Chié’trxué"lt, phan lap, tinh ché
va thiet 1ap chat chuan dioscin
tur than ré cay bay la mot hoa (Paris polyphylla)

Cao Ngoc Anh ', Nguyén Thi Van '

Db Thi Ha %, Thai Nguyén Hung Thu **
"' Vien Kiém nghiém Thuéc Trung wong

? Vién Duoc liéu

3 Trwong Dai hoc Duwoc Ha Noi

Summary
A high purity compound (0.4 g) was extracted, isolated and purified from rhizome of Paris polyphylla

by using column chromatographic method. The chemical structure of the isolate was identified as
dioscin based on compatrision of the UV, IR, MS, 1D-NMR (1H and 13C) spectra of isolated dioscin and
those of standard dioscin purchased from Chengdu Herbpurify Co. Ltd (China) company. The dioscin
working reference standard was established base on the criteria in Viethamese Pharmacopoeia V and
ASEAN requirements. The results show that vials are homogeneous in the process of packaging and
content is 97.90% with an expanded uncertainty U = + 0.12%, a coverage factor k = 2 at the level of

confident 95% (average results from two laboratories).
Keywords: Paris polyphylla, dioscin, reference standard.

Pat van dé

Dioscin cé trong thanh phan cta cay bay la
mét hoa (Paris polyphylla) 2 mot duoc liéu
dwoc biét dén véi cac tac dung dwoc ly nhw tre
ché enzym tyrosinase va chéng bénh
Leishmania ¥, cdm mau trong bénh chay mau
bat thuong & t& cung, khang khuén, trc ché tén
thwong & da day... d&c biét 1a tac dung chéng
ung thw va trc ché sw phat trién cia khdi u 2,
Nham phuc vu cong tac kiém tra, danh gia chat
lwong dwoc liéu va cac san pham tir cay bay la
mot hoa tai Viét Nam, chung téi tién hanh chiét
xuét, phan lap, tinh ché va thiét 1ap chat chuan
dioscin tir than ré cta cay bay Ia mét hoa.

Nguyén liéu va phwong
nghién clru

Chat chuéan, trang thiét bi, dung moi
va héa chét

phap

Chiu tréch nhiém: Thai Nguyén Hung Thu
Email: tnht22@yahoo.com

Ngay nhan: 24/9/2020

Ngay phan bién: 12/11/2020

Ngay duyét bai: 24/12/2020

Chét chuén: Chét chuén dioscin dwoc cung
cép bdi Hang Chengdu Herbpurify Co. Ltd; SKS:
S-048-180530; Ham lwong: 98,03%, D6 am:
1,45%.

Trang thiét bi: May cét quay chan khong IKA
RV 3V (Hang IKA - Bic), ti sdy UFB 500
(Hang Memmert, Blrc); can phan tich MS105
(Hang Mettler, Thuy S§); may sac ky 16ng hiéu
nang cao Acquity ARC (Hang Waters, My); may
séc ky 16ng hiéu ndng cao diéu ché Shimadzu
LC-20A (Nhat Ban); may phan tich nhiét trong
lwc TGA (Hang Mettler Toledo, Thuy SY);
may quang phd UV-Vis U-1900 (Hang Hitachi,
Nhat Ban); may cong hwéng tir hat nhan Bruker
Avance AM500FT- NMR (Hang Bruker BioSpin,
Thuy S§); may do phd khdi APCI-MS Varian
Agilent 1100LC-MSD (Hang Agilent
Technologies, My) va cac dung cu can thiét
khac trong phong thi nghiém.

Dung méi va héa chéat

Dung méi, héa chat dung dé chiét xuat va
phan lap: Ethanol (EtOH) 70%, ethyl acetat
(EtOAc), methanol (MeOH), dicloromethan
(DCM), aceton, nuwéc cat, silica gel (40 - 63 um,
Merck), ban mdng trang sdn DC-Alufolien
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60 Fus4 (silica gel; 0,25 mm; Hang Merck), dung
dich H,SO4 10% trong EtOH 96% dé phat hién
vét chat.

Dung méi tinh khiét HPLC dung trong thiét
lap chuén: Acetonitril (Hang Merck), methanol
(Hang Merck), acid phosphoric (Hang Prolabo),
nuwdc cét hai lan.

D6i twong nghién clru

Than ré cay bay la mét hoa thu hai vao thang
11/2017 tai tinh Lao Cai va dwoc dinh danh tén
khoa hoc la: Paris polyphylla var. chinensis
Smith. Trilliaceae. Mau twoi thu hai dwoc rira
sach, dé rao nudc, sdy & nhiét do 55°C dén kho
gion, sau dé xay thanh bot thd, sy & nhiét do
55°C dén khéi lwong khéng déi.

Phwong phap nghién ciru

Chiét xuét, phan lap bang chiét Idng - 1dng
két hop v&i sac ky cot. St dung HPLC diéu ché
dé tinh ché. Khang dinh céu tric bang cac
phuong phap phd. Xay dung tiéu chuén, kiém
tra chat lwong cta nguyén liéu thiét lap chudn
va thiét 1ap chuan theo cac quy dinh cla Dwoc
dién Viét Nam V va ASEAN 7]

Két qua va ban luan

Chiét xuat, phan lap va tinh ché dioscin
tir than ré cay bay la mét hoa

1 kg bot than ré cay bay la mét hoa dwoc
chiét hdi lwu bang ethanol 70% trong thoi gian 3
gi& x 3 l1an voi ti 1& dwoc liéu-dung mai la 1:8.
Gop cac dich chiét, loc va cét thu hdi dung méi
& ap suat gidam thu dwoc 370 g cao EtOH.

Phan tan cao EtOH trong nwéc, sau d6 chiét
phan bé lan lwot véi dung mdi dicloromethan,
ethyl acetat va n-butanol (chiét 3 1an voi ty 1é
dung méi-dich chiét 1a 1:1). C4t thu héi dung méi
dw6i 4p suét gidam thu dwoc cac cao phan doan
dicloromethan (210 g), ethyl acetat (12 g),
n-butanol (120 g) va cao nwéc (90 g).

Cao ethyl acetat dwoc phan 1ap tiép bang sac
ky cét silica gel voi gradient dung moi EtOAC-
MeOH-H,0 (90:5:5 — 0:100:0) thu dwgc 7 phan
doan (E1-E7). Phan doan E7 (sau khi béc hoi
dung méi c6 khéi lwong 4 g) dwoc phan lap tiép
bang sac ky cot silicagel véi hé dung moi
EtOAc-MeOH-H,0O (85:10:5) thu dwgc 8 phan
doan (E7A-E7H).

Phan doan E7F (sau khi béc hoi dung méi ¢
khéi lwong 2 g) dwoc phan lap tiép bang sac ky
¢t v@i silica gel va hé dung méi DCM-MeOH-
H,O (80:19:1) thu dwgc 4 phan doan

(E7F1 - E7F4). Qua kiém tra bdng SKLM, phan
doan E7F4 (sau khi béc hoi dung méi c6 khdi
lwong 505 mg) cé thanh phan twong tw nhw
E7G (sau khi béc hoi dung méi c6 khéi lwong
170 mg) va la hén hop cla dioscin va
polyphyllin D (v&i ty I& khoang 1:2).

San pham gop cta E7G va E7F4 (675 mg)
duwoc pha thanh dung dich c6 ndng d6 hén hop
khoang 5 mg/ml trong methanol. Tiép tuc phan
lap hén hop nay bang HPLC diéu ché véi hé
dung méi rtra giai la acetonitril - nwéc (50:50), cot
C18 (250 x 10 mm, 10 uym), detector phat hién &
bwéc séng 203 nm, tbc d6 dong 10 ml/phut, thé
tich tiém 5000 ul. Gép cac dung dich chua riéng
dioscin thu dwoc tir qua trinh phan 1ap bang HPLC
dem cét quay dwéi ap suét gidm & 50 °C dé thu
héi dung méi acetonitril. Sau d6 tién hanh cat quay
dwdi ap suét giam & 70 °C dé loai nwérc.

Tién hanh Ip lai 2 1an quy trinh phan |ap tinh
ché trén. Gop san phdm thu dwoc va hoa tan
trong aceton, dé& vao tu lanh & nhiét @6 2 - 8 °C
qua dém dé tao mam két tinh, sau d6 chuyén sang
t déng (-20 °C) trong 24 gi®& cho két tinh hoan
toan. Loc dé thu két tda, riva tda véi aceton lanh.
Taa thu dwoc dem bay hoi aceton dw & 50 °C, sau
dé say chan khéng & 60°C trong 24 gid thu dwoc
dioscin tinh khiét (410 mg).

Dinh tinh va xac dinh c4u truc

Sac ky I6p méng: Trén ba hé dung méi c6
dod phan cwe khac nhau gém: CHCl3-MeOH-H,0
(65:35:10), EtOAc-MeOH-H,O (85:15:5) va
CHCI3-EtOAc-MeOH-H,0 (15:40:22:10), dioscin
tinh ché dwoc chi cho 1 vét cé mau séc va gia tri
R¢ phu hop v&i vét ctia dioscin chuan.

Sac ky 1éng hiéu nang cao: Thoi gian lwu
va phd UV-VIS cla pic dioscin trén sic ky dd
cla dung dich thr (tinh ché dwoc) twong (ng
véi thdi gian lwu va phd UV-VIS cla pic dioscin
trén sac ky d6 dung dich chuan.

Phé héng ngoai (IR): Phd hdng ngoai cla
mau thtr dioscin tinh ché dwoc phu hop véi phd
héng ngoai cta dioscin chuan.

Phé khéi Iwong: Phd HR-ESI-MS cla
dioscin tinh ché dwoc cho pic ion tai m/z
869,4895 [M+H]" twong (rng v&i cong thirc phan
tlr C45H72046 clia dioscin.

Phé NMR: D@ lieu "H-NMR, C-NMR cla
dioscin tinh ché dwoc hoan toan phu hop véi div
lieu "TH-NMR, C-NMR cuia dioscin da cong bd ©
(bang 1).
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Bang 1. Di¥ liéu phé cda hop chét dioscin tinh ché duoc

Dioscin tinh ché (¥

Dioscin ™ (**)

CH "H-NMR @ SC-NMR © "H-NMR ® SC-NMR °
1 38,5 37,6
2 30,7 30,2
3 3,60 (1H, m) 79,3 78,2
4 39,5 39,1
5 141,9 141,0
6 5,40 (1H, m) 122,6 5,31 (1H, m) 121,8
7 33,2 32,4
8 32,4 31,8
9 51,7 50,5
10 38,0 37,2
11 22,0 21,2
12 40,9 39,3
13 41,4 40,0
14 57,8 56,8
15 32,8 32,3
16 82,2 81,6
17 63,7 63,1
18 0,83 (3H, s) 16,8 0,80 (3H, s) 16,4
19 1,07 (3H, s) 19,8 1,03 (3H, s) 19,5
20 42,9 421
21 0,97 (3H, d, 7,5) 14,9 1,04 (3H,d) 15,0
22 110,6 109,3
23 32,7 31,9
24 29,9 29,4
25 31,4 30,7
26 67,9 67,0
27 0,81 (3H, d, 6,5) 17,5 0,98 (3H, d) 17,3
17 4,52 (1H, d, 7,5) 100,5 4,93 (1H, d, 6,5) 100,3
2’ 79,3 78,9
3 76,6 76,9
4’ 80,0 78,2
5’ 78,0 77,9
6’ 62,0 61,4
1” 5,22 (1H, d, 1,5) 102,3 6,35 (1H, br) 102,2
27 72,3 72,5
3”7 72,4 72,8
4” 73,7 73,9
57 69,8 69,4
6” 1,28 (3H, d, 6,5) 17,9 18,6
1” 4,85 (1H, overlap) 103,0 5,80 (1H, br) 102,9
2”7 72,3 72,5
3”7 72,4 72,8
4” 73,9 741
57 70,7 70,4
6” 1,26 (3H, d, 6,5) 18,0 18,6

@ do trong MeOD 4500 MHz 600 MHz
) do trong pyridin-ds 125 MHz 9100 MHz
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C4u truc hoa hoc cua dioscin tinh ché
xac dinh dwoc nhw sau:

C45H72016 M = 869,04

Thiét 1ap chat chuan dioscin

Tiéu chuan chat lwong nguyén liéu thiét
lap chuéan

Tinh chét: Bot két tinh mau trdng hoac trang
nga, it tan trong nwéc, dé tan trong methanol,
dimethylsulfoxid.

Binh tinh: Bang quang phdé héng ngoai va
HPLC.

Mat khéi long do lam khé: Xac dinh béng
TGA, yéu cau: Khéng qué 2,0%.

Nhiét do néng chay: Khoang 274-276°C.

Binh lwong: Bang phwong phap HPLC, yéu
cdu phai chra khéng it hon 95,0% dioscin
(C45H72046), tinh theo nguyén trang.

Tap chét lién quan: Bang phwong phap
HPLC, yéu cau tirng tap riéng 1& khong duoc
qué 1,0% va tbng tap khéng dwoc qua 1,5%.

Kiém tra chat Iwong nguyén liéu
dung thiét Iap chuan
bBinh tinh

Trén phd IR cla mau thlr cé cac dinh dac
treng (cm™): s6 s6ng 3445 (nhém chirc -OH); s6
séng 1646 (-C=C-); sb séng 1044 (ether). Phd
héng ngoai ctia mau tht dioscin tinh ché phu
hop véi phd héng ngoai clia dioscin chudn.

Thoi gian lwu cta pic chinh trén sac ky dd
HPLC cua dung dich thir twong &ng véi thoi
gian lwu cua pic dioscin trén séc ky d6 ctia dung
dich chuan.

Mét khéi lwong do lam khé: Két qud nghién
clru dwoc ghi trong bang 2:

Bang 2. Két qua xéac dinh mét khéi lrong do lam khé cta nguyén liéu thiét 14p chuén dioscin

STT Lwong céan (mg) D6 am (%) Yéu céu Két luan
1 3,8350 1,29
2 4,1350 1,27 o
3 4,0315 129 <2,0% Dat
Trung binh 1,28

Nhiét do néng chay: Két qua nghién ciru dwoc ghi trong bang 3:

Bang 3. Két qua xac dinh nhiét dé néng chay cda nguyén liéu thiét Iap chuén dioscin

STT Nhiét d6 néng chay (°C) Yéu céu Két luan
1 275,4
2 275,5 o
3 2755 274-276°C Pat
Trung binh 275,5
Dinh lwong nhw sau: RSD cua th&i gian Iwu va dién tich pic

Thuc hién theo diéu kien HPLC trong phan
xay dwng tiéu chuén nguyén liéu. Cac théng sb
kiém tra sw phu hop clia hé thdng séc ky thu dwoc

(n = 6) 1a 0,02% va 0,02% (< 2,0%), sb dia Iy
thuyét 1a 5973 (= 3000), d6 phan giai la 2,0
(= 1,5). Két qua dinh luong thu dwoc nhw bang 4.
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Bang 4. Két qué dinh luong nguyén liéu thiét 1ap chuén dioscin

STT Kh°;h’;";':f; )m au picD;eZ;:Z_s ) Ham lugng (%) Yéu cau Két ludn

1 4,97 2905852 97,21
2 4,95 2922458 98,16
3 493 2904653 97.96 - 65.0% dioscin
4 5,02 2939888 97,37 2 99,07 K
5 4,97 2923081 97.79 (CasHr201e), tinh theo Dat
6 493 2940697 99,17 nguyen trang

Trung binh 97,94

RSD (%) 0,72

Tap chét lién quan dbi chiéu c6 RSD 1a 2,96% (< 5,0%) va d6 phan

Thuc hién theo diéu kien HPLC va yéu cau giéila 1,6 (= 1,5). Trén sac ky dd cta dung dich
trong phan tiéu chuan tap chat lién quan cia th& xuét hién 02 pic tap (hinh 1). Két qua kiém
nguyén liéu thiét 1ap chuén. Dién tich pic dioscin  tra tap chét trong nguyén liéu thiét Iap chuan
thu dwoc trong 6 lan tiém 13p lai dung dich nhw & bang 5.

0
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Hinh 1. S&c ky db xéac dinh tap chét lién quan ctia mau thi dioscin
a) mau trdng b) mau thor
Bang 5. Két qué xéc dinh tap chét lién quan trong mau thir dioscin
Tap Thoi gian Iwu (phat) Dién tich pic (mAu.s) % Yéu cau Két luan
1 7,330 8864 0,17
< o
2 11,265 25076 0,48 =1.0% Bat
Téng tap 0,65 <1,5% Dat
Dbong goi Danh gia dong nhét I6 trong qua trinh déng goi

Tién hanh doéng trong Glove-box: Nap L4y ngau nhién 05 lo dé kiém tra do dong
khi nito 99,99%. D6 4m twong dbi trong budng nhét cta qua trinh déng goi. Xac dinh ham
déng 5 - 10%. Panh sé tht tw tirng lo. Péng  lwong cla mau thlr trong tivng lo, két qué thu
10 mgl/lo. dwoc nhw & bang 6.
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Bang 6. Két qua danh gié déng nhét 16 trong qué trinh déng géi dioscin

Lo sé

1 2 3

4 5 7B RSD (%)

Ham luong (%) 98,98 97,46

97,43

97,55 98,45 97,97 0,72

Két qua cho thdy do léch chuan cla két
qua ham lwgng trong cac lo (n = 5) xac dinh
duoc la 0,72% (RSD < 1,0%). Vay 16 ban
thanh phdm dbng nhat vé& ham lwong.
Quy trinh déng géi 6n dinh.

Danh gia lién phong thir nghiém

Phuwong phap dinh lwgng tién hanh nhw phan
danh gia déng nhét 16 va dworc tién hanh & Khoa
Nghién clru phét trién va Khoa Vat ly do luwdng
thudoc Vién Kiém nghiém thubc Trung wong.
Két qua tap hop trong bang 7.

Bang 7. C4c théng sé cua hé séc ky va két qué danh gia lién phong

Khoa NCPT Khoa Vit ly
Cdc i Yéu ciu HPLC Waters ARC HPLC Agilent 1200
théng so Shimadzu C18 Shimadzu C18
(250 x 4,6 mm; 5 um) (250 x 4,6 mm; 5 um)
tz (phat) 12,6 8,7
N > 3000 6568 5643
T 08=<T=<1,5 0,96 0,85
Rs 21,5 2,3 2,2
RSDisn tich (%) <20 0,33 0,11
Ham lwgng trung binh >95,0% 97,92 97,89
Phuong sai 0,056 0,033
Sé két qua (n) 6 6
Béc tw do df 10
7—thl_l’c nghigém 0 ’ 234
Ttisu chuén 2,228

Cac két qua thu duwgc cho thy Tiyc nghiem
< Tiieu chuan NN két qua phan tich & 2 khoa khac
nhau khéng c6 y nghia théng ké.

Xéc dinh gia tri cong bé trén CoA
Tap hop két qua xac dinh ham lwong danh
gia lién phong nhw & bang 8.

Bang 8. Tap hop két qué ctia hai PTN va tinh gié tri cong bé trén CoA véi chuén dioscin

syr  Hamluwong (%) Ham luong (%) Gid tri céng bé trén CoA
(nguyén trang) (nguyén trang)

1 97,55 7 97,84
2 98,18 8 98,12
3 97,93 9 97,78
4 98,17 10 97,61 Chuén phong thi nghiém Dioscin
5 97,82 11 98,04 SKS: D.012020EC
6 97,87 12 97,94 Ham lwvong: 97,90% C4sH7,046 (Nguyén trang)

Trung binh 97,90 Do khong dam bao do mé rong: U = +£0,12%,

S 0,202 v&i hé sb phli k = 2 & dd tin cay 95 %.
RSD (%) 0,21
U (%) 0,12
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Két luan

Quy trinh chiét xudt, phan 1ap va tinh ché
dioscin da dwoc thwc hién bang sac ky cot va
séc ky 16ng diéu ché. Két qua thu dwoc chéat
dioscin dam bao do tinh khiét dé thiét 1ap chéat
chudn. Quy trinh kiém tra chat lwong dioscin da
duoc xay dwng bang ky thuat HPLC v&i diéu
kién séc ky don gidn va dwoc thdm dinh dap
(rng cac yéu cau vé do dac hiéu, do dang, tinh
tuyén tinh va do chinh xac. Két qua da thiét lap
dwoc chat chuan phong thi nghiém dioscin véi
ham Iwong dat 97,90% tinh theo nguyén trang,
d6 khéong dam bao do mé rong U = + 0,12% Vi
hé s6 phi k = 2 & mirc tin cay 95%.
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