - methanol (7:1) cé
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uu diém 1a don gian, khéng sir dung dung
moi toluen c6 thé gay hai cho suic khoe [6].
Quy trinh x& ly mau st dung chiét siéu am
don gian, han ché anh huéng béi nhiét do vi
AP dé bi phan huay khi tang nhiét dé [5].
Phuong phap xay dung da dugc tham dinh
day du theo hudng dan ctia AOAC vé cac chi
tiéu d6é phu hgp hé thong; dé chon loc (hinh
6, 7); khoang tuyén tinh (bang 4); do lap lai
(bang 5); d6 dung (bang 6); giGi han phat hién
va giéi han dinh lugng (hinh 8). Két qua dinh
lugng AP trong mot sé mau dugc liéu Xuyén
tam lién dugc thu mua tu cac noi khac nhau
trén thi trudng theo phuaong phép (bdng 7)
cho thay, ham lugng AP c6 su khac biét I6n (tu
0,58 % dén 3,00 %). Riéng mau dugc liéu chuadn
c6 ham lugng AP 1a 0,52 % so véi tdng ham
lugng andrographolid, neoandrographolid, 14-
deoxyandrographolid,dehydroandrographolid
dugc cong bo 1a 2,0 %. Vi kha nang phan
tach t6t AP khoi cac thanh phan khac ctia nén
mau (hinh 1 C, hinh 2), diéu kién sac ky dugc
st dung trong phuong phap dinh lugng AP
da xay dung hoan toan c6 thé dugc ap dung
déng thai dé dinh tinh Xuyén tam lién bang
cach so sanh sac ky do cda dich chiét duoc

liéu vé6i sac ky dé clia dung dich AP chuan
hodac dich chiét dugc liéu chudn Xuyén tam
lién trén cung ban mdéng. Nhu vay, viéc xay
dung phuong phap dinh lugng AP trong
Xuyén tam lién bang HPTLC la rat can thiét
nham gép phan kiém soat chat lugng clia cac
mau dugc liéu Xuyén tam lién dugc san xuat
va luu hanh trén thi trudng.

Két luan

Nghién ctu da xay dung thanh cbéng
phuang phap dinh lugng AP trong Xuyén tam
lién bang ky thuat HPTLC véi pha tinh la ban
mong TLC silica gel 60 F 254, pha déng la hon
hop cloroform - methanol (7:1, tt/tt) va budc
song dinh luong la 223 nm. Phuang phap
phan tich c6 d6 chon loc cao, d6 dung (trong
khodng 97,0-103,0 %) va do lap lai (RSD dudi
2,7 %) t6t, da dugc ap dung thanh cong dé
dinh lugng AP trong mot s6 mau dugc liéu
Xuyén tam lién trén thi trudng. Véi quy trinh
xt ly mau don giadn, strdung cac hoa chat phé
bién, phuang phap c6 thé dugc Ung dung
rong rdi tai cdc co sG phan tich c6 trang bi hé
théng HPTLC hién dai dé kiém tra chat luong
cla dugc liéu Xuyén tam lién dugc san xuat
va luu hanh trén thi trudng.
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