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GIOI THIEU LUAN AN
1. D3t van dé
Diép ha chau ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.,
Euphorbiaceae) (DHCD) la mét trong nhimg duoc liéu dwoc sir dung rat
phd bién vai tac dung chinh la cai thién chitc ning gan, dic biét la viém
gan B. Hién nay, trén thi truong nhiéu san pham tir DHCPD, chi yéu dugc
bao ché tir nguyén lidu 1a cao toan phan. Pa s, cac tiéu chuan co s& cua
céc thanh pham duoc xay dung chi dua trén viéc dinh lugng hdn hop toan
phan bang phuong phap khéng dic hiéu, khong dua duoc chi tiéu dinh
lwong cac hop chat ¢ hoat tinh sinh hoc ciing nhu chua xac dinh mic
ham lugng cho cac cht cd hoat tinh trong liéu diéu trj do thiéu chat chuan
dbi chiéu va chua c6 nghién ciru vé duge dong hoc cua cac chat ¢ hoat
tinh sinh hoc cho céc san pham tir duoc liéu nay. Trong khi tac dung sinh
hoc ctia DHCD khéng chi do phyllanthin ma con c6 hypophyllanthin,
niranthin. C4c chét nay c6 vai trd hét stiic quan trong trong tac dung bao
vé gan, khéng viém, chéng ung thu.
Bén canh do, cong tac tiéu chuan hoa duogc liéu hay san pham tir duoc
liéu con twong d6i kho khan va dang con bo ngd trong linh vuc kiém
nghiém do thiéu phuong phap thir, chat chuan ddi chiéu (CPC), cao
chuan d6i chiéu,... Mat khac, cac chat chuan d6i chiéu chua sin co va gia
thanh cao; phuong phép thir ciing can xay dung cho phu hop véi trinh do
khoa hoc ky thuat chung cua ca thé gisi dé nang cao chét luong cac san
pham trén. Ngoai ra, nghién ciru sinh kha dung nham danh gia cac thong
s6 duoc dong hoc cua ché pham tir DHCP sé& giup minh ching hd trg
diéu trj bao vé gan hiéu qua hon.
Do d6, viéc phan 1ap céc chét c6 hoat tinh sinh hoc 1am chat ddi chiéu,
tiéu chuan hoa cao DHCD ciing nhu xac dinh sinh kha dung caa ché pham
dé 1am co s& cho viéc kiém tra chat luong va uée dinh lidu dung cho cac
san pham tir DHCP la hét stic can thiét. Tir cac 1y do trén, dé tai “Thiét
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lap chat @i chiéu hypophyllanthin, niranthin va danh gia mét s6 théng
s6 dugc dong hoc cua cao chuan hoa diéu ché tir Diép ha chau dang
(Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae)” duoc thuc hién
v&i c4c muc tiéu cu thé nhu sau:

- Chiét xuat, phan lap, tinh ché hypophyllanthin, niranthin tir Diép ha
chau ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).

- Thiét lap chat d6i chiéu hypophyllanthin, niranthin tir Diép ha chau
ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).

- Piéu ché va tiéu chuin hda cao Diép ha chau ding (Phyllanthus amarus
Schum. et Thonn.).

- Panh gia mét sé théng sé dugce dong hoc cua cao chuan hoa didu ché
tir Diép ha chau ding (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.).

2. Tinh cip thiét cia dé tai

DHCD 14 loai moc ty nhién rong réi khap noi, ciing c6 thé trdng & quy
md 16n va c6 tac dung rat tdt trong diéu tri cac bénh 1y vé gan. DHCD di
duoc sir dung rong réi tir 1au, cac san pham rét da dang, phong phd lam
cho thay thudc ciing nhu ngudi sir dung rat vui mimg, nhung ciing hét
suc lo ngai vé gia tri va chat luong cua san pham do chua c¢é quy dinh
ctia co quan nha nudc Vé tidu chuan chat luong caa san pham. Nam 2017,
DDVN V c¢6 chuyén luan vé dugc lieu DHCP, nhung ciing chwa cé quy
dinh vé chat luong ché pham tir DHCD ciing nhu tiéu chuan chét luong
cho ché pham cao tir dugc liéu. Tur nhiing 1y do trén, dé tai dugc thuc
hién dé thiét lap cac CPC la nhiing chét c6 hoat tinh sinh hoc phan lap
duoc dé phuc vu cho cong tac kiém nghiém duoc liéu va cac ché pham
tir dwoc liéu; dé xuat tiéu chuan chit lwong cua cao chuan héa DHCD va
ciing 1a co so cho viée quy dinh chat lugng cac ché pham tir duoc liéu
nay; khao sat nghién ciru danh gia mot s6 thong sé duoc dong hoc cua
cao chuan hoa diéu ché tir DHCP.
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3. Nhirng dong gop méi ciaa luan an

Vé mat héa hoc chiét xudt, phan ldp, tinh ché: Lan dau tién, phan lap
duge ddng thai 5 hop chat lignan chinh trong DHCP Phyllanthus amarus
gom phyllanthin (PLT), hypophyllanthin (HPL), niranthin (NRT),
nirtetralin (NTT) va phyltetralin (PTT) kém bo dit liéu phd nghiém day
da cua mdi chat dat do tinh khiét can thiét dé thiét 1ap chat di chiéu phuc
vu cdng tac kiém nghiém nguyén liéu va cac ché pham tir cay thudc nay.
Vé mat thiét Iap char déi chiéu: Lan dau tién, xay dung bd ho so hoan
chinh dé thiét lap chat dbi chiéu hypophyllanthin va niranthin.

Vé mat dieu ché va tiéu chuan hoa cao khé DHCD: D sir dung phuong
phép HPLC-PDA dé dinh tinh va dinh lugng dong thoi 4 lignan:
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin trong DHCD va cho
dén nay phuong phap van chua dugc céng b bai tai liéu nao. Lan dau
tién, cong bd nghién cau khao sat didu ché cao giau lignan dé dung 1am
cao dbi chiéu cé chét luong tuong duong cao chuin Phyllanthus amarus
USP duoc tng dung trong kiém nghiém chit lwong dugc liéu va ché
pham tir duoc liéu DHCD.

Vé mat danh gid mét so théng so duwoc dong hoc cia cao chudn héa diéu
ché tr DHCP: Quy trinh dinh luong ddng thoi phyllanthin,
hypophyllanthin va niranthin trong huyét tuong tho bang phuong phap
LC-MS/MS di duoc xay dung va tham dinh, cho dén nay van chua duoc
cong bé bai tai lieu ndo. Bude dau xac dinh cac thdng sé duoc dong hoc
caa cac lignan chinh: phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin sau khi
cho tho uéng cao khd DHCP di duoc chuan hda véi muc dich dung lam
nguy@n liéu san xuét thanh pham dang thudc ran phan liéu, cho dén nay
van chua dugc cong bd bai tai lidu nao.

4. B6 cuc luan an

Luan an gém 149 trang: Mg dau 2 trang, téng quan 31 trang, ddi tugng
va phuong phap nghién ctu 28 trang, két qua nghién ciru 55 trang, ban
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luan 28 trang, diém mai cua luan an 1 trang, két luan 3 trang va kién nghi
1 trang. Luan an c6 72 bang, 54 hinh, 9 so d6, 105 tai liéu tham khao gom
10 tai liéu tiéng Viét va 95 tai lidu tiéng Anh, 15 phu luc thé hién cac két
qua thuc nghi¢m.
Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

Trinh bay nhiing van dé sau:
1.1. Téng quan Diép ha chau ding
1.2. Cac phuong phap nghién ciru vé chiét xuat, phan lap, tinh ché hop
cht lignan tir Diép ha chau ding
1.3. Céac phuong phap dinh luong cac hop chat lignan trong Diép ha chau
1.4. Cao ddi chiéu
1.5. Tong quan vé danh gia sinh kha dung cua thudc

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi tweng nghién ciru: MAu nghién ctru di dugc giam dinh tén khoa
hoc la Phyllanthus amarus Schum. et Thonn., Euphorbiaceae tai Vién
Kiém nghiém thuéc TP. H6 Chi Minh.
2.1.2. Chat dbi chiéu: phyllanthin, diazepam, carbamazepin dugc cung
cap boi Vién Kiém nghiém thuéc TP. H6 Chi Minh. Cao chuan
Phyllanthus amarus (s 16 FOK140, 1 g) caa USP.
2.1.3. Hoa chit va dung mdi: DBéu dat do tinh khiét ding cho phan tich
va sic ky.
2.1.4. Dong vat thir nghiém: Tho thi nghiém khoe manh, trong lugng 2
+ 0,5 kg duoc cung cap bai Vién Kiém nghiém thudc TP. H6 Chi Minh.
2.1.5. Trang thiét bi, vat tu sir dung nghién ciru: C4c thiét bi phan tich
va dung cu thay tinh chinh xac da duoc hiéu chuan dat yéu cau muc dich
st dung bai Vién Kiém nghiém thuéc TP. H5 Chi Minh.
2.1.6. Noi thuc hién nghién ciru: Vién Kiém nghiém thuéc TP. Hb Chi
Minh dat tiéu chuan GLP-WHO va ISO/IEC 17025 va Cong ty c6 phan
BV Pharma dat tiéu chuan GMP-WHO.



2.2. Phwong phap nghién ctru

2.2.1. Chiét xuat, phan Iap, tinh ché, xac dinh ciu triic, d9 tinh khiét
ciia cac chat phan lap dwoc

2.2.1.1. Kiém tra chat lwgng diroc liéu nghién cizu: theo DDVN 1V va
dinh danh duoc liéu bang phuong phap sinh hoc phan tir DNA.

2.2.1.2. Chiét xudt cao toan phan: Khao st trén 6 loai dung moi:
dicloromethan, cloroform, aceton, ethyl acetat, ethanol 96 %, ethanol 70
% béng phuong phap ngdm & nhiét do phong dé chon ra dung mdi ding
chiét c6 hiéu qua nhét.

2.2.1.3. Phan Idp cao toan phan bang sdc ky cot: Tir cao toan phan tién
hanh sic ky cot nham thu cac phan doan don gian. Thuc hién véi cot thuy
tinh c6 ludi xop G-3, chuassilica gel ¢& hat 40-60 um (Davisil), dugc nhoi
vao cot vai dung mdi la n-hexan.

2.2.1.4. Phan Idp hop chdt tir cao phdn doan: Str dung phwong phép két
tinh phan doan tir cac phan doan chi chira chu yéu mét vét; phuong phap
sic ky cot hoic sic ky diu ché tir cac phan doan chta 2 hoic nhiéu vét.
2.2.1.5. Kiém tra dg tinh khiét ciia chdt phan ldp duwoc: bang phuong phap
SKLM, HPLC/PDA, DSC.

2.2.1.6. Xdc dinh cdu tric cua chat phan ldp duoc: bang cac ky thuat pho
nghiém: UV, IR, MS, NMR (**C-NMR, 'H-NMR, DEPT, HSQC,
HMBC, COSY) dbi chiéu vai cac dir liéu pho da cong bd.

2.2.2. Xac dinh chét lwong va thiét 1ap chat doi chiéu

2.2.2.1. Xay dung qui trinh xdc dinh dg tinh khiét cia nguyén liéu thiét
lgp chdt d@si chiéu: bang phuong phap HPLC quy vé 100 % dién tich pic
trén sic ky d6 va tham dinh theo huéng dan ICH.

2.2.2.2. Thiét lgp chdt doi chiéu: Panh gia thiét lap CDC theo tai liéu
huéng dan cia WHO va ASEAN. Panh gia d6 dong nhit lo. Panh gia so
sénh lién phong tai ba phong thi nghiém (PTN) doc lap dat tiéu chuan
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GLP va ISO 17025. Xac dinh gia tri 4n dinh - gia tri cdng b theo hudng
dan cta 1SO 13528.

2.2.3. Diéu ché va tiéu chuén héa cao diép ha chau diing

2.2.3.1. Xdy dung va tham dinh quy trinh dinh heong dong thoi 4 hop
chat lignan trong Diép ha chdu ding bang phiong phdp HPLC: Tién
hanh theo quy trinh USP, khao sat diéu kién séc ky thich hop va Khao sat
diéu kién chiét kiét cac hoat chét tir dugc liéu. Sau do, tién hanh tham
dinh quy trinh dinh luong theo hudng dan ICH va tng dung quy trinh dé
dinh lugng dong thoi 4 hop chét lignan trong dugc liéu va cao chiét tir
DHCD.

2.2.3.2. Piéu ché cao chudn hoa Diép ha chdu dding

Khao sat didu kién thich hop cho qué trinh chiét cao DHCD tién hanh lan
luot & cac diéu kién nhu sau:

- Khao sat dung moi: ethanol 30 %, ethanol 50 %, ethanol 70 %, ethanol
96 % voi ti 1€ duoc liéu : dung mai (ti I¢ DL : DM) = (1 : 15).

- Khao sat thoi gian ngdm: 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 7 ngay.

- Khao sat ti 1€ dugc liéu : dung moi: (1 : 20), (1:15), (1:10), (1:5), (1:
4).

- Khao sét sb lan chiét; 1 1an, 2 1an, 3 1an, 4 lan.

Chon diéu kién thich hop cho qué trinh chiét cao DHCP d¢é tién hanh
chiét cao thyc nghiém.

Khao sat diéu kién chiét trén quy mé phong thi nghiém va quy mé pilot.
So sanh tong ham lwong PLT va HPL (quy vé ham lugng trong duoc ligu)
giira cac dung mdi chiét, gitra quy trinh chiét xuat cao quy mé phong thi
nghiém va quy mo pilot.

2.2.3.3. Xay dung tiéu chuan chdt lirong cao khd Diép ha chdu ding: Xay
dung dy thao tiéu chuan chat lwong cao khd DHCD bao gdm céc chi tiéu
sau: Tinh chat, dinh tinh, mét khéi luong do 1am kho, tro toan phan, gigi
han kim loai nang, dinh lugng, gisi han nhiém khuan.
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2.2.3.4. Ung dung diéu ché cao giau lignan Diép ha chdu dang dung lam
cao doi chiéu: Tién hanh khao sét diéu ché cao giau lignan cé chat lugng
tuong duong vai cao chuan USP dé ding 1am cao ddi chiéu.
2.2.3.5. Ung dung dinh lirong cac lignan trong Diép ha chdu dding: Thuc
hién trén 3 mau duoc liéu duoc thu hai ¢ 3 tinh va dinh lugng cac lignan
trong cac mau cao kho duoc liéu.
2.2.4. Panh gia mdt sé thong sbé dwee ddng hoc ciia cao chuin hda
diéu ché tir diép ha chau ding
2.2.4.1. Xay dung va tham dinh quy trinh dinh lwong dong thoi
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyér neong thé: Khao
sat: diéu kién khdi phd, chat chuan noi, diéu kién sic ky, phuong phap
xtr ly mau, xac dinh khoang nong d6 dinh lwong va tién hanh thdm dinh
theo hudng dan cia US-FDA, EMA va DDVN V.
2.2.4.2. Banh gid mét s6 thdng sé duoe déng hoc ciia cao chudn héa diéu
ché tir Diép ha chdu ding: Thiét ké nghién ciru theo mé hinh ngau nhién,
don lidu, mot thude trong tinh trang d6i. C& mau nghién ciru trén 12 con
tho. Chon liéu thir nghiém: 2 mg phyllanthin/kg can nang. Thoi diém lay
mau géom téng cong: 14 mau mau (tong cong 21 mL mau) duoc lay tir
tinh mach tai tho vao céc thoi diém: 0 (trong vong 30 phut truéc khi ubng
thudc), 5, 10, 15, 20, 30, 45 phit; 1, 2, 3, 4, 5, 6 va 8 gio sau khi udng
thude. Ly trich huyét tuong va bao quan ¢ dudi -20 °C cho dén khi phan
tich. Xac dinh céc thdng sé duoc dong hoc Cmax, AUCo+, AUCo-0, Trmax,
Ke, T12. bang phan mém WinNonLin 7.2.

Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Chiét xuat, phan lap, tinh ché, xac dinh ciu tric, do tinh khiét
ciia c&c chat phan lap dwoc
3.1.1. Kiém tra chit lweng dwgc ligu nghién cieu: Dugc liéu nghién
ctru dat cac chi tidu chat lwong theo DDVN IV va két qua DNA di dinh
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danh cac mau dugc ligu DHCD nghién ctiu st dung trong dé tai ding la
Phyllanthus amarus.

3.1.2. Chiét xuit cao toan phan tir dwec liéu Diép ha chau ding: So
sénh kha ning tach cac phan doan cua cot sic ky & cac cao duoc chiét
Xuét tir 6 loai dung méi, két qua chon dicloromethan (DCM) la dung méi
chiét cao toan phan do c6 nhiéu phan doan dwoc tach nhau rd rang nhat.
Thuec hién chiét xuét 1 kg bot DHCD v6i DCM bing cach ngam lanh thu
duoc 60 g cao DCM.

3.1.3. Phan lap cao toan phan bing sic ky cét: Tir két qua sic ky cot
cao DCM va két qua SKLM, phan tich dugc 13 phan doan nho (I —
XIII). Chon 5 phén doan IV, VII, X, XII, XIIT c6 mot 1-2 vét dé tiép tuc
nghién ciru.

3.1.4. Phan 1ap hop chit tir cao phan doan: Tién hanh phan lap cac
phan doan theo so dd 3.5., thu duoc két qua: 10 mg chat PA; (s6 lugng it
khong khéo sat tiét theo); 190 mg PA,, 250 mg PAs, 400 mg PA4, 60 mg
PAs, 1730 mg PAs.

Cao DCM (60 g)

SKCCD (600 g Si-gel) | (n-hexan ~ EtOAC)

v ¥ v . ¥ Y e Y ¥
PBV, VI
PRI -1 PO IV PBVII ‘ Pf? X PE)VXII ‘ PD ?(III VIII: IX’
SKCCO Loai mau Két tinh trong Loai mau Két tinh trong
(n-hexan - EtOAc) | Si-gel n-hexan - EtOAc | Si-gel n-hexan - EtOAC
¥ v Y x Y
3 Chat PA, ; Tinh thé ; Tinhthé | Chua khao sa
hwa kh: 1 wa khao sat
Chura khao sat (10mg) Dich PP VII tréng ngd Dich PD XII trdng nga

SKDC (pha thudn) | Kéttinhtrong  |SKEC (pha ddo) | Két tinh trong

(n-hexan - EtOAC) | EtOH tuyét di | (ACN — H,0) EXOH tuyét ddi
Y 4 ¢
Tinh thé 5
PA, Tihthé | | IR Tinh thé
(190mg) va | | tréng PA, (60’:39) o2 tring PAg
chét PA, (400mg) (1650mg)
@somg) | | | PA (80m0)

So d6 3.5. So dd phan lap va tinh ché cac phan doan cua cao DCM
3.1.5. Kiém tra d tinh khiét ciia chat phan lap dwec: 6 chat phan lap
(PA1, PAy, PAs, PA4 PAs va PAs) duoc kiém tra do tinh khiét bang
phuong phap SKLM, HPLC-PDA va DSC.



Bang 3.10. Két qua kiém tra d¢ tinh khiét chat phan lap bang HPLC

HPLC DSC
Miu % dién tich pic D9 tinh khiét (%)
PAs 97,07 -
PAs 99,75 97,12
PA4 98,01 97,12
PA; 89,24 89,24
PA, 99,22 99,01
PAs 97,76 97,01

3.1.6. Xac dinh ciu trac cha chat phan lap dwec: bang céc ky thuat
phé nghiém: UV, IR, MS, NMR (**C-NMR, *H-NMR, DEPT, HSQC,
HMBC, COSY) ddi chiéu véi cac dit liéu phd di cong bd, két qua cho
thiy hop chat PA, phi hop véi chit niranthin, hop chit PA; phi hop véi
chat nirtetralin, hop chat PA, phtt hop véi chat hypophyllanthin, hop chat
PAs phu hop véi chat phyltetralin, hop chat PAs = PA; phi hop vai chat

phyl lanthin.
H: U:) }ﬂ A‘ﬂvr'”‘:\l]/ ‘C‘ﬁh T “MI’»%I; “ji%“ acH j L !
o, , QCH o L ocH g OCH:
HEO g J\—' e l:‘/ I’_‘.{” Pt L
g N =
e

3\
CCHY
Phyltetraln

3.2. Xac dinh chat lwong va thiét lap chat déi chiéu
Céc hop chat dugc chon du khdi lugng va d¢ tinh khiét 16n hon 95% dé
thiét 1ap CDC gém: phyllanthin (PLT-1500 mg); hypophyllanthin (HPL-
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300 mg) va niranthin (NRT-180 mg), nirtetralin (NTT-50 mg). Do hogp
chat PLT da duoc thiét lap CBC [3] nén trong luan an nay chi thiét lap
CPC dbi voi HPL va NRT. Déi v6i NTT duge x4c dinh d tinh khiét dé
ung dung dinh lugng cac lignan trong DHCD.

3.2.1. Xay dung qui trinh xac dinh d¢ tinh khiét ciia nguyén ligu thiét
lap CPC: bang phuong phap HPLC quy vé 100 % dién tich pic trén sic
ky do va thim dinh theo huéng dan ICH.

3.2.2. Thiét lap chat do6i chiéu: Panh gia thiét lap chat ddi chiéu
hypophyllanthin va niranthin theo tai liéu huéng dan caa WHO va
ASEAN.

Thiét 1ap chat ddi chiéu hypophyllanthin: Gia tri cdng b dugc tinh tir
céc két qua phan tich (n = 18): Do tinh khiét sic ky 1a 97,89% tinh theo
nguyén trang, RSD = 0,64%. D6 khéng dam bao do p = 0,189%.

Thiét 1ap chét ddi chiéu niranthin: Gia tri cong bd duoc tinh tir cac két
qua phan tich (n = 18): D¢ tinh khiét sic ky 1a 99,78% tinh theo nguyén
trang, RSD = 0,034%. Do khong dam bao do p = 0,01%.

3.2.3. Xac dinh d$ tinh khiét chat nirtetralin sau tinh ché

Tién hanh xac dinh do tinh khiét nirtetralin theo phuong phap HPLC da
xay dung. Do tinh khiét nirtetralin 1a 97,02%.

3.3. Piéu ché va tiéu chuan hoa cao diép ha chau ding

3.3.1. Xay dung va thim dinh quy trinh dinh lwgng dong thai 4 hop
chat lignan trong DHCP bing phwong phap HPLC

Diéu kién sac ky thich hop: Cot sac ky: Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm;
5 um). Pha dong: Methanol — acid phosphoric 0,1% (56 : 44). Toc do
dong: 1 mL/phdt. Nhiét d6 cot: 25 °C. Dau do: PDA, budc séng phéat hién
230 nm. Thé tich tiém: 10 L.

Két qua tham dinh cho thiy phuong phap dat tat ca céc yéu cau vé tinh
dic hiéu, tinh tuyén tinh, d6 chinh xac va do ding theo qui dinh cia ICH.
3.3.2. Pidu ché cao chuin hoa Diép ha chau ding
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3.3.2.1. Khdo sdt diéu kién thich hgp cho qué trinh chiét xudt cao: Diéu
kién thich hop chiét xuat thyc nghiém nhu sau: Phwong phéap chiét: ngam.
Duoc liéu: 2 kg bot dugc liéu dugc rdy qua rady 355 um. Dung moi:
ethanol 96% Vi ti 1¢ dwoc liéu : dung méi (1 : 5). Thoi gian chiét: 48 gio,
chiét 2 1an. Tién hanh trén 3 16. Phuong phap diéu ché cao dic: cd quay
chan khong. Nhiét do: 35-40 °C. Ap suat: 50-130 atm.

3.3.2.2. Quy md phong thi nghiém: Tién hanh theo diéu kién nhu trén dé
chiét 2 kg bot duogc lidu véi lan luot dung méi khao sat: nudc, ethanol
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 96%. Sau do, dich chiét dugc
loc qua mang loc dé loai tap co hoc, thu duoc dich loc. Dich loc dugc cd
dudi &p suit giam. Thuc hién SKLM va HPLC dé kiém tra ham luong
cua PLT va HPL trong cao thu duoc. Nhdn xét: Khi chiét bang nudc thi
ham lugng PLT va HPL trong cao thdp nhit. Chiét bang ethanol thi tir
ethanol 20% dén ethanol 30%, ham luong hoat chét chiét duoc ting
nhanh (ham luong PLT va HPL cao gép 4,5 14n so véi nuéc), tir ethanol
30% dén ethanol 80%, ham luong hoat chit ting khong dang ké, ethanol
96% cho ham luong hoat chat chiét dwoc cao nhat (ham lugng PLT va
HPL cao gap 1,3 lan so vai ethanol 30%).

3.3.2.3. Piéu ché cao khd ¢ quy md pilot: Tién hanh & quy mo pilot dé
chiét 20 kg bot duogc lidu voi lan luot cac dung mdi khao sat: nudc,
ethanol 30%, 40%, 50%, 70%, 96% va phun siy khd dich chiét duoc 6
mau cao khd. Chon dung mdi thich hop nhét dé san xuat 3 16, mdi 16 3
mau thir. Qua trinh san xuét & quy mé pilot duoc tién hanh tai nha may
cong ty c6 phan BV Pharma véi hé thong chiét xuat da nang. Thuc hién
SKLM va HPLC dé kiém tra ham lwong cua PLT va HPL. Nhan xét: Khi
chiét bang nudc thi ham lugng hoat chat PLT va HPL trong cao la thap
nhét. Khi chiét bang ethanol thi ethanol 30% cho ham luong hoat chat
trong cao 1a cao nhét (cao gap 9,0 lan so véi nuéc), tir ethanol 50% dén



12

ethanol 96% ham luong hoat chit trong cao giam dan. Vi thé, ethanol
30% dugc chon lam dung méi chiét xuat dugc ligu & quy mo pilot.

3.3.3. Xay dung tiéu chuén chit lweng cao kho Diép ha chau ding
Bang 3.43. Két qua kiém nghiém cao khd Diép ha chau ding

Chi tiéu Mikc chat lwgng Két qua

B6t mau nau dong nhat. mui

Tinh chat dwoc liéu, vi ding, d& hat 4m Dat
Pinh tinh
Sac ky 16p méng Diép ha chau déng bung
HPLC (Phyllanthus amarus) Dung
M4t khéi lweng do 1am khd Khéng qua 5 % Dat (3,6 %)
Tro toan phan Khéng qua 10 % Dat (7,3%)
Kim loai ning Khéng qué 20 ppm Pat
. Ham lugng phyllanthin
Dinh lu~qng C24H3406) khong it hon 0,8 %
Phyllanthin El’nh trén cr)1é oham kho Dat (1,83 %)
Ham lugng hypophyllanthin
- (C24H3007) khéng it hon 0,3 %
Hypophyllanthin tinh trén ché pham kho Dat (0,75 %)
P nhiém khuin
Téng s vi khuén hiéu khi Khéng qua 10* cfulg Pat
Tbng s6 nAm menvanim méc  Khéng qua 102 cfulg Pat
Vi khuin Gram am Khéng qué 102 cfulg Pat
Salmonella spp. Khong duoc c6/10 g Pat
Escherichia coli Khong dugc cd/g Pat
Staphylococcus aureus Khéng duoc co/g Pat

3.3.4. Ung dung diéu ché cao giau lignan diing lam cao déi chiéu Digp
ha chdu ding
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‘ 320 g cao ethanol 96%

1,5 lit n-hexan, lgc
1 lit(x3 ldn)

| 3 lit dich chiét |

l/ Cé quay thu hdi n-hexan

‘ 60 g cao n-hexan |

SK ¢gt chan khong (x 2)
(n-hexan —DCM)

‘ 536 gPDIIB |

- HPLC so sanh ham lugng vai
cao doi chieu USP

- Thém 20 g ta duge don

‘ 24 g cao giau lignan ‘

So d6 3.6. Quy trinh diéu ché cao giau lignan
3.3.5. Ung dung dinh lweng céc lignan trong Diép ha chéu diing
3.3.5.1. PBinh luong cac lignan trong mét sé mau duoc liéu
Bang 3.44. Két qua ham lwong (%) 4 hop chit lignan trong mau duoc ligu
MAiu duwgc ligu PLT (%) HPL (%) NRT (%)  NTT (%)

Can Tho 0,08 0,04 0,07 0,06
Ca Mau 0,25 0,08 0,15 0,13
Tra Vinh 0,22 0,05 0,14 0,1

3.3.5.2. Dinh lwong trong cac mau cao khd Diép ha chdu dding
Bang 3.45. Két qua ham lwong (%) 4 hop chit lignan trong céc loai cao khd

MAu thir PLT (%) HPL(%) NRT (%) NTT (%)
Cao ethanol 30% 1,45 0,52 0,59 0,61
Cao ethanol 40% 0,83 0,30 0,40 0,42
Cao ethanol 50% 1,17 0,43 0,59 0,61
Cao ethanol 60% 0,91 0,32 0,43 0,45
Cao ethanol 70% 0,77 0,28 0,38 0,39
Cao nudc 0,18 0,04 0,04 0,03
Cao giau lignan diéu ché 8,37 0,91 1,29 1,12

3.4. Panh gia mét s6 thong sé dwge ddng hoc cia cao chuin hoéa diéu
ché tir diép ha chau ding

3.4.1. Xay dung va thim dinh quy trinh dinh lrgng déng thoi
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé



14

Diéu kién khoi phé t6i wu: Kiéu ion hoa ESI (+). Toc do dong khi phun:
3 L/phat. Téc d6 dong khi kho: 15 L/phut. Nhiét dd hoa hoi dung moi:
250 °C. Nhiét do budng ion hoa: 400 °C. Ap suit khi phun: 25 psi. Ché
d6 ghi pho: MRM. Dién thé mao quan: 4500 V. Thoi gian chd ghi nhan

tin hiéu: 100 ms. Thé phan manh nhu sau:

Ty

A Ql CE Qs 2
Chat ESI m/z @) (V) (V) ((!/g;)
Phyllanthin (+) 436,00 —» 151,10 -22 -33 -29 100
Hypophyllanthin ~ (+) 261,20 —» 231,10 -18 -14 -16 100
Niranthin (+) 449,95 — 369,20 -23 -18 -25 100
Diazepam (+) 28500 — 15405 -21 -28 -30 100

Diéu kién sdc ky thich hop: Pha ddng: Methanol — dung dich dém amoni
format 5 mM (63 : 37). Cot sic ky: Gemini C18 (100 x 2 mm; 3 um).
Nhiét do cot: 40 °C. Nhiét d6 autosampler: 5 °C. Téc d6 dong: 0,3
mL/phut. Thé tich tiém: 2 pL. Phat hién: Dau do khdi phd, ESL

Phuong phdp xir Iy mdu: Lay chinh xac 200 pL huyét twong thé cd chua
cac chat phan tich cho vao 6ng nghiém. Thém 10 pL dung dich chuan noi
diazepam nong d6 1000 ng/mL trong methanol, lic 10 giay

. Chiét 2 lan véi n-hexan, mdi lan 2,5 mL, lic xoay 1 phut, lic 300
vong/phut trong 5 phut, ly tdm 4000 vong/phut trong 5 phat & nhiét do
phong, 1ay dich trong, gop dich chiét va bdc hoi dung méi t6i cin bang
khi nito & 40 °C. Hoa tan cin trong 200 pL methanol, lic xoay 1 phut,
siéu &m 5 phat, ly tdm 4000 vong/phtt trong 5 phat ¢ nhiét do 0 °C, loc
qua mang loc 0,22 pm.

Bang 3.60. Nong do cua cac hoat chét trong huyét twong tho
Nong dé céc hoat chat trong huyét twong (ng/mL)
S-1

(Llog) 52 S8 S4 S5 S6 S7 S8 LQC MQC HQC

PLT 0,1 02 05 1 5 10 20 5 03 25 40

HPL 0,1 062 05 1 5 10 20 5 03 25 40

NRT 0,1 02 05 1 5 10 20 50 03 25 40
IS 50

Chét
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Bang 3.61. Tom tat két qua tham dinh phuong phap

STT Chi tiéu Két qua
Mau LLOQ c6 cac pIC PLT (6,735 phat), HPL (6,145 phut),),
NRT (9,048 phat) va IS (3,813 pht). Mau huyét tuong trang
khong xuét hién pic tai thoi gian luru cua HPL, HPL, NRT va
Tinh dic hiey 'S Tin hiéu dép (ing cua mau tréng tai thoi diém triing véi thoi
1 (n= 6)' i gian luu cuia HPL, HPL va NRT khong vuot qua 20 % tin hiéu
dap tng cua chét phan tich & ndng d6 LLOQ. Tin hiéu dép tng
ctia mau trang tai thoi diém tring véi thoi gian luu cia chuan
noi khéng virot quéa 5 % tin hiéu dap ting caa chuén ndi & mau
LLOQ.
O néng d6 0,1 ng/mL (PLT, HPL va NRT) déu cho ty s6 S/N
Gioi handinh  16n hon 5, dat d9 chinh xac va do dung theo qui dinh, di¢n tich
2 luong dudi cia chat phan tich 16n hon 5 14n so v&i mau tring tai cing thoi
(n=6) diém, ndng d6 nay dugc chap nhan 13 gii han dinh lwong duéi
(LLOQ).
Puong chuin B;(gong trinh hoi quy tuyén tinh vai trong s6 1/[ndng doJ2 =
3 ;’jy';m?;‘ﬁ - PLT (0,1-50 ng/mL): y = 0,0630x + 0,0008; R2 = 0,9923
(n=10) - HPL (0,1-50 ng/mL): y = 0,01845x + 0,0021; R? = 0,9899
- NRT (0,1-50 ng/mL): y = 0,0528x + 0,0037; R? = 0,9920
dDg-’ gﬁ;‘ﬁ ZZC G 4 muc ndng d6 LLOQ, LQC, MQC va HQC:
4 trbng ngayva PLT (85,59 % - 119,35 %; CV: 5,27 % - 10,96 %)
Khac ngay (n - HPL (82,35 % - 118,66 %; CV: 5,97 % - 11,52 %)
- 18) - NRT (85,41 % - 119,29 %; CV: 3,17 % - 11,57 %)
O 3 mirc nong d6 LQC, MQC va HQC:
Hiéu suit - PLT (89,48 % - 100,69 %; CV: 2,05 % - 4,53 %)
5 chiét - HPL (88,42 % - 102,04 %; CV: 1,56 % - 7,35 %)
(n=6) - NRT (99,36 % - 103,73 %; CV: 1,22 % - 4,55 %)
- 1S (93,79 % - 98,07 %; CV: 2,06 % - 5,20 %)
Dung dich chuan goc 6n dinh ¢ -20 °C trong it nhat 30 ngay.
6 D6 bn dinh Chit phan tich trong huyét twong 6n dinh & nhiét do phong 25
(n=6) °C trong 6 gio, budng tiém mau 5 °C trong 24 gio, sau 3 chu ky
déng - rd dong va ¢ -70 °C trong vong 30 ngay.
Gid tri ‘IS-normalized matrix factor’ cua PLT, HPL, NRT &
Anhhuong  muc ndng d6 LQC va HQC ¢ gié tri CV lan luot 12 3,57 % -
7 nén mau 7,64 %; 3,07 % - 12,18 %; 3,32 % - 8,57 %. Phuong phap phan
(n=6) tich ¢6 bi anh huéng béi nén mau nhung van nam trong muc
cho phép.
Tiém lap lai 6 1an miu c6 néng dd cao nhat (ULOQ) va mau
Luongmau  tring, sau d6 tiém 6 1an miu c6 nong do LLOQ. Két qua cho
tdndu (n=6) thay khong c6 anh huéng cua lugng mau ton du ddi vai ca

PLT, HPL, NRT va IS.
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Chuan bi 6 mau huyét twong & nong d6 50 ng/mL (véi PLT,
HPL va NRT). Pha lodng 2 lin bing huyét twong tréng, sau d6
Hésbpha  xir ly méu va tién hanh phan tich. Két qua d6 dung trung binh
9 lodng cia PLT, HPL va NRT lan luot la 97,46 %; 102,97 % va
(n =6) 103,82 % véi gid tri CV lan luot 13 3,77 %; 5,22 % va 10,47
%. Vay quy trinh xir Iy mau da xay dung khdng bi anh huéng
boi sy pha lodng.

3.4.2. Panh gia mot 50 thong s6 dwgc dong hoc ciia cao chuin héa
dieéu ché tir Diép ha chiu dang

Tién hanh phan tich mau huyét trong tho theo quy trinh di duoc thim
dinh. Phan tich dugc dong hoc dua trén cac dit liéu caa 12 con. Tir nong
d6 chét trong huyét twong ¢ cac thoi diém, tinh toan cac thong sb dugc
dong hoc cuia tirng ca thé va dugc dong hoc trung binh.

Bang 3.62. Cac thdng s dugc dong hoc trung binh cua cac chat phén tich

Théng sb Phyllanthin Hypophyllanthin Niranthin
(TB + SD) (TB +SD) (TB+SD)
Tmax (Qi0) 0,24 0,26 0,24
Cmax (ng/mL) 14,625+ 1,88 5,913+ 0,82 4,408 + 0,45
AUCo-t (ng.gio/mL) 9,694 +0,71 4,172+ 0,39 3,135+0,24
AUCo-» (ng.gio/mL) 10,150 + 0,61 4,503 + 0,42 3,497 £0,38
T112(gi0) 1,78 1,17 1,41
AUCo-/AUCo-» (%) 95,51 92,65 89,66

Chuong 4. BAN LUAN

4.1. Chiét xuat, phan 1ap, tinh ché va xac dinh céu tric, dé tinh khiét
ciia cac chat phan lap dwoc

Viéc tham do chiét cao toan phan véi cac loai dung mdi co d6 phan cuc
tang dan khao sat 1a DCM, cloroform, aceton, ethyl acetat, ethanol 96%
va ethanol 70%, két qua DCM duoc lya chon. Khi khao sat bang SKLM,
cao DCM cho cac vét tach kha rd, hiéu suét chiét cao va it doc hon so voi
cloroform. Khi khao sat bang sic ky cot thi cao DCM ¢6 nhiéu vét phan
doan hon va tach nhau ro rang so vai cao ethyl acetat va cao ethanol 96
%. Mit khac, dé xac dinh chinh x4c hon kha ning chiét xuat chat can
nghién cau, tién hanh dinh lwong bang HPLC, két qua cho thiy lugng
PLT va HPL chiét dugc cao hon hai dung moi ethyl acetat va ethanol 96
%. Viéc st dung DCM tr 1000 g duoc liéu, thu dugc 60 g cao DCM vai
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hiéu suit 6 % so véi nghién ctru trude day sir dung ethanol 96 % véi higu
Suét chiét la 12 % tir 10 kg duoc liéu.

Viéc phan lap duoc tién hanh dya trén sic ky cot dé tach cac phan doan
va cac chat tinh khiét. Tiép theo cong trinh nghién ctru cuia nhém tac gia
Lir Thi Kim Chi, Nguyén Ngoc Vinh, sir dung hé dung méi rira giai 1a n-
hexan — ethyl acetat voi do phan cuc ting dan va diéu chinh ti 18 thay doi
tir (100 : 0) dén (80 : 20) thu dwoc 13 phéan doan, trong d6 phan doan 1V
c6 mot vét chinh va hai vét phu, phan doan VII c6 hai vét chinh, phan
doan X c6 mot vét chinh mau dé nau, phan doan X1 ¢6 hai vét chinh va
phan doan X111 cd mot vét chinh mau xanh. Sé phan doan thu duoc nhiéu
hon s phan doan cua nhém tac gia trén, didu nay c6 thé gitp cho viéc
tach cac chat can phan lap duoc thuan loi hon. Véi ki thuat sic ky cot,
thu dugc hop chat PA; (10 mg) tir phan doan 1V. Véi ky thuat séc ky diéu
ché trén cot pha thuan caa phan doan VII tach duoc hai hop chat PA; va
PAs; trén cot pha dao cua phan doan X1 tach dwoc hai hop chat PAs va
PAs. Két tinh lai sau khi sic ky cot ¢d dién thu duoc hop chat PA, tir phan
doan X va hop chat PA; tir phan doan XI11. Cac hop chat PA,, PA; PA,,
PAs va PAs c6 d6 tinh khiét sau phan lap cao tir 95,07% - 99,76%. Véi
do tinh khiét nay, viéc xac dinh ciu tric dé dang hon. Lwong mau PA1
tach duoc khdng nhiéu (10 mg) va do tinh khiét khdng cao (89,24%), do
d6 chua tién hanh x4c dinh ciu trc va cac thir nghiém khac.

4.2. Xac dinh chit lwgng va thiét 1ap chat déi chiéu

PLT va HPL duoc phan lap sau khi trién khai qua cot va két tinh trong
ethanol tuyét d6i. NRT, NTT va PTT duoc phan lap bang sic ky diéu ché
sau khi trién khai qua sic ky cot. Cac hop chat lignan chinh phan lap duoc
déu co do tinh khiét sic ky 1on hon 95 %, dap ¢ng yéu cau dung lam
CPC. Dya vao khéi lwong chét tinh khiét phan lap duoc, HPL va NRT
dugc thiét 1ap dung 1am CDC va danh gia chat lugng so sanh lién phong
boi 3 PTN dat GLP, ISO 17025. Ngoai ra, do lugng nirtetralin phan lap
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duoc khong nhiéu va gia thanh chat chuan nirtetralin thuong mai rat cao
(hon 500 USD/ 1 mg) nén chi xac dinh d¢ tinh khiét sic ky boi 2 PTN dé
c6 thé dung lam CDC trong pham vi ndi dung nghién ctru cia dé tai cho
phan khao sat qui trinh dinh lwong dong thoi bon lignan trong DHCP.
Luong PTT phan lap duoc it (60 mg) va do tinh khiét dat 95,07 % nén
chura khao sét tiép theo. So véi muc tiéu nghién ctru thi dé tai da dat dugc
thiét 1ap HPL va NRT dung lam CDC.

4.3. Piéu ché va tiéu chuin hoa cao diép ha chau ding

4.3.1. Xay dyng va tham dinh quy trinh dinh lrgng dong thai 4 hop
chét lignan trong DHCP bing phwong phap HPLC

Ngoai PLT, HPL thi NRT va NTT ciing la thanh phan lignan chinh trong
cdy DHCP. Do d6, tién hanh dinh tinh, dinh lwong thém NRT va NTT
cung véi PLT, HPL. Tién hanh bang phuong phap HPLC-PDA dé dinh
tinh va dinh luong ddng thoi 4 lignan PLT, HPL, NRT va NTT dua vao
céc chét dbi chiéu cua mdi lignan. Tuy nhién, diéu kién sic ky duoc khao
sét cai tién duoc kha niang phan tach cac pic so véi cac diéu kién sic ky
da cong bb. Nghién ctru nay da sir dung cot pha dao Gemini NX C18 (150
X 4,6 mm; 5 um), pha dong methanol — acid phosphoric 0,1 % véi chuong
trinh dang dong (56 : 44), toc do dong 1 mL/phdt. Véi diéu kién sac ky
nay, c6 uu diém hon 1a: sir dung pha dong khong chira hé dém c6 mudi
v6 co (KH2PO,) gilip han ché nhiém ban cot nén cd thé tiém duogc nhiéu
mau va gilp bao vé cot phan tich, kéo dai tudi tho cot; tdc do dong it hon
nén lugng dung moi trong pha dong tiéu thu it hon; va gia thanh methanol
thip hon 4 1an so véi acetonitril nén kinh té hon so véi USP. Phuong
phap nay duoc tham dinh dat cAc yéu cau théng sé cia quy trinh dinh
lwong: tinh phii hop hé théng, tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh, d6 lap lai (do
chinh xéc) va do dung.

4.3.2. Pidu ché cao kho Diép ha chau ding
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Muc dich cuia d& tai 1a nghién ctru mot cach hé théng diéu ché cao chuan
héa DHCD c6 ham luong hoat chat cao gidp giam khéi lugng cia thanh
pham chira cao. Do d6, viéc danh gia va lya chon cac thdng sé quy trinh
dia trén ham lwong phan trim trong cao dwoc liéu mang tinh khoa hoc
va thé hién chinh xac chit lugng cao can nghién ctru. Cao dugc lidu dugc
str dung dé bao ché thanh pham thudc dung cho ngudi, do d6 dung moi
str dung phai it gdy doc cho co thé nguoi. Bong thoi, véi quy md san xuat
cong nghiép thi dung mdi chiét xuat duoc sir dung thuong la cac dung
mdi ré tién, than thién véi moi trudng dé giam chi phi xir ly chat thai va
mdi truong. Theo khao sat thi tong ham lwong PLT va HPL trong ethanol
30% la cao nhat, day 1a dung méi can duoc lwa chon trong chiét cao kho
DHCP & quy md san xuat cdng nghiép. Dung méi nay sé& hiéu qua kinh
té nhat va an toan lao déng san xuit.

4.3.3. Tiéu chuén hda cao kho Diép ha chau ding

DDVN V chi cé chuyén luan dugc liéu DHCD va cao dac DHCD. Trong
d6, chi tiéu dinh tinh ding duoc liéu ddi chiéu va xac dinh mét chat diém
chi PLT bang SKLM, chi tiéu dinh luong chi xac dinh ham lwong PLT
dira vao CDC PLT bang HPLC. Viéc xay dung chi tiéu dinh tinh va dinh
lwong dya vao ban chét cua cac chat c6 hoat tinh sinh hoc chinh trong
DHCDP la khéng chi dbi voi PLT va HPL, ma con ¢ NRT va NTT. NRT
va NTT ciing c6 tac dung dugc ly rat tot trong cac bénh Iy vé gan. Piéu
nay c6 y nghia thiét thuc va gép phan 6n dinh ham luong hoat chat cua
ngudn nguyén liéu dua vao san xuat thanh pham, tranh truong hop thanh
pham thudc khong dat ham Iuwong hoat chat mong muén. Cho nén, xay
dung chi tiéu dinh tinh phai ¢é 4 hoat chat 1a can thiét. Xay dung chi tiéu
dinh lwgng chi dya trén 2 hoat chat 1a PLT va HPL 1a phu hop véi diéu
kién thuc té cua nuoc ta, tit ca co so san xuat hodc cac don vi kiém
nghiém c6 thiét bi HPLC déu c6 thé lam duoc chi tiéu ndy. Mac chét
luong cua cao kho dugc liéu dua ra duoc dua trén két qua kiém nghiém
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cua 3 16 caa ciing mot ngudn duoc lidu nén muc chét luong nay chua thé
hién duoc tinh dai dién cho nhidu ngudn duoc liéu khac nhau ty thudc
vao ving tho nhudng, thoi gian thu hai, cach ché bién duoc liéu,... Tuy
nhién, mirc chit luong cua cao duoc liéu néu trong dé tai ndy sé 1a ngudn
tham khao dé céc nha san xuat qui dinh tiéu chuan chap nhan riéng cho
céc chi tiéu chit lugng tay thudc vao cac ngudn dugc lidu dugc cung cap.
4.3.4. Piéu ché cao giau lignan ding 1am cao déi chiéu Diép ha chau
ding

Hién nay, trong cac chuyén luan dugc liéu caa USP hay EP nguoi ta dung
cao chuan (Herbal reference standard extract) dé danh gia duoc liéu. Sau
khi tién hanh SKLM va HPLC cao chuin USP, thanh phan trong cao chu
yéu la céc lignan, cac hop chit nhdm khéc hau nhu khong cé. Do do, tir
mau cao ethanol 96% duoc chon & quy md PTN, khao sat dung méi chiét
theo huéng lam giau nhém lignan, loai tap nhiéu nhat. Tur két qua SKLM
va HPLC, n-hexan cho ham luong lignan cao nhét va loai duoc nhiéu tap
phan cuc nhat. Chon n-hexan dé chiét phan doan lignan tir cao ethanol 96
%. Sau khi chiét véi n-hexan, phan doan thu dwgc van con chira nhiéu
tap: chat béo, chat mau... Do d9, tién hanh tinh ché phan doan nay bang
sac ky cot chan khong dé loai tap, thu duoc phan doan giau lignan. Phan
doan giau lignan thu dugc c6 ham luong PLT va HPL cao hon nhiéu so
Vv6i cao chuan USP. Vi vay, tién hanh diéu chinh ham luong hoat chat
(theo HPL) tuwong duong vai cao chuan USP. T4 duoc duoc thém vao dé
diéu chinh ham luwong. T4 duoc dugc chon phai dat yéu cau tro voi cac
lignan, khdng 1am vi khuan nam méc phat trién, ¢ kha nang hat am, c6
tinh tron. Do d0, silica dioxyd dugc chon va thém vao mot lueong dé 1am
ta duoc. Cao sau diéu ché duoc danh gia chat luong dat do 1ap lai va on
dinh. Tuy nghién cau chi dung lai viéc dong lo, dan nhén tam, chua danh
gia so sanh lién phong thi nghiém dé ding lam cao ddi chiéu theo qui
dinh caa WHO va ASEAN.
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4.4. Panh gia mot sé thong sé duwge dong hoc ciia cao chuin héa diéu
ché tir diép ha chau ding

4.4.1. Xay dung va thim dinh qui trinh dinh lwong dong thoi
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong thé
Dé tai xay dung quy trinh dinh lugng dong thoi PLT, HPL va NRT trong
huyét trong tho bang phuong phap LC-MS/MS dua theo cac tai liéu cong
b va tham dinh phuwong phép theo huéng dan cia US-FDA, EMA va
DDVN V. Hién nay, cac cong trinh nghién ctru di cong b chi dé cap
dinh luong cac lignan trong huyét twong chudt, cho dén nay, van chua co
nghién ctru nao xéac dinh nong do cua lignan trong huyét tuong thé.
4.4.2. Panh gia mjt s6 thong sé dwoc dong hoc cia cao chuin héa
diéu ché tir Digp ha chau diang ,

Mot s6 cong trinh da nghién ctru vé sinh kha dung ctaa cac hop chat lignan
trén cac loai chudt. Tuy nhién, nghién ctru vé sinh kha dung cua cac hop
chat nay trén dong vat thir nghiém khéc thi chua. Do vay, dé tai di thuc
hién trén tho, loai dong vat bac cao hon chudt, dé tir d6 c6 cai nhin tong
quan hon vé sinh kha dung caa céc hop chat lignan trong DHCD. Két qua
thue nghiém cho thay, cac thdng sé duoc dong hoc sau khi cho tho uéng,
cac lignan phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin nhanh chéng hap
thu va nong do dinh (Cmax) dat duoc lan lugt twong ung 14,62 + 1,88;
5,91 + 0,82 va 4,41 + 0,45 ng/mL & Tmax lan luot twong ung 0,24; 0,26
va 0,24 gio; Tuy nhién, cac lignan cling nhanh chong thai trur ra khoi co
thé, thoi gian béan thai (T1z) lan luot twong tng ¢ 1,78; 1,17; 1,41 gio. Tir
céc thong sé duoc dong hoc ciing cho thay cac hoat chét trong cao DHCP
thap thu kém, diéu nay hoan toan phi hop véi cac tai liéu di cong bd. Dé
tai chi dirng lai bude dau & viéc xac dinh cac thong sé duge dong hoc cua
PLT, HPL va NRT sau khi tho uéng cao khé DHCP da duoc chuan hoa
c6 thé dung lam nguyén liéu san xuat thanh pham dang vién. Viéc nghién
ctu sinh kha dung cac lignan nay dé nghi sé tiép tuc nghién ciru chuyén
sau hon véi myc dich cai thién sy hap thu bang dwong udng va gép phan
tham khao hd trg giap xac dinh liéu uéng cho cac ché pham vién dang
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lru hanh trén thi truong Viét Nam nham ting hiéu qua diéu tri cia cac
ché pham tir duoc liéu Diép ha chau ding Phyllanthus amarus Schum. et
Thonn.

KET LUAN
Sau thoi gian thuc hién, luan an da hoan thanh cac ndi dung nghién ctru
va dat duoc tat ca cAc muyc tidu dé ra ban dau. Cac két qua nghién ciru dat
duogc nhu sau:
1. Chiét xuit, phan Iap, tinh ché va xac dinh ciu tric, d§ tinh khiét
cuia cac chat phan lap dwec (Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.)
Tir 60 g cao dicloromethan duoc chiét xut tir 1 kg bot dugc liéu Diép ha
chau déng da phan lap duoc 5 hop chét lignan c6 do tinh khiét 16n hon
95% gom: 1730 mg phyllanthin, 400 mg hypophyllanthin, 190 mg
niranthin, 250 mg nirtetralin va 60 mg phyltetralin.
Xay dung bo dit liéu phd nghiém gdm phé UV, IR, MS, NMR cua 5 hop
chat lignan di phan lap duwoc gdébm: phyllanthin, hypophyllanthin,
niranthin, nirtetralin va phyltetralin.
2. Thiét 1ap chat déi chiéu hop chat chiét tir Diép ha chiu diang
(Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.)
Trong 5 hop chat duoc phan 1ap thi o 4 hop chat di khdi lugng va dat
do6 tinh khiét dé thiét lap chat ddi chiéu gém: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin. Do hop chét phyllanthin da
duoc thiét 1ap chat dbi chiéu [3] nén trong luan &n ndy chi thiét lap chat
dbi chiéu ddi véi hypophyllanthin va niranthin. Bi véi nirtetralin duoc
xac dinh do tinh khiét dé tng dung dinh luong céc lignan cua Diép ha
chau ding trong dé tai.
Thiét lap duoc 3 hop chat chiét tir dugc lidu Diép ha chau dang gom: 2
hop chit hypophyllanthin va niranthin dat yéu cau dung lam chét di
chiéu va tiéu chuan co s¢ dé danh gia chat luong; 1 hop chat nirtetralin
da xac dinh d6 tinh khiét sic ky c6 thé dang 1am chat ddi chiéu phong thi
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nghiém. Quy trinh thiét 1ap chat di chiéu tuan theo huéng dan caa WHO
va ASEAN.

3. Piéu ché va xay dyng tiéu chuin cao Di¢p ha chau ding

Xay dyng va thim dinh quy trinh dinh lugng ddng thoi 4 lignan:
phyllanthin, hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin bang phuong phép
HPLC véi cot C18, dau do PDA, ding dong. Quy trinh dinh lwong dat
y&u cau cac chi tiéu thim dinh vé tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh, d6 chinh
X4c va do dung theo huéng dan ICH.

Xac dinh diéu kién chiét cao thich hop cho quy mé phong thi nghiém voi
dung mdi ethanol 96% va quy md pilot vai dung méi ethanol 30% cho
ham luong céc chat lignan cao nhat so véi cac dung mdi chiét khac. Diéu
nay rat c6 y nghia thiét thuc, mang lai hiéu qua kinh té, an toan cho ngudi
va khong gay doc hai moi truong.

Xay dung duoc quy trinh diéu ché va tiéu chuin héa cao Diép ha chau
dang.

Xay dung tiéu chudn co so cho cao khd Diép ha chau ding dap ng chat
luong vé: chi tiéu, mic chat luong, phuong phap thir theo qui dinh cua
Dugc dién Viét Nam va Dugc dién My.

Ung dung phuong phap dinh luong dong thoi 4 lignan: phyllanthin,
hypophyllanthin, niranthin va nirtetralin bang phwong phap HPLC trén
cac mau duoc liéu va cao chiét Diép ha chau dang.

Ung dung xay dung dugc quy trinh didu ché va danh gia chat luong cao
Diép ha chau ding giau lignan dung 1am cao ddi chiéu dat yéu cau phuc
vu cho cong tac kiém nghiém.

4. Panh gia mat s6 thong soé dwee dong hoc cia cao chuin héa diéu
ché tir Diép ha chau ding

Xay dyng va thim dinh quy trinh dinh lugng dong thoi 3 lignan:
phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin trong huyét twong tho bang
phuong phap LC-MS/MS véi chat chuan noi diazepam, cot C18, dang
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dong, dau do khdi phd ESI (+) ché do do MRM, xtr Iy mau bang chiét
long - long dat yéu cau cac chi tiéu tham dinh vé tinh dic hiéu, gioi han
dinh luong dudi, tinh tuyén tinh, do chinh xac, do dung, hiéu suat chiét,
anh huong nén mau, lwong mau tén du va do on dinh theo hudng dan
US-FDA, EMA va DBVN V.
Budc dau nghién ciu mot sé thdng sé duoc dong hot Cimax, AUC, Tomax,
Tu2 khi cho tho ubng cao chuin hoa Diép ha chau ding (ham luwong
phyllanthin 1a 18,3 mg/g cao) véi liéu ung 2 mg phyllanthin/ kg can
nang va ghi nhan két qua céc thdng sé duoc dong hoc biéu thi tée do va
muc d6 hap thu cua cac chat phyllanthin, hypophyllanthin va niranthin
trong huyét tuong tho.

KIEN NGHI
Cac két qua dat duoc néu trén 1a co sé khoa hoc dé thuc hién cac hudéng
nghién curu tiép theo. Mot sé kién nghi nhu sau:
- Tiép tuc téi vu hoa diéu kién dé chiét xuit, phan l4ap, tinh ché cac hop
chat lignan: nirtetralin va phyltetralin va danh gia chét luong so sanh lién
phong thi nghiém dung 1am chét ddi chiéu.
- Pé nghi tién hanh xay dung “Chuyén luan cao khé Diép ha chau ding”
cho Duoc dién Viét Nam trong lan xuat ban téi.
- Theo chuyén luan Phyllanthus amarus trong USP 40, cao chuén
Phyllanthus amarus cing voi sic ky d6 ddi chiéu cua 16 cao chuan
Phyllanthus amarus chi duoc dung dé dinh tinh nén dé nghi tiép tuc
nghién ciru ddng nhat 16 va danh gia chat lugng so sénh lién phong thi
nghiém cao giau lignan diéu ché duoc dé cd thé dung lam cao ddi chiéu
tng dung cho dinh tinh cac hop chat lignan c6 trong duoc liéu va cao
Diép ha chau dang.
- Tiép tuc nghién ctru dé cai thién sinh kha dung cua ché pham tir Diép
ha chau ding.



