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Summary
A HPLC method for the quantitative determination of 8 saponins in Paris polyphylla Sm. has been
established and validated. The analysis was ussing gradient mobile phase on a C18 column at 35°C
with flow rate 1.0 mi/min, detection wavelength at 203 nm, the injection volume is 20 ul. The method
had applied on 12 samples with four different object. Preliminary results show that this method is
feasible in quantifying simultaneously 8 substances in the survey samples.
Keywords: Paris polyphylla Sm., paris saponin, HPLC, quantification analysis.

Dat van dé

Thanh phan hoéa hoc chinh cia cay bay la
mét hoa (Paris polyphylla Sm.) la saponin v&i
nhém chinh la saponin spirostan (khung
diosgenin va pennogenin) v&i khoang 90 hop
chét trong tong sb 147 saponin da duwgc phan
lap. Cac chéat nay gép phan quan trong trong
tiém nang chéng ung thw clia cay bay la mot
hoa " Diosgenin saponin c6 cac hop chat dang
chu y la diosgenin, polyphylin D (paris I,
chonglou saponin 1), paris saponin Il (paris I,
chonglou saponin Il, polyphyllin 1I), dioscin (paris
saponin lll), paris IV, paris V, gracillin,
polyphyllin C, E, F, trillin.. 2. 31 Pennogenin
saponin ¢4 cac hop chét déng chu y nhu paris
saponin H (paris H), paris saponin VI (chonglou
saponin VI, paris VI), paris saponin VIi
(chonglou saponin VI, paris VI, Tg) [4.5.6]

Dwoc dién Trung Quoc 2015 st dung 4 chat
danh dau dé kiém nghiém dwoc liéu Paris gébm:
Chonglou saponin | (polyphyllin D), chonglou
saponin Il (paris sapoinin Il), chonglou saponin
VI va chonglou saponin VII. Bé dinh lwong ham
lwong cac chat nay, phwong phap séc ky 16ng
hiéu nang cao & bwéc séng 203 nm dwoc
st dung.
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Tbéng ham lwong cla 4 hop chét trén khon
duorc thdp hon 0,60 % tinh trén dwoc liéu kho I
Dé danh gia chét lvong duoc liéu bay la mot
hoa c6 & Viét Nam, tir két qua khao sat so bd
ham lwong mot sb saponin trong mét sé dich
chiét cay bay la mét hoa & Viét Nam (qua SKLM
va HPLC), két hop v&i hoat tinh sinh hoc cla
cac saponin va cac hop chat danh dau da dwoc
Duwoc dién Trung Quéc s dung, 8 hop chéat
dwoc chon lwa. Cac hop chat d6 1a polyphyllin D
(PS-I), paris saponin Il (PS-Il), dioscin, paris
saponin VI (PS-VI), paris saponin VII (PS-VII),
paris saponin D (PS-D), paris saponin H (PS-H)
va gracillin.

Mubn xay dung dwoc tiéu chudn cho duoc
liéu bay 14 mét hoa can c6 moét phwong phap cé
thé phan tich ddng thdi duwoc ca 8 saponin ké
trén. Phuong phap phén tich sé giup cho khao
sat dwgc véi so Iwcng I&n cac mau thu hai tw
cac vung khac nhau & cac thdi diém khac nhau
clia ndm dé dwa ra cac gi¢i han phu hop vé
ham lwong cac saponin nghién clru. Cac két
qua khao sat ciing sé gilp ra soat 8 hop chat
danh dau dy dinh da phu hop hay chwa. Cudi
cung, phwong phap sé dwgc dung trong danh
gia chat lwong dwoc liéu nay sau khi tiéu chuan
da duwoc xac dinh.

Nguyén liéu
nghién ctru

D6i twong nghién cliru

Cac hop chét phan lap, tinh ché duoc gbém:
Paris saponin H (PS-H), paris saponin Il (PS-II),

va phwong phap
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dioscin, gracillin va polyphyllin D (PS-I) ctia Vién
Kiém nghiém thudc Trung wong; Paris saponin
VIl (PS-VII), paris saponin D (PS-D) va paris
saponin VI (PS-VI) ctia Vién Dwoc liéu (BO Y té).

Cac mau than ré va phan trén mat dat cla
cay bay la mét hoa thu hai tai cac dia phwong
khac nhau & Viét Nam (bang 1).

Bang 1. M6t sé mau dung trong nghién ctru

T Mau Ky hiéu Noi thu B6 phéan Thu méu
1 Mau 01 PPC 02 Cao Bang Than ré 4/2017
2 Mau 02 PPC 04 Lao Cai Than ré 12/2017
3 Mau 03 PD 01 Lai Chau Than ré 6/2017
4 Mau 04 PPC 03 Nghé An Than ré 5/2017
5 Mau 05 PPC 08 Cao Bang Than ré 4/2017
6 Mau 06 PPC 05 Lai Chau Phan trén mat dat 12/2016
7 Mau 07 PPC 10 Kon Tum Phan trén mat dat 6/2017
8 Mau 08 PPC 16 Lao Cai Phan trén mat dat 1212017
9 Mau 09 PV 02 Lai Chau Phan trén mat dat 9/2019
10 Mau 10 PP 03 Ha Giang Phan trén mat dat 5/2018
11 Cao kho bay la mét hoa Vién Duworc liéu

12 Vién nang Cung huyét ninh Trung Quéc

Cao khd bay 14 mét hoa dwoc cung cép tw
Vién Dwoc liéu va vién nang cirng Cung huyét
ninh clia Yunnan Baiyao Group Co., Ltd. (Trung
Quéc) cé chiva cao khod bay 1a mét hoa, tinh bét,
magnesi stearat dwoc s&¢ dung dé kiém chirng
thém kha nang tach cac saponin nghién ctru khi
s¢¢ dung phuwong phap phan tich
xay dwng duorc.

Chat chuan, trang thiét bi, dung méi
va héa chat

Céc chat chuan

- Paris saponin VIl (Chengdu Biopurify
Phytochemicals Ltd, Trung Quéc; SKS:
PRF8041822; ham lwong: 98,25%; d6 am:
1,12%).

- Paris saponin D (Vién Dwoc liéu; SKS:
Pd01; ham lvgng: 96,56% (nguyén trang)).

- Paris saponin H (Shanghai yuanye Bio-
Technology Co., Ltd, Trung Quéc; SKS:
Y23M9H62019; ham Ilwong: 97,10%; do Am:
1,92%).

- Paris saponin VI (Chengdu Biopurify
Phytochemicals Ltd - Trung Quéc; SKS:
PRF8051211; ham Iwong: 98,75%; do Am:
1,20%).

- Paris saponin Il (Shanghai yuanye Bio-
Technology Co., Ltd, Trung Quéc; SKS:
P09j9F46029; ham Ilwong: 96,29%; do Am:
2,14%).

- Dioscin (Chengdu Herbpurify Co. Ltd.,,
Trung Quéc; SKS: S-048-180530; ham lwong:

96,61%; do am: 1,45%).

- Gracillin (Shanghai yuanye Bio-Technology
Co., Ltd, Trung Quéc; SKS: CFO227QC14; ham
lwong: 95,72%; d6 am: 1,12%).

- Polyphyllin D (Chengdu Herbpurify Co. Ltd.,
Trung Quéc; SKS: C-036-181216; ham luong:
97,10%; dd am: 1,64%).

Trang thiét bj

Can phan tich MS105 (Mettler, Thuy Sy, d =
0,1 mg); May HPLC-DAD Agilent 1260: Co6t
Phenomenex, C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm),
detector PDA va céac dung cu thay tinh can thiét
khac trong phong thi nghiém.

Dung méi

Dung méi tinh khiét HPLC dung trong thiét
lap chuan: Acetonitril (Hang Merck), methanol
(Hang Merck), acid phosphoric (Hang Prolabo),
nwdc cat hai lan (Vien Kiém nghiém thubc
Trung wong).

Phwong phap nghién ctru

Chuén bi cédc dung dich

Céc dung dich chuén: Can chinh xac ting
chat chuan va hoa tan v&i methanol trong cac
binh dinh muc riéng biét dé thu dwoc cac dung
dich chuan c6 néng dé khodng 0,2 mg/ml cua
chuan twong ng.

Dung dich chudn hén hop: Can chinh xac
tirng chat chuén (8 chat chuén) va hoa tan véi
methanol trong binh dinh mirc phu hop dé thu
dwoc dung dich chuan hén hop cé ndng do méi
chéat khoang 0,2 mg/ml.
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Dung dich thir la nguyén liéu phan lap tinh
ché duoc: Can cac lwong mau phu hop hoa tan
bang methanol va dinh m&rc thanh cac dung
dich c6 ndéng dd phu hop tuy theo mirc ndng d6
khao sat.

Dung dich thir voi cdy bay la mét hoa (thén
ré hay phén trén mat dat): Can chinh xac
khodng 0,5 g bot than ré (hay phan trén mat dat)
cay bdy |4 mot hoa da dwoc nghién min phu
hop, thém chinh xac 25,00 ml ethanol 70%, dun
hdi lwu trong 60 phat. D& ngudi v& nhiét do
phong, bd sung ethanol 70% vé da lvong ban
dau, lac déu va loc qua gidy loc, rdi loc qua
mang loc 0,45 um.

Dung dich thtr cao khé bay la mét hoa:
Can chinh xac khoang 50 mg ché pham vao
binh dinh md&c 50 ml, thém 30 ml methanol, Iac
siu am trong 30 phut, dé& ngudi, bd sung
methanol vira di dén vach, lac déu. Loc qua
mang loc 0,45 pum.

Dung dich thi vién nang ciing Cung huyét
ninh: Can 10 vién, xac dinh khdi lwgng trung
binh b6t vién, nghién thanh bot min. Can chinh
xac khodng 50 mg ché pham vao binh dinh murc
50 ml, thém 30 ml methanol, Iac siéu am trong
30 phut, dé ngudi, bd sung methanol vira di dén
vach, lac déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

Khéo sat diéu kién sdc ky va tham dinh
phwong phap dinh Iwong

Chon lya diéu kién sac ky cho phép tach
dwoc cac hop chét véi nhau va cac tap chét
trong mau.

Thdm dinh phuwong phap phan tich:
Ap dung theo huwéng dan cia ICH Q2B dé xay
dwng phwong phap dinh lwgng cho cac hop
chét nghién clu. Cac yéu td can dwoc danh
gia dbi v&i quy trinh phan tich dinh lwong bao
gbébm: Tinh dac hiéu, do6 dung, do lap lai, do
tuyén tinh 181,

Ung dung phwong phép

Ung dung phuwong phap xay dwng dwoc dé
phan tich mét s6 mau cay bay 14 mét hoa & Viét
Nam va kiém ching tinh kha thi cia phuwong
phap trén mot s6 mau chira bay |4 mét hoa.

Két qua va ban luan

Khao sat va chon diéu kién sac ky

Qua khao sat da chon dwoc diéu kién sac ky
nhw sau:

- Cot: C18, 250 x 4,6 mm; 5 uym. Nhiét d6 cét:
35°C. Pha ddng: Gradient dung méi v&i hén hop
A : B, trong do A la hdn hop ACN - MeOH (95:5)
va B la dung dich H3PO, 0,1%. Chwong trinh
ria gidi nhw sau:

Théi gian (phat) Ty 16 A (%) Ty Ié B (%)
0 45 55
22 45 55
23 51 49
50 51 49

- Téc d6 dong: 1 ml/phat;

- Detector: 203 nm;

- Thé tich tiém: 20 pl.

Tham dinh phwong phap

D6 dac hiéu

- M4u tréng: Dung mdi pha mau.

- Dung dich hén hop chuén: Can chinh xac
khodng 5 mg méi chat chuan (gém PS-VII, PS-
D, PS-H, PS-VI, PS-Il, dioscin, gracillin va PS-I)
vao binh dinh mic 25 ml, hda tan va dinh mdc
vlra da v&i methanol.

- Dung dich céc chuén don: Can khoang 1
mg tirng chat chuan, hoa tan va dinh mirc thanh
5 ml dung dich v&i methanol.

- Dung dich thir: Can chinh xac khoang 5 mg
mdi nguyén liéu tinh ché dwoc vao binh dinh
mec 25 ml, hoa tan va thém methanol vira da
thé tich. Tién hanh véi 6 mau thir.

Tiém |an lwot mau trdng, dung dich hén hop
chudn va cac dung dich chuan don va céc dung
dich thir vao hé théng séc ky, ghi lai sac ky db.
Két qua cho thay:

- Trén séc ky d6 cla mau trdng khong xuét
hién pic c6 th&i gian lwu twong ng voi thoi gian
lwu cla cac pic hop chét can phan tich trén sac
ky d6 mau chuén.

- Trén sac ky dd dung dich thir cho céac pic c6
th&i gian lwu twong rng voi thoi gian lwu cla
cac pic twong tng trén sac ky dé dung dich
chuan: PS-VIl khoang 15,1 phat; PS-D khoang
16,4 phuat; PS-H khoang 17,8 phuat; PS-VI
khoang 19,8 phut, PS-ll khoang 37,0 phut,
dioscin khoang 39,8 phut, gracillin khoang
41,6 phut va PS-1 khoang 43,4 phut (hinh 1).
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~ Hinh 2. Séc ky d6 cta chuan don PS-Il (a) va
két qua chdéng pho véi pic tirong tng trén mau thee (b)

D6 thich hop cda hé thong ] ~lwu, sb dia ly thuyét, hé s6 bat déi xing pic, do
Tiém 6 lan dung dich chuan, ghi lai sac ky do.  phan giai. Két qua nhw ¢ bang 2.
Xac dinh cac théng soO dién tich pic, thoi gian

Bang 2. Két qua khdo sét do thich hop hé théng clia céc paris saponin (n = 6)

% Thoi gian Iwu (phat) Dién tich pic (mAU.S)
TT  Hopchat —= | binh  RSD(%) Trung binh RSD(%) N T R
1 PS-VIl 15,154 0,04 1452,6 0,23 7205 0,98 -
2 PS-D 16,443 0,08 1745,6 0,23 7162 0,96 1,71
3 PS-H 17,872 0,05 2169,0 0,19 7670 0,94 1,80
4 PS-VI 19,847 0,03 2175,3 0,21 8275 098 2,34
5 PS-I 37,048 0,02 1735,1 0,66 18563 1,11 17,53
6 Dioscin 39,824 0,01 1661,3 0,68 18451 1,01 2,45
7 Gracilin 41,650 0,03 18334 0,41 18878 1,00 1,52
g PS-I 43,404 0,03 1840,6 0,41 18387 0,95 1,49
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Tw béng 2 ta théy RSDthc‘ri gian lwu tor 0,01 dén
0,08% (< 1,0 %); RSDgin tich pic t& 0,19 dén
0,68% (< 2,0 %); sb dia ly thuyét (N) tir 7162
dén 18878 > 3000; hé sb bat déi xieng (T) tir 1,0
- 1,1; d6 phan giai gilta cac pic canh nhau (Rs)
tr 1,5 dén 17,5. Vay hé thdng phu hop dé dinh
lwong ddng thei 8 saponin.

D¢ tuyén tinh

Chuan bj cac dung dich chuan trong methanol
c6 ndng dod cac chat bién thién trong khoang tir
50 dén 150 % cla ndéng d6 dw tinh dinh lwong.
Tiém cac dung dich nay vao hé thdng séc ky, ghi
lai sc ky dd. Két qua tbng hop & bang 3 cho
thay co6 s twong quan tuyén tinh gitra dién tich
pic va ndng d6 cac chéat twong tng.

Bang 3. Két qua khdo sat dé tuyén tinh cua céc paris saponin

< Khoang ndéng dé Hé sé X A . Hé sé chan
TT  Hop chat (m%/ml)g ’ tu’o’né quanr Hg so géc (ihtercept) Y (%)
1 PS-VII 0,0992 - 0,2971 0,9999 7321,5129 0,3696 1,22
2 PS-D 0,0973 - 0,2924 0,9999 8945,3977 6,8993 0,40
3 PS-H 0,0985 - 0,2956 0,9998 11064,7545 5,0729 0,23
4 PS-VI 0,0991 - 0,2980 0,9999 10934,8518 1,7257 0,08
5 PS-lI 0,0969 - 0,2904 0,9999 9000,5307 11,6422 0,67
6 Dioscin 0,0989 - 0,2949 0,9997 8531,5917 12,2141 0,74
7 Gracillin 0,0974 - 0,2933 0,9999 9393,1621 1,4497 0,06
8 PS-I 0,0979 - 0,2960 0,9999 9341,5937 3,3260 0,18
D6 dung dy tinh dinh lwgng) vao cac binh dinh murec

Chuédn bj cac miu thk: Can chinh xac
khoang 4,0 mg; 5,0 mg; 6,0 mg méi chét‘(two’ng
rng v&i 80%, 100% va 120% cla nong d6

25 ml, hoa tan va pha lodng vira du thé tich
bé~ng metha’nol. O mdi mirc ndng dd tién hanh 3
méau thr. Két qua dwoc tbng hop trong bang 4.

Bang 4. Két qué khao sat do dung véi céc paris saponin

T Hopchét Mirc 80% Mdrc 100 % Mirc 120 % % thu hdi  RSD

- R(%) RSD(%) R (%) RSD(%) R (%) RSD(%) trungbinh (%)
7 PSVI 99,64 1,53 99,53 0,39 99,64 0,10 99,60 0,80
2 PS-D 9891 0,40 99,02 0,29 98,79 0,44 98,91 0,35
3 PS-H 99,30 1,24 98,38 0,18 99,44 0,41 99,04 1,07
4  PSVI 9938 1,03 98,18 1,14 99,17 0,56 99,14 0,85
5 PS-II 98,81 0,48 99,38 0,92 98,77 0,94 98,99 0,73
6 Dioscin 99,76 0,76 99,04 1,14 100,76 0,79 100,15 0,91
7 Gracilin 99,64 165 10026 1,10 101,16 0,28 100,36 1,20
8 PS-| 99,12 1,07 98,46 0,57 98,79 0,53 100,36 1,20

Ty 1é thu héi R & trong khoang 98,0 dén
102,0 % v&i RSD tir 0,10 dén 1,65% (< 2 %).
Vay phwong phap dinh lwgng ddng théi 8 paris
saponin dat y&u cau vé do dung.

Khoang xac dinh

Két qua khao sat do tuyén tinh cho thdy co
sy twong quan tuyén tinh gitva ndng dd va dién
tich pic trong khodng ndng d6 cac chéat bang
50% dén 150% so v&i néng do dinh lwong. Két
qua danh gia do dung cla phwong phap cho
thay tai ndng dd cac chat bang 80% dén 120%

s0 v&i ndng dd dinh lwong, phwong phap cé do
ding, d6 1&p lai tt va ndm trong khoang tuyén
tinh. Nhw vay, khoang xac dinh clia phuong
phap la trong gi¢i han tir 80 % dén 120% so v&i
ndng d6 du tinh dinh lwong.

D6 Iap lai

Chuén bj dung dich thir d6 13p lai: Can chinh
xac khoang 5 mg méi chat vao binh dinh mwc
25 ml, hoa tan va pha loang vira da thé tich véi
methanol. Tién hanh trén 6 mau thk. Két qua
duwoc tbng hop tém tat & bang 5.
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Bang 5. Két qua khdo sét do I&p lai cda céc paris saponin (n = 6)

£ Khéi Iwong méu Suic trung binh (mAu.s) Mepuin Ham lwgng RSD
T Hop chat thir (mg) Ther Chudn (mg) (%) (%)
1 PS-VII 5,00 - 5,19 1470,7 1452,6 5,05 98,20 0,57
2 PS-D 5,02-5,18 1763,9 1745,6 5,04 96,52 0,38
3 PS-H 5,00 - 5,21 2174,6 2169,0 5,07 96,62 0,52
4 PS-VI 4,96 - 5,08 2161,8 21753 5,02 98,24 0,62
5 PS-Il 5,02-5,19 1760,3 1735,1 5,03 96,66 0,63
6 Dioscin 5,03-5,12 1663,5 1661,3 5,12 97,59 0,37
7 Gracillin 5,01-5,15 1841,6 18334 5,09 96,21 0,36
8 PS-l 5,03-5,16 1874,4 1840,6 5,04 97,50 0,45

RSD cua cac két qua dinh lvong tr 0,36%
dén 0,63% déu nhd hon 2%. Phuwong phap dinh
lwong dong thei 8 paris saponin dat yéu cau vé
dé lap lai.

Giéi han phat hién va giéi han dinh lwong
Gidi han phat hién, gi¢i han dinh lwgng cla
cac saponin xac dinh dwoc nhuw & bang 6.

Bang 6. Gidi han phat hién va giéi han dinh lirong ctia cac saponin

Chét phan tich PS-ViI PS-D PS-H PS-VI PS-l Dioscin Gracillin PS-I
LOD (ug/mi) 1,06 1,12 0,32 1,01 1,25 1,01 1,25 1,01
LOQ (ug/ml) 3,50 3,73 1,06 3,33 4,12 3,33 4,12 3,33

U’ng dung phwong phap trén mau thuc

Ap dung phwong phap xay dwng duoc voi 12
mau trong bang 1. Két qua thu duwoc tong hop
trong bang 7 va bang 8. Hinh 3 1a mot s6 séc ky

do dai dién cho than ré (méu 3), phan trén mat
dat (mau 9), cao kho (~au 11) va vién nang
ctrng Cung huyét ninh (mau 12).

Bang 7. Thoi gian luu cua céc chét trong tng trén SKD méu chuén va méu thi

£ Théi gian Iwu (phat) . 5 . .
STT Hop chat V&G chuan Mau the Cdc mau thir cé pic twong trng
1 PS-VII 15,1 15,0 - 15,1 Mau1,2, 3,4,5,6,7,9, 12
2 PS-D 16,4 16,3-16,4 Mau 1,2, 3,5,6,7, 11,12
3 PS-H 17,8 17,7-17,8 Mau1,2,3,4,5,6,7,9, 11,12
4 PS-VI 19,7 19,7 Mau 12
5 PS-II 37,0 36,9-37,2 Mau 3,6,7,9, 10
6 Dioscin 39,7 39,2-40,0 Mau 5, 8, 9, 10, 12
7 Gracillin 41,7 41,5 Mau 1,2, 3,4,5,6,7,9, 11
8 PS-I 43,4 43,3 Mau1, 3,5,8,9, 11,12
s WD|A.1 1655 2P DLW G000 6.7 ﬁ — mm‘ C | |
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Hinh 3. Sdc ky d6 dinh lgng cac saponin trong mét s6 mau thuc té
a) Mau 3 b) Mau 9 c) Mau 11 d) Mau 12
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Bang 8. Ham luong cac saponin nghién ctru ¢é trong cac méu khao sat

Miu Ham lwong (%)
PS-VII PS-D PS-H PS-VI PS-II Dioscin Gracillin Polyphyllin D
Mau 01 0,10 0,26 0,30 - - - 0,50 0,05
Mau 02 0,13 0,30 0,20 - - - 0,48 -
M4u 03 0,07 0,07 0,07 - 0,25 - 2,32 0,55
Méu 04 0,10 0,07 - - - 0,14 -
Mau 05 0,24 2,16 0,51 - - 0,06 1,41 0,43
Mau 06 0,02 0,18 0,04 - 1,46 - 0,21 -
Mau 07 0,15 0,03 0,06 - 0,04 - 0,10 -
Mau 08 - - 0,25 0,19
Mau 09 0,03 - 0,07 - 0,08 1,18 0,03 0,20
Mau 10 - - - - 0,69 0,07 - -
Méu 11 - 6,49 1,50 - - - 4,95 1,14
Méu 12 0,69 0,53 0,72 0,34 - 1,08 - 1,45

Két qua & bang 8 cho thay 8 saponin phan
bb trong cac mau voi tan suat va ham lwong
kha dao ddng. Can khao sat trén sé lwong mau
da Ién dé dwa ra mirc gidi han phu hop cho cac
saponin nay trong qua trinh xay dwng tiéu chuan
cho dwoec liéu bay la mét hoa & Viét Nam cling
nhw xac dinh hop ly hon cac saponin (danh
dau) can dwoc xac dinh ham lwong véi duoc
liéu nay.

Két luan

M6t phwong phap HPLC da duwoc xay duwng
cho phép dinh lvgng dwoc 8 saponin co trong
cay bay la moét hoa. Phwong phap kha don gian
dé phan tich ca 8 saponin trong thdi gian 50
phut. Phwong phap da duoc thdm dinh day da
céac chi tiéu can thiét va 4p dung trén 12 mau voi
4 dang khac nhau. Két qua ban dau cho thay
phwong phap kha thi trong viéc ap dung voi cac
mau thuc té.
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