Nghién ciru dinh tinh, dinh lugng
dong thoi kirenol va darutosid trong hy thiém
bing phwong phap HPLC-PDA
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Summary

Herbal Siegesbeckiae is an important herb that has been used in East Asia traditional medicine
for the treatment of back pain, knee pain, bone and joint pain, numb limbs, and boils. In this study,
an HPLC-PAD method was developed and validated to simultaneously determine kirenol and
darutoside in Herbal Siegesbeckiae. The linearity ranges of method are 9—-75 ug/ml for kirenol and
6-45 ug/ml for darutoside. The limits of detection and limits of quantitation of the method are 1.7 and
5.1 ug/ml for kirenol, 1.3 and 3.9 ug/mL for darutoside, respectively. All the recoveries for the spiked
analytes ranged 98.0 %—102.0 %. The content of kirenol and darutoside in Herbal Siegesbeckiae
grown in Vietnam range 0.049 % — 0.239 % and 0.050 % - 0.089 %, respectively, based on absolute
dry samples. These results suggest an upgrade quatitative control of the Herbal Siegesbeckiae

collected in Vietnam.

Keywords: Hy thiém; Siegesbeckia orientalis; kirenol; darutosid; dinh lwrong, HPLC-PAD.

Dit van dé

Hy thiém (Siegesbeckia orientalis L.), thuéc
ho Cuc (Asteraceae) |a cay thubc duoc str dung
trong Y hoc cb truyén diéu tri cac bénh dau lung
g6i, dau nhirc xwong, khép, mun nhot, chan tay
té bubt " & Viet Nam, hy thiem dwoc nhan dan
ta st dung lau doi trong cac bai thube Y hoc cd
truyén va hién nay dwoc st dung phd bién trong
nhiéu san pham thudc dang bao ché hién dai 2.

Thanh phan héa hoc chi yéu trong hy thiém
la cac diterpenoid thuéc nhém ent-kauran va
ent-pimarane B3. 41, trong d6 hop chat chinh 14
kirenol va darutorid da dwgc nghién cwu tac
dung duoc ly cé tac dung chdng viém, gidm dau
cuc bo, 1am giam dang ké swng khép, 1am lanh
vét thwong © ®. Duwoc dién Trung Quéc ! va
Duwoc dién Hong Kong ! d&u quy dinh chi tiéu
dinh lwgng kirenol trong dwoc liéu hy thiém
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voi ham lwong quy dinh tdi thiéu 12 0,05 % I, va
0,079 % ®. Dwoc dién Viet Nam V (2017) chi
quy dinh dinh lwong chat chiét dwoc trong
ethanol 96 %. M6t s6 nghién ctvu thuc hién gan
day cho thay hy thiém thu hai & mot sé vung &
Viét Nam (Thanh Héa, Nghé An ...) ngoai kirenol
con chira darutosid mét hoat chat cé tac dung
khang viém . Pén nay chwa c6 céng bd nghién
ctru dinh lwong dong thoi hai hoat chat kirenol
va darutosid trong duogc liéu hy thiém. Bai bao
nay trinh bay két qua nghién clu xay dwng va
thdm dinh phwong phap dinh tinh, dinh lwong
déng thoi kirenol va darutosid trong hy thiém
bang phwong phap sac ky 1dng hiéu néng cao
(HPLC).

Nguyén liéu, thiét bj va phwong phap
nghién clru

Thiét bi, héa chat, chat chuan

Thiét bi, dung cu

Cac thiét bi, dung cu cla Vién Kiém nghiém
Thubc Trung wong da dwoc hiéu chuan theo
yéu cau cua ISO/IEC 17025 va GLP gém HPLC
SHIMADZU 20A; HPLC AGILENT 1260
INFINITY; may lAc sieu am ELMASONIC

TAP CHI Y DUQC HQC SO 38 - THANG 12/2021

69



S180H; cot sdc ky PHENOMENEX RP-18 (250
x 4,6 mm, 5 ym).

Hoéa chét, dung méi, chat chuan

Dicloromethan, aceton, cloroform, acid
phosphoric va acid formic (PA; Merck); vanilin
(PA, Himedia Lab), acid sulfuric (PA, Scharlau);
methanol (HPLC; Merck); acetonitrii (HPLC;
Merck); ethanol 96 % (PA; Viét Nam). Chéat
chuén kirenol ctia Dwoc dién Trung Quéc, ham
lwong 100 %. Chéat chudn darutosid do nhém
nghién ctru chiét xuét, phan lap tlr dwoc liéu hy
thiém, da dwoc chirng minh cAu tric va xac dinh
ham lwong tinh khiét sac ky 1a 99,66 %.

D6i twong va phwong phap nghién ciru

DPéi twong nghién clru

M&u hy thiém (Herbal Siegesbeckiae) dwoc
thu hai tai Huyén Thach Thanh, Tinh Thanh Héa
vao thang 6 nam 2020, cat bd gbc ré, sy &
nhiét do khoang 40 — 50 °C trong 12 gi®, xay
nhd, d6 &m 2,41 %.

Phwong phap nghién ctru

Khao sat diéu kién chwong trinh HPLC dinh
tinh hy thiém bang sic ky van tay theo Dwoc
dién Héng Kéng va chuong trinh dinh lwong
kirenol trong hy thiém theo Dwoc dién Trung
Quéc 2015.

Theo Dwoc dién Hong Kéng !

Theo Dwoc dién Trung Quéc ™

- Cot sac ky RP 18, 5 um (25 cm x 4,6 mm).
- Detector diode array véi bwéc song phat hién
215 nm.

- Cot séac ky RP 18, 5 ym (25 cm x 4,6 mm).

- Detector diode array v&i bwédc séng phat hién
215 nm.

- Pha déng: Pha A: Acetonitril; Pha B: Nuéc.

- Pha dong: Pha A: Acetonitril; Pha B: Acid
phosphoric 0,2 % (tt/tt).
Thoi gian Pha A Pha B
(phut) (% tt/tt) (% tt/tt)
0—20 27 73
20 —» 60 27 - 40 73 — 60

Thoi gian Pha A Pha B
(phut) (% tt/tt) (% tU/tt)
0->5 524 95 7

5— 30 24 76

- Té6c d6 dong: 1,0 ml/phut

- Té6c do dong: 1,0 ml/phut

Chuan bj dung dich th& (Dwoc dién
Trung Quéc 2015): Can chinh xac khoang 2 g
bét hy thiém (da qua ray 355) vao binh nén nut
mai 100 ml, thém chinh xac 50,0 ml methanol,
can xac dinh khéi lwong, dun séi hdi lwu trong
cach thay 5 gi®, lau kho binh, d& nguéi vé nhiét
dod phong, can, b sung methanol néu can, lac
déu, loc qua mang loc 0,45 um, tiém 10 pl.

Chuén bi dung dich chudn: Chuan bj
dung dich chuén hén hop kirenol va darutosid
c6 nong do twong wng khodng 50 pl/ml va
30 pl/ml. Pha lodng day cac dung dich cé néng
dd 20 %, 50 %, 80 %, 100 %, 120 % va 150 %
so v&i nébng d6 dung dich chudn kirenol va
darutosid trén.

Tham dinh phwong phdp: Phwong phap
dwoc danh gia theo hwéng dan cta ICH P va
AOAC " dua trén khao sat cac chi tiéu sau:
D6 dic hiéu, do twong thich hé théng, tuyén
tinh, gi&éi han phat hién (LOD), gi¢i han dinh
lwgng (LOQ), do lap lai, d6 dung clda phwong
phap.

Két qua va ban luan

Lwa chon chwong trinh HPLC

Khao sat 2 chuwong trinh HPLC theo Dworc
dién Héng Kéng (chuwong trinh dinh tinh hy
thim bang sic ky van tay) ! va Dwoc dién
Trung Quéc (chwong trinh dinh lwong kirenol
trong hy thiém) B §& Ipa chon chuwong trinh
HPLC phu hop.

Két quad HPLC theo Duwoc dién Héng Kong
cho thdy trong séc ky d6 cta dung dich chuén:
Thoi gian lwu cla pic kirenol va darutosid tai
9,8 phut va 12,5 phat; d6 phan gidi gitra hai pic
la 5,71. Trong s&c ky db cla dung dich thir: Déu
xuat hién hai pic & thoi gian lwu 1a 9,7 phat va
12,6 phut. D6 tinh khiét s&c ky cla pic kirenol va
darutosid trén sac ky dé cta dung dich chuan va
dung dich thtr d&u béng 1,0000. Phé UV cla pic
kirenol va darutosid trén sac ky d6 cia cac dung
dich thtr twong ng v&i phd UV cla pic kirenol
va darutosid trén sac ky dé dung dich chuan.
Séc ky dd mau trang khong xuét hién pic & thoi
gian lwu cua pic kirenol va darutosid.
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D6 tinh khiét pic kirenol

Do tinh khiét pic darutosid

Hinh 1. S&c ky dé méu tréng, méu chuén, méu thir va do tinh {(hiét
cac pic kirenol va darutosid trong dung dich thir theo Dwoc dién Hong Kéng

Chuwong trinh HPLC theo Duwoc dién
Trung Quéc cho sac ky dd clia dung dich chuén:
Thoi gian Iwu cua pic kirenol va darutosid twong
trng khodng 2,4 phat va 25,1 phuat, hai pic
kirenol va darutosid tach rat xa nhau. Kirenol c6
thdi gian lwu rat ngén khoang 2,4 phat dé trung
véi thoi gian lwu cla cac tap hodac dung moéi. Do
dé phwong phap nay khéng dwoc Iwa chon.

Nhw vay, chwong trinh sic ky theo Duwoc
dién Hoéng Kéng dwoc lwa chon cho viéc dinh
tinh, dinh lwong déng thoi kirenol va darutosid

trong hy thiém.

Khao sat phwong phap chuin bi mau
(chiét xuat)

Mau tht dwoc chudn bi theo Dwoc dién
Trung Quéc thu dwoc dich chiét 1. Ba duoc liéu
con lai thém 50 ml methanol, dun hdi lwu cach
thay 3 gi®. Loc lay dich chiét 1an 2, cd trén cach
thdy t&i can. Thém vao can chinh xac 2 ml
methanol, siéu am dé& hoan tan, loc qua mang
loc 0,45 um thu dwoc dung dich thiv. Tién hanh
sac ky voi chwong trinh HPLC da chon.
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Tinh toan Iu’gng kirenql va darutos’id con Igi
trong ‘dich chiéet Ién’2. Két qua cho thay trén sac
ky do6 khdong xuat hién cac pic kirenol va

dar,uto‘sid. Lwong kirenol va darutosid trong dich
chiét 1an 2 dwoc thé hién & bang 1.

Bang 1. Két qua dénh gia phuong phép chiét

Chat phan Lob™ Lwong trong Lwong trong % con lai trong dich chiét
tich (ug/ml) dich chiét 1% (ug) dich chiét 2 (ug) 2 so vé&i djch chiét 1
Kirenol 1,7 2659,8373 <34 <0,13
Darutosid 1,3 2011,2641 <26 <0,13
Ghi chu:

™ xem muc Khao séat gidi han phat hién (LOD) va gidi han dinh luong (LOQ);

@ xem muc Khao sat do Ip lai, Thr 1.

Nhw vay hiéu suét chiét kirenol va darutosid
trong dich chiét 1 1a > 99,87 %. Phuwong phap
chiét da lwa chon theo Dwoc dién Trung Quéc,
chi chiét 1 1an.

Khao sat do dac hiéu

Dung dich dung méi pha méu: Dung moi
pha mau MeOH.

Dung dich chuén, dung djch thie: Chuan bi
theo qui trinh phan tich.

Dung dich mau phan hady: Tién hanh thém
vao cac dung dich tht riéng biét cac dung dich
NaOH 10 %, HCI 10 %, H,0, 3 % ti 1é 1/20
(tt/tt); dung dich m3u phan hdy béi UV dwoc
chuan bi bing cach dé yén dwdi dén soi UV
254 nm trong 24 gi¢. Loc qua mang loc 0,45 uym
roi chay sac ky.

Két qua cho thay séc ky dd6 cta dung dich
dung mdi pha mau khéng xuét hién pic & thoi
gian lwu cla pic kirenol va darutosid; pic kirenol
va darutosid trong sac ky dd cta dung dich thc
tinh khiét; khéng xuét hién cac pic tap phan hay
trong cac dung dich mau phan hdy. Phuong
phap dat y&u cau vé do d&c hiéu.

Khao sat tinh thich hep ctia hé théng

Tién hanh sic ky 6 I1&n dung dich chuan
kirenol va darutoside & nong d6 lan lwot

la 48,89 pg/ml va 30,75 ug/ml. Két qua cho thay
th&i gian Iwu trung binh cla kirenol va darutosid
la 9,811 va 12,492 phut v&i gia tri RSD (%) lan
lwot la 0,12 % va 0,43 %. Dién tich pic trung
binh cuda kirenol va darutosid 1an lwot 1a 382344
va 169074 v&i gia tri RSD (%) 1an lwot 12 0,08 %
va 0,45 % (< 1 %). Trén séc ky db dung dich the
do6 phan giai gitra pic kirenol va pic gan nhét la
1,38 > 1,0; d6 phan giai gira pic darutosid va
pic gan nhat la 2,57 > 1,0. Nhw vay chwong
trinh HPLC da lwa chon dat yéu ciu vé tinh
thich hop hé théng.

Khao sat doé tuyén tinh

Chuan bi 06 dung dich chuin pha trong
methanol cé ndng dd trong khoang tir 20 % dén
150 % so véi nébng dd dung dich chuan (khoang
50 pg/ml kirenol va 30 pg/ml darutosid). Tién
hanh chay séc ky cac dung dich chuan, méi
dung dich tiém 01 1an, ghi lai cac sac ky d6 va
xac dinh dap tng clia pic. Xac dinh phwong
trinh hdi quy tuyén tinh, hé sé twong quan
tuyén tinh gitra néng do6 chéat chuan cé trong
cac dung dich chuén va dap &ng pic thu dwoc
trén cac sac ky ad bang phuwong phap binh
phwong téi thidu. Két qud dwoc thé hién &
bang 2 va bang 3

Bang 2. Két quéa khéo sat do tuyén tinh cta kirenol

N ::’1 ‘;‘;é Kh‘,’('i r’:”,‘f)’;-‘;'sz)”a" Pha loang Néng dé kirenol (ug/mi) piﬁ"z’; :"chs)
20 % 50 x 10/1,0 9,832 83269
50 % 50 x 10/2,5 24,580 201287
80 % 4916 50 x 10/4,0 39,328 332786
100 % ’ 50 x 10/5,0 49,160 413995
120 % 50 x 10/6,0 58,092 499706
150 % 50 x 20/15,0 73,740 613497

Phwong trinh héi quy y = 8383x + 263,9

Hé sé twong quan

0,9996 (> 0,995)

Hé sé chan (intercept)

263,9

% Hé sé chan

0,06 % (< 2,0%)
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Bang 3. Két qua khéo sét do tuyén tinh cua darutosid

Mdrc Khoi lrong chuan ~ Nong dé kirenol ca s ,
néng do daru tésig (mg) Pha loang ?pg./m ) Dién tich pic (mAU.s)
20 % 5x20 % 10/1,0 6,0314 56592
50 % 5x 20 x 10/2,5 15,0786 134231
80 % 6.052 5x 20 x 10/4,0 24,1257 222521
100 % ' 5x 20 x 10/5,0 30,1571 278693
120 % 5x 20 x 10/6,0 36,1885 334916
150 % 5 x 20 x 20/15,0 45,2357 411799
Phwong trinh hoi quy y =9168,2x + 169,31

Hé sé twong quan

0,9995 (> 0,995)

Hé sé chan (intercept)

169,31

%Y

0,06 % (< 2,0%)

Két qua thu dugc cho thay phwong phap
dinh lwong ca 2 chéat deu c6 hé so twong quan
(Rz) > 0,995 va % hé sb chan (so véi dap ng
tai ndbng d6 100 %) < 2 % nén dat yéu cau vé
do tuyén tinh.

Khao sat gi®¢i han phat hién (LOD)
va gi@i han dinh lwong (LOQ)

T két quad phan dd tuyén tinh, tién hanh
phan tich théng k& (phdn mém Excel)
dé xac dinh do léch chuén sb dw (= Standard

error), ngoai suy wéc tinh véi kirenol c6 LOD =
1,7 pyg/ml, LOQ = 5,1 pg/ml ngoai suy w&c tinh
voi darutosid co LOD = 1,1 pg/ml, LOQ =
3,3 pyg/ml. Pha loang dung dich tht¢ Hy thiém
dén néng do6 kirenol = 1,7 pg/ml va darutosid =
1,3 pg/ml dé thdm dinh LOD; néng do kirenol =
5,1 pg/ml va darutosid = 3,9 ug/ml dé thdm dinh
LOQ. Két qua thdm dinh thyc dwoc thé hién &
bang 4.

Bang 4. Két qua tham dijnh gia tri LOD, LOQ trén mau hy thiém

Kirenol Darutosid
1,7 ug/ml 5,1 ug/ml 1,3 ug/mi 3,9 ug/ml
RSD (%) 0,35 (n = 3) 0,27 (n = 6) 1,04 (n = 3) 0,66 (n = 6)
Tin hiéu/nhiéu nén 6,8 > 3,3 10,5> 10,0 42>33 10,1 >10,0

Két qua cho thdy phwong phap dinh luvong
c6 LOD, LOQ cho kirenol 1a 1,7 yg/ml va 5,1
pg/ml; cho darutosid 1a 1,3 ug/ml va 3,9 uyg/mil.

Khao sat do lap lai

Tién hanh dinh lwong kirenol va darutosid
trong méi mau dwoc liéu véi diéu kién séc ky va
cach x& ly mau theo quy trinh phan tich. Lap lai
thi nghiém 6 1an doc lap, tinh két qua dinh lwong
theo dung dich chuan & muc “Tinh thich hop hé
thdng”. Két qua khao sat do 13p lai cho thdy mau
ther chra 0,118 % kirenol va 0,089 % darutosid
véi RSD twong wng la 0,78 % va 1,47 %
(< 3 %), do d6 phuwong phap da Iwa chon c6 dé
lap lai phu hop dé dinh lwong déng thai kirenol
va darutosid trong hy thiém.

Khao sat d{) ding

D6 dung clha phuwong phap dwoc xac dinh
bang cach phan tich cac mau tw tao thém chuan
vao nén mau dwoc liéu hy thiém, xac dinh lwong

chét chuan thu héi.

Mau tw tao thém chuén kirenol: Chuan bj
mau ty tao tai 3 mirc ndng dd 30 %, 100 % va
150 % so v&i ndng d6 dinh lwong bang cach
thém chinh xac mét lwong chat chuan kirenol
vao nén mau la mau thlr chiva khodng 25 %
lwgng hoat chat (véi d6 dung & 30 %) va
khoang 50 % lwong hoat chét (véi d6 ding &
100 % va 150 %). Tai méi mirc néng do, thuc
hién 03 lan doc lap.

Méu tw tao thém chuén darutosid: Chuan
bi mau tw tao 3 mirc ndng d6 30 %, 100 % va
160 % so v&i ndng d6 dinh lwong bang cach
thém chinh xac mot lwong chét chuan darutosid
vao nén mau la mau thlr chiva khodng 25 %
lwgng hoat chat (véi dé dung & 30 %) va
khoang 50 % luwgng hoat chét (véi d6 dung &
100 % va 160 %). Tai méi mirc néng dd, thuc
hién 03 1an thi nghiém ddc lap.
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Tién hanh dinh lwong cac mau ty tao theo
qui trinh phan tich. Xac dinh ham Ilwgong
hoat chét trong cac mau tw tao (tirc lwong hoat
chét tim thay), st dung dung dich chuén c6 ham
lwgng kirenol 1a 49,16 ug/ml, dién tich pic kirenol
la: 413711 mAU.s (RSD% = 0,16) va ham lwgng
darutosid la: 30,16 ug/ml, dién tich pic darutosid

la: 278162 mAU.s (RSD% = 0,33). Dwa vao
ham lwong hoat chét da biét trong mau thir
(Khao sat dd I3p lai), ham lwong cla chéat chudn
thém vao va can clr vao dién tich pic trén séc ky
dd dé tinh ham lwong thu hdi cua kirenol va
darutosid. Két qua d6 dung dwoc trinh bay &
bang 5.

Bang 5. Két qua danh gia dé thu héi kirenol va darutosid

Lwong Lwong c6 san Lwong thém vao Dién tich pic Lwong tim lai % thu hoi
cén (ug/ml) (ug/ml) (mAu.s) (ug/ml)

(:";Z) Kirenol Darutosid Kirenol Darutosid Kirenol Darutosid Kirenol Darutosid Kirenol Darutosid
536,67 12,3602 9,3225 3,1272  1,7199 131125 100564 15,5812 10,9027 100,61 98,74
551,72 12,7068  9,5839 3,1272  1,7199 130771 101514 15,5391 11,0057 98,14 97,36
540,31 12,4440 9,3857 3,1272 1,7199 129845 102021 15,4291 11,0607 99,09 99,60
Trung binh 99,28 98,56

RSD% 1,25 1,14

1083,1 24,9451 18,8146 26,0600 11,4659 433711 276690 51,0051 29,9975 101,04 99,07
11058 25,4679 19,2089 26,0600 11,4659 429914 277145 51,5279 30,0469 99,14 97,95
1072,1 24,6918 18,6235 26,0600 11,4659 429231 275891 50,7518 29,9109 100,50 99,41
Trung binh 100,23 98,81

RSD% 0,98 0,77

1067,4 24,5835 18,5418 52,1200 29,8113 640587 452875 76,1190 49,0987 99,24 101,54
1052,4 24,2381 18,2813 52,1200 29,8113 641111 450146 76,3581 48,8029 99,77 101,48
1081,3 24,9037 18,7833 52,1200 29,8113 641589 452123 76,2380 49,0172 98,98 100,87
Trung binh 99,33 101,30

RSD% 0,40 0,37

Trung binh (n = 9) 99,61 99,56

RSD%) (n=9) 0,94 1,49

Két qua khao sat dd dung cho thay ty 18 % tim
lai hoat chat déu nam trong khoang tir 98,0 % dén
102,0 % v&i RSD < 2,0 %. Vay phuong phap
phan tich da xay dwng dat yéu ciu vé dd dung
trong khoang néng d6 duoc khéo sat.

Khao sat ham lwong mét sé mau hy thiém
thu hai & Viét Nam

Phuwong phap dinh lwong ddng thdi kirenol
va darutosid trén dwoc ap dung dé phan tich
ham luong 3 mau hy thiém dwoc tréng tai Viét
Nam (VN1-VN3). Két qua néu ra tai bang 6.

Bang 6. Ham lwong kirenol va darutosid trong méu hy thiém Viét Nam

Chat Ham lwong (% ki/kl)
phan tich VN1 VN2 VN3
Kirenol 0,239 + 0,0033 % 0,118 + 0,0009 % 0,049 £ 0,0016 %
(n=3) (n=6) (n=3)
Darutosid 0,066 + 0,0021 % 0,089 £ 0,0013 % 0,050 £ 0,0016 %
(n=3) (n=6) (n=3)

Ghi chu: VN1 — méu hy thiém tréng tai X4 Thanh Hung, Huyén Thach Thanh, Tinh Thanh Hoéa,
thu héi thédng 4 ndm 2019; VN2 — m&u hy thiém trong tai Xa Thanh Hung, Huyén Thach Thanh, Tinh
Thanh Héa, thu héi thang 6 ndm 2020; VN3 — méu hy thiém tréng tai X4 Quéng Thanh, Thanh phd

Thanh Hoéa thu hai thang 6 ndm 2020.
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Két luan

Nhém nghién ctru da xay dwng va thdm dinh
dwoc phuong phap dinh tinh, dinh lwong déng
thoi kirenol va darutosid trong dwoc liéu hy
thiém bang HPLC-PAD. Phuong phap HPLC
duwgc xay dwng dam bao d) dac hiéu; khoang
tuyén tinh v&i kirenol 1a 9 pg/ml — 75 ug/ml, véi
darutosid la 6 pg/ml — 45 pg/ml; d6 dung voi
kirenol la 98,14 -101,04 %, v&i darutosid la
97,36 - 101,54 %; gi®i han phap hién v&i kirenol
la 1,7 pg/ml, vé&i darutosid la 1,3 pg/ml, dap ng
cac yéu cau ctua AOAC "% Phuwong phap nay
c6 thé dwoc ap dung dé dinh tinh, dinh lwong
hai thanh phan chinh kirenol va darutosid trong
dwoc liéu hy thiém va san pham chira hy thiém.

Nghién ctru duwgre tai trg béi B6 Khoa hoc va
Céng nghé (Nhiém vu khoa hoc va céng nghé
cép Bo, ma sé 01.2020M001).
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