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Tém tit

Muc tiéu ctia nghién ctru 1a bd sung, nang cép tiéu, chuan co s cho vi thude trdn bi sao vang theo hurmg dan cua Tiéu
chuén Viét Nam, Duoc dién Viét Nam va Dugc dién Hong Kong. Cic chi tiéu lya chon trong tiéu chuin co s& gom c6, md ta,
dinh tinh bang phuo‘ng phap sac ky 16p mong, d§ am, tro toan phén, tro khéng tan trong acid va dinh lugng | bén chat
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin bang phl.rorng phap sac ky long hi¢u ning cao két n6i detector quang phd hap thy
phan tr (HPLC-DAD). Tién hanh phan tich cac chi tiéu trén sdu mau tran bi sao vang dugc ché blen theo hucmg dan cia
Thong tw 30/2017/TT-BYT ciia B9 Y té, tir 46 gop phén ning cép tiéu chudn chit lwong cho vi thude trén bi sao vang va ap
dung phén tich chat lwgng ba miu mua trén thi truong.

Tir khéa: Tiéu chudn co so, Tran bi sao vang, Dinh tinh va dinh luong.
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Summary
Research to Upgrade an In-House Standard for Pericarpium Citri reticulatae perenne praeparatum

This research aims to upgrade an in-house standard for Pericarpium Citri reticulatae perenne praeparatum according to the
guidelines of the Vietnam Standardls, Vietnamese Pharmacopoeia, and Hong Kong Chinese Materia Medica Standards. The criteria
include description, identification by thin layer chromatography, moisture, total ash, acid-insoluble ash, and quantification of four
substances (hesperidin, narirutin, nobiletin, and tangeretin) using High-performance liquid chromatography with diode-array
detection (HPLC-DAD). Six samples of Pericarpium Citri reticulatae perenne praeparatum processed according to the guidelines
of Circular 30/2017/TT-BYT of the Ministry of Health were analyzed and evaluated for the seven criteria. From the results obtained,
an in-house standard for Pericarpium Citri reticulatae perenne praeparatum is proposed and applied quality analysis and three
samples of Pericarpium Citri reticulatae perenne praeparatum purchased on the market.

Keywords: In-House standard, Pericarpium Citri reticulatae perenne, Qualitative and quantitative.

1. Dt vin dé

Dugc liéu trin bi (Pericarpium Citri
reticulatae perenne) duogc qui dinh 14 vo qua chin
da phoi hodc say kho va dé lau ndm cua cay Quyt
(Citrus. reticulata Blanco) Tran bi dugc sir dung
phd bién trong y hoc c6 truyén, véi cac cong
dung chinh nhu chira an khong tiéu, dau bung,
noén mua, ho tirc nguec, nhiéu dom va 1a thanh
phan co trong rat nhleu bai thuoc y hoc cd truyén
noi tiéng nhu: Sam té6 am, Hodc huong chinh khi
tan,...[1],[2]. Y hoc hién dai da chung minh tran
bi c6 mét sé tac dung nhu chong viém, chong
loét, lgi mat, tac dung ddi véi tim mach cu thé 1a
tang cuong strc co bop cua co tim va tang luong
mau do tim day ra, chong, ung thu [1] [3] Cac
hoat tinh nay chu yeu la do sy ¢6 mat cua cac hop
chét flavonoid ¢6 trong tran bi, dang ké dén la
hesperidin, narirutin, noblletm tangeretin,
methylhesperidin. Hespendm dugc ching minh
tac dung ha m& mau, bao vé tim mach, ha huyét
ap, diéu tri tleu duong, lién vét loét, chong stress
oxy hoa, chong tram cam nho co che chong OXy
hoa va trc ché tao thanh cac tlen chat gy viém
[41,[5]. Trén chudt céng tring gdy tic nghén
mach huyct khoi thyc nghiém, nobiletin,
tangeretin c6 tac dung ¢ ché hoat dong men
thrombogen nhlmg khong anh hudng dén thoi
glan dong mau. Noblletln con co tac dung uc che
toc o ling hong cau ngudi véi ty 1é e ché la
78,8% [1].

Theo y hoc ¢b truyen dugc li¢u thuorng duoc
st dung o dang sau ché bién. Poi véi duge lleu
tran bi, Thong tu 30/2017/TT-BYT cua Bo Y té
qui dmh hai vi thue 1a trén bi sao vang (TBSV
tran bi thai chi, sao cho tdi khi vang déu, mui
thom dic trung) va tran bi sao chay (tran bi thai
chi, sao lira to cho dén khi mat ngoai c6 mau den,
ben trong ¢6 mau nau den, lay ra, dé nguoi) [6].
Muc dich cua viéc ché bién duogc ligu tran bi la
dé dé bao quan dugce liéu, giam tinh han, glup
ting tac dung dan thuoc vao Ty vi va tao mui
thom vi thuoc [2], [6] Vé tiéu chuédn chat luong,
Duoc dlen cac nuéc nhu Viét Nam (DDVN),
Trung Quéc (DPTQ), Hong Kong (DDHK) déu
¢6 qui dinh chuyén ludn ddi véi duge lidu tran bi.
Trong khi DBDVN V va DDTQ 2020 qui dinh chi

tiéu dinh luogng hoat chit 1a ham lrong
hesperidin khong dugc duéi 3,5% [2],[7], DPHK
qui dinh chi tiéu dinh lugng sir dung mot phuong
phap HPLC-DAD dinh lugng dong thoi bon chat
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretln trong
do tong ham lugng hesperidin va narirutin khong
dudi 2,9%, tong ham luong nobiletin va
tangeretln khong dudi 0,071% [8]. Tuy nhién
chua ¢6 Duoc dién nao qui dinh chuyén ludn
riéng d6i voi cac vi thude tran bi (sau ché bién).
TCVN 11776-24:2017 (Phan 24) ¢6 qui dinh tiéu
chuén chét lugng cho tran bi ché, trong d6 bao
gom cac chi tiéu cam quan, dinh tmh (bang phan
rng hoéa hoc va bing sac ky 16p mong so sanh vai
duge  ligu d01 chiu hodc chit dbi chiéu
hesperidin), d¢ a 4m, tro toan phan, kim loai ndng,
tiéu chuan nay chua c6 chi tiéu vé dinh luong
hoat chat [9]. Nghién ciru nay dugc thyc hign
nham ning cdp tiéu chuan chét lugng cho vi
thube trin bi sao vang, dic biét la bod sung thém
chi tiéu dinh lucmg hoat chét, giup cho cong tac
klem tra déanh g1a cht lugng dugc ligu va vi
thude tran bi sao vang 0 Viét Nam chat ché hon.
2. Poi twgng va phuong phap nghién ciru
2.1. Nguyén liéu

Nguyén ligu Qui trinh sin xudt Kiém soat
Duge liéu Trdn Bl ———» Cin - Kiém tra chit hugng (Pat
(1.2kg) l tiéu chudn DDVN V)
Thai chi
j - Thdi chi rong khoing 3-
Smm
Sao
- Nho lira (8-10 phiit)
- Cam quan duge liéu (mau
vang nhe déu, mui thom dic
tnmg)

Vi thuéc trin bi sao
vang (1,0 kg)

l

Péng gol,
nhip kho

Hinh 1. Quy trinh ché bién vi thudc TBSV

- Kiém tra chét hrong

- Nhin, s6 lugng

Tii PE —_—

Miu duge ligu trdn bi duoc cung cip boi
Cong ty Indochina, Vigt Nam. Mau dugc kiém
nghiém dat tiéu chuan chat lugng theo chuyén
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ludn trdn bi trong DDVN V. Ba miu tran bi sao
vang (TBSV1-3) dugc mua trén thi trudng tai ba
ctra hang khéc nhau trén ph6 Lin Ong, Ha Noi.
Sau mau tran bi sao vang (TBSV5-10) dugc che
bién tai Trung tim Ung dung Khoa hoc cong
nghé dugc ligu, Vién Dugc liéu, theo phuong
phap dugc qui dinh trong Thong tw 30/2017/TT-
BYT cia B Y té huéng din phuong phap ché
bién cac vi thudc cb truyén [6]. Quy trinh ché
bién duoc trinh bay trong Hinh 1.

2.2. Hoa chat

Chit chuin ding trong nghlen clru gdm c6
hesperidin (CAS: 520-26-3, so Lot: CFS202301, d§
tinh khiét 98,0%), naru'utm (CAS: 14259-46-2, s0
Lot: CFS202301, d¢ tinh khiét 98,0%), noblletm
(CAS: 478-01-3, s6 Lot: CFS202202, do tinh khiét
98,0%), tangeretin (CAS: 481-53-8, sO Lot:
CFS202301, d6 tinh khiét 98 ,0%) duorc cung cap
boi hang Chemfaces (Trung Quoc) Cac dung moi,
hoa chat ding cho HPLC déu cta hiang Merck (dat
chuan HPLC); cac dung méi, hoa chat dung dé xur
Iy mau déu dat tiéu chuan hoa chét tinh khiét phan
tich (P.A.). Nudc cét hai 1dn da qua hé thong deion.

2.3. Thiét bi

Thiét bi chinh dung trong nghién ctru la hé
théng HPLC (Shnmadzu Nhat Béan) gdm bom
LC-20AD, bj tiém mau tu déng SIL- 20AHT,
detector DAD, phan mém Labsolution dé truy
xuét hinh anh va 6 liéu tir hé thong

2.4. Phwong phap ngh:en cru

2.4.1. Mo ta [2]:

Mo ta cam quan (hinh dang, kich thudc, mau
sdc, mui, vi) va cac diac diém bé ngoal khac tlen
hanh theo nhirng quy dinh chung vé kiém tra chat
lrgng dugc ligu cuia DDVN V.

2.4.2. Pinh tinh bang phuong phap sic ky 16p
mong [2]:

Ban mong: Silica gel 60 Fs»4

H¢ dung moi 1: ethyl acetat - methanol - nudc
(ty 1¢ 100:17:13 theo thé tich).

Hé dung moi 2: toluen - ethyl acetat - acid
formic - nude (ty 1620 : 10 : 1: 1 theo thé tich).

Dung dich thir: Lay 0,3 g bot dugc li¢u, thém
20 ml methanol, dun hdi lru 20 phut, dé ngudi,
loc. Bbc hoi 5 mL dich loc dén con khoang 1 mL
lam dung dich chdm sic ky.

Dung dlCh dugce liéu ddi chiéu: lay 0,3 g bot
dugc liéu trin bi, chiét nhu md ta & phan dung
dich thi.

Dung dich chat chuan: hoa tan hesperldm
trong methanol dé duge dung dich c¢6 nong dd 1
mg/mL.

Cach tién hanh: Cham riéng biét 1én ban mong
khoang 2 uL méi dung dich trén. Trién khai sic
ky véi hé dung méi 1 dén khi dung méi di duoc 3

cm, lay ban mong ra dé kho trong khong khi.
Tlep tuc trién khai véi h¢ dung moi 2 dén khi
dung méi di duge 8 cm, lay ban mong ra dé kho
trong khong khi. Phun dung dich nhom clorid
1 %. Quan sat dudi anh sang tir ngoai budc séng
366 nm.

2.4.3. D6 am [2]:

Thir theo Duoc dién Viét Nam V. Phu luc
12.13, Xac dinh ham lugng nudce bang phuong
phép cét véi dung moi.

2.4.4 Tro toan phan [2]:

Thir theo Duoc dlen Viét Nam V, Phu luc 9.8,
Xéc dinh tro toan phan - Phwong phap 1, sir dung
khoi lwgng mu thir 1a 2 gam.

2.4.5. Tro khong tan trong acid [2]:

Thir theo Duoc dién Viét Nam V, Phu luc 9.7,
Xac dinh tro khong tan trong acid - Phuong phép 1.

2.4.6. Dinh lugng hesperidin, narirutin,
nobiletin, tangeretin bang phuong phap sac ky
long hleu ning cao két ndi detector DAD (HPLC-
DAD) [8]:

NOi dung nay dugc thyc hién theo phuong
phap qui dinh trong chuyén luan dugc li¢u tran bi
trong Dugc dién Hong Kong. Tuy nhién trong
nghién ctru nay, doi tuong nghién ctru la cac mau
tran bi sao vang, vi vay nhom nghién ciru ép
dung diéu kién xir Iy mau va dleu kién phan tich
HPLC-DAD trong Dugc dién Hong Kong va co
thim dinh lai phuong phap ndy (theo huéng dan
cia ICH va AOAC) tai diéu kién phong thi
nghiém ding trong nghién ciru, nham dam bao
phuong phép phan tich 1a phu hop dé danh gia
ham lugng cac chat hegperlqln narirutin,
nobiletin, tangeretin trong mau tran bi sao vang
(Phuong phap ESM, External standard method).
Ngoai ra, phuong phap dinh lugng da thanh phan
théng qua mot chat chuan (Phuong phap QAMS,
Quantitative analysis of multi components by
single marker) cling dugc nghién ctru nham ap
dung dinh lugng 4 chét hesperldm narirutin,
nobiletin, tangeretm trong mau tran bi sao vang
Phuong phdp nay dugc danh gid d§ chinh xac
bang cach so sanh ket qua phan tich bang phuong
phap ESM.

Dung dich thir: can chinh xac khoang 0,2 g
bt mau thir chuyén vao binh cau dung tich 250
ml, thém 90 mL methanol, chiét hoi hru trong 1
gm loc dich ch:et vao binh dinh mirc 100 mL,
rira can 3 lan, mdi 1an 3 ml methanoi gom dlCh
raa vao binh dinh muc trén, bd sung dén vach
mirc bing methanol, tron déu, _loc qua mang loc
0,45 pm thu dugc dung dich mau thir.

Dung dich chuan don: can chinh xac khoang
10 mg timg chat chuin don hespendm (hodc
narirutin, nobiletin, tangeretin), hoa tan riéng biét
trong methanol va chuyén vao binh dinh mirc 10
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ml, bo sung dung mdi methanol dén vach mirc,
Iéc déu thu duorc cac dung dich chudn don c6
ndng d6 chinh xac - khoang 1000 pg/mL.

Dung dich chuan hdn hop: hut chinh xac 1 mL
tir bon dung dich chuén don nong dd chinh xac
khoang 1000 pg/mL, trén déu, thu duge dung
dich chuén hén hogp bdn chat c6 nong do chinh
xac khoang 250 pg/mL. Tir dung dich chuén hdn
hqp nay, tién hanh pha lodng bang methanol véi
cac ty 1¢ khac nhau dé thu dugc cac dung dich
chudn hon hop c6 nong do cac chét trong khoing
tir 4-250 pg/mL dung dé xay dung duong chuin
(d6i véi hesperidin, nobiletin, tangeretm) va
khoang tir 0,98 - 125 pg/mL (d6i voi naritutin).

biéu klen sic ky: Cot HPLC Cy5 (250 x 4,6
mm, 5 um) cua hing Ag11ent Derector DAD:
283 nm; thé tich tiém mau: 10 pL; téc do dong: 1

Tre
BR L svstremrion JELD)
Trs

Trong d6: Tgs, As va Cs la thoi gian luu, dién
tich pic va nong d¢ cua (hesperidin); ‘TRX, Ay va
Cy la thoi gian luu, dien tich pic va nong do cua
chét can xac dinh gia tri RRT va RCF.

Gia tri RCF duoc tham dinh biang cach tién
hanh phan tich cing mdt mau hén hop dung dich
4 chat chuin (hespendm narirutin, noblletm
tangeretin) & mot so dicu kn-‘;n khac nhau ve thé
tich tiém mau (1-20 pL), cac loai cot sic ky
HPLC C;3 cia 3 hang khac nhau (Agilent,
Phenomenex va Vertical) va phén tich trén 2 hé¢
théng HPLC khac nhau.

2.5. Phuong phap xur ly so liéu

Ham lu'(;mg (%) timg chat trong mau thir dugc
tinh theo cong thirc:

C,xVx100xP

X(%) = x 100 (CT 3)
m x 10°x (100 - B)

Trong do6: X(%) la_ham lugng cua hoat chat
tuong ng co6 trong mau thir; Cy la Nong do cua
hoat chit co trong dung dlch mau thir tinh tir
phuong trinh ducrng chuan (pg,/mL) V 1a thé tich
dung dich chiét mau (le m la khéi hrgng mau
thir (g); B 1a d6 a am cua mau thir (%); P 1a d6 tinh
khiét cta chat chudn (P=0,98).

mL/min; pha dong goém acetonitril (ACN) va
nudc, chuong trinh rira giai gradient nhu sau: 0-
20 (21% ACN), 20-30 phit (21-45%ACN), 30-
60 phut (45% ACN).

Phuong phap ESM dugc thim dinh theo
huéng dén cua ICH va tham chiéu theo cac qui
dinh trong AOAC, gdm cac chi tiéu: tinh thich
hop cta hé thong, d¢ dic hiéu, gidi han phat hién
va gioi han dinh luorng, duong chuan d6 lap lai
trong ngay va khac ngay, hiéu suat thu hoi [9, 10].

* Phuong phap QAMS: Hesperidin dugc chon
la chat chuan tham chiéu, tién hanh xéc dinh gia
tri thoi gian luu tuong d6i RRT (relative
retention time) va hq: s0 dicu chinh RCF (relative
correction factors) cuia ba chat con lai theo chuén
hesperidin dua trén cac cong thic sau [12],[14]:

A x G
Ay x G,

RCF = (CT2)

D6i véi phuong phap QAMS, C, cia cic chit
narirutin, nobiletin, tangeretin dugc tinh theo
cong thirc sau:

RCF,.x A, x C;
C 3

(CT4)
A

Trong do: A, va C, la dién tich pic va nong d¢
chit fuong rng (narlrutm nobiletin, tangeretm)
trong dung dich mau thir; 4, va C;la dién tich pic
va nong dé cua chat chuan tham chiéu
(hesperidin); RCF va h¢ s6 diéu chinh cua cac
chét phan tich (narirutin, nobiletin, tangeretin) so
Vi chuan tham chiéu hespendm

3. Két qué nghién ciru

3.1. Mo ta

Phén tich dac diém vé cam quan, the chat va
mui vi cia 06 mau TBSV cho thiy cic mau TBSV
6 cac dac diém nhu sau: vi thude dang soi ngn,
kich thudc rong 1-5 mm, dai 2-5 cm. Mt ngoai c6
mau vang nau dam, co nhleu chim mau sdm hon va
16m xuong, mat trong x0p, c6 mau vang nhat. Thé
chit nhe, glon, dé bé giy. Mui thom dic trung, vi
hoi dang va hoi cay. (Hinh 2). Cac dic diém nay
ciing twrong dong véi qui dinh vé cam quan trong
TCVN 11776-24:2017 [9].

Hinh 2. Anh chyp cdc méu trén bi sao vang
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3.2. Dinh tinh bang TLC

Pé dinh tinh cac miu TBSV, ching t6i tham
khao phuong phap duoc quy dinh trong chuyén
ludn trdn bi - DDVN V. Két qui duoc trinh bay
trong Hinh 3.

Hinh 3. Sic ky d TLC dinh tinh céc miu TBSV
(1-3: Mau TBSV mua trén thi truong; 4- dugc ligu tran bi;
5-10: 06 mau TBSV: C: chudn hesperidin)

Két qua thu dugc cho thay, sic ky do TLC tach
rd cac vet, ddc biét la_vet Lrng voi chat chuan
hesperidin tich tot trén nén mau dugc lidu trin bi va
TBSV. Chin miu TBSV (] -3 va 5-6) co cac vét
chinh tuong ung vé Re va mau sic phat huynh
quang vdi cac vet chinh trong mau dugc lidu trin bi
(4). Diéu nay chimg to phuong phép dinh tinh trong
chuyen luén dugc li¢u tran bi - DDVN V phu hop
dé ap dung dinh tinh déi véi cac mau TBSV.

3.3. Ket qua phan tich cdc chi tiéu dé am, tro
toan phan tro khong tan trong acid

Két qua phan tich cac chi tiéu do 4 am tro toan
phan tro khong tan trong acid cua 06 mau TBSV
ché bién tai co s (TBSV 5- 10) va 03 miu TBSV
mua trén thi truong (TBSV1-3) duoc trinh bay
trong Bang

Két qua thu dugce cho thay d6 Am cdc mau
TBSV déu dat theo qui dinh gidi han vé d¢ im,
tro toan phan va tro khéng tan trong acid cua
dugc ligu tran bi trong DDVN V [2]. Gidi han vé
do am trong TCVN 11776-24:2017 qu dinh 1a
khong qua 8, 0% [9], tuy nhién két qua phan tich
cho thiy ca 9 miu TBSV deu co do am trén 8,0%
va du6i 13%. Dya trén két qua thuc nghi¢m va
tham khao DDVN, de xuat giéi han vé cac chi
tiéu nay cua vi thuoc tran bi sao vang nhu sau: d
am khong quéa 13,0%, tro toan phan khong qua

!,iﬁif_ﬂlii
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5,0% va tro khong tan trong acid khong qua 1,0%.
Gi6i han tro toan phan phu hop véi gii han qui
dinh trong TCVN 11776-24:2017 [9].

Biing 1. Keét qua phén tich cdc chi tiéu d9 4m, tro toan phn,
tro khong tan trong acid cac mau TBSV

2 Tro khong
b Tro toan
STT | Miu | im phin (%) | tantrong
(%) (n=3) acld_( 7o)
! (n=3)
1 TBSVI | 12,25 | 323+0,04 | 0,28+0,02
2 TBSV2 | 12,05 | 3,82+0,10 0,36 + 0,05
3 TBSV3 | 11,90 | 3,12+0,02 032+0,17
4 TBSVS 9,65 4,67 = 0,09 0,08 + 0,03
5 T TBSV6 | 890 | 487+0,08 | 0,13<0,04
6 TBSV7 8,60 4,17+ 0,09 0,48 + 0,03
i TBSV8 | 10,25 | 3,58+ 0,04 0,27 £ 0,02
8 TBSV9 915 4,02 + 0,07 0,28 + 0,05
9 TBSVIO0 | 9,75 3,74 £ 0,04 0,31+0,07

3.4. Dinh lwong mét sé hoat chat (hesperidin,
narirutin, nobiletin, tangeretm) bang phuwong
phap sdc ky long hiéu nang cao két noi detector
DAD (HPLC-DAD)

3.4.1 Tham dinh phuong phap ESM:

a) bo diac hiéu

Tién hanh phan tich dung dich chuin don,
chuin hon hop, dung dich mau thu TBSV, dung
dich miu trang methanol véi céc diéu kién sac
va xur ly mau da trinh bay trong muc 2.4.6. Ket
qua thu duge nhr Hinh 4 va Bang 2 cho thay tin
hiéu pic cua 4 chat chuan dugc tach hoan toan
khoi nhau trén sic ky d6 dung dich chuin hdn
hop va dung dich mau thtr dugc liéu. DJ tinh
khiét pic cua ca 4 chat (hesperldm narirutin,
nobiletin, tangeretin) trong sic ky dd miu thir
deu lén hon 0 ,99 chung to pic tuong 1mg voi cdc
chat nay tach roi khoi céc chat khac ¢ trong nén
mau thir. Bén canh d6, h¢ so chong phd (Match
ratio) cla 4 chit chuan ctia miu thir so véi miu
chuén déu 16n hon 0 99, Chung to phuong phap
xdy dung dap tmg yéu cau vé do dic hiéu dé dinh
lugng dong thoi hesperldm narirutin, nobiletin,
tangeretin trong mau TBSV.

RN RUNEAE
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Hinh 4. Sac ky d6 dénh gia do dic hi¢u cta phuong phap
(1-mdu blank; 2-chudn tangeretin; 3-chudn nobiletin; 4- chudn  hesperidin; 5-chudn narirutin; 6-hén hop 4 chudn;
7-mau duge liéu tran bi; 8-mdu tran bi sao vang)
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Bing 2. Thing s6 pic cua cac chat dinh phan

Thongsd  narirutin | hesperidin | nobiletin ' tangeretin
Thoi gian v+ 10,259 | 13,356 38,806 44,823
(tRn th)
Rs 3,621 3,527 4,307 3,296
Tf 1,021 1,027 1,107 1,311
N 7150 7075 111617 64835
Hé s chong | 0,998 0,999 0,999 0,997
phé UV
D4 tinh khiét pic | 0,9939 0,9992 0,9993 0,9930
b) Buong chuén

Chuan bi mdt diy cic dung dich hon hop chira
hesperidin, nobiletin, tangeretin ¢ nong do tur
3,9 ug/ml dén 250 pg/mL, narirutin c6 nong do
tir 0,98 pg/mL dén 125 pg/mL. Tlen hanh phan
tich HPLC-DAD cic dung dich chudn nay, ghi
nhén gla tri dién tich pic va xdy dung duong
chuan cac chat hesperidin, narirutin, nobiletin,
tangeretm Cac ducmg chuan thu dugc (Hinh 5)
déu co gia tri R’16n hon 0,999, hé sd Pyatue (s chiin)
> 0,05 chu’ng to phuong trinh duong chuan xay
dung dugc khong mic sai so hé théng va cé do
tuyén tlnh cao, khoang nong do lua chon la phu
hop dé ap dung phan tich dinh lugng céc chét
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin.

narirutin . hesperidin
2000000 | ¥ =13982x+1150.1 2 |y = 19082510713 o
£ ' =0.9999 : $ 4000000 | w'=0.9999
£ 1000000 P K
= - <& 2000000 -
fg o em® 2 i o
0 50 100 150 0 -
Nng do (ug/mi) 0 . 100 200 300
Nang do (ug/ml)
2 nobiletin tangeretin
2 2000000 |¥ = 17143x-10306 . 1 y =22511x- 17420
5. R = 0.9999 £ 4000000 R?=0.9999
& 2000000 ‘ § 2000000 .
1000000 L g L ]
o e o -t
0 00 200 300 0 100 200 300
Nsﬂl 46 (ug/ml) NBng a6 (ug/ml) d
Hinh 5. Pudng chuan hesperidin, narirutin, nobiletin,
tangeretin

¢) Tinh thich hgp ciia hé thong

Tlen hanh sic ky 6 lan hdn hgp dung dich
chuan hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin
¢6 ndng do timg chat 1a 62,5 pg/mL ghi lai thoi
gian luu va dién tich pic tuong tmg. Két qua thu
dugc (Bang 3) cho thay céac gla trj do léch chuan
twong d6i cua dién tich pic va thoi gian luu cua
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin déu
nho hon 2%, cho thay cac diéu k1¢n sac ky da lya
chon la pht hgp va dam bao d6 6n dinh cua phep
phian tich dinh luong hesperldln narirutin,
nobiletin, tangeretin.

d) D¢ lap lai trong ngay va khac ngz‘ly

Phan tich ldp lai 6 lan cing mét mau thir thu
dugc két qua dénh gia d¢ ldp lai trong ngay cua
phucmg phap Phan tich lap lai 6 lan mau thir dé
vao mdt ngay khac dé thu két qua cua 12 lan
phan tich dung cho danh gia d¢ lap lai khac ngay.
Theo qui dinh cua AOAC, véi cac chat ¢c6 ham
lugng tir 0,1-1% thi RSD% danh gia do lap lai
trong ngay pha1 dat tir 2-3%, RSD% danh gla do
lap lai khac ngay phai dat tir 4-6%. Vi cac chét
¢6 ham lugng tir 1-10% thi RSD% danh gia do
lap lai trong ngay phai dat tr 1,5-2%, RSD%
danh gia d¢ lap lai khac ngay phai dat tir 3-4%.

Keét qua thu dugc (Bang 3) cho thay cac gia tri
RSD% img vGi cac chat narirutin, nobiletin,
tangeretin déu dat gidi han qui dinh trong AOAC.
Riéng hop chét hesperidin (ham lugng trung binh
dat 3,4%), gla tri RSD% doi voi danh gia do lap
lai trong ngay dat 2,08% (> 2%), tuy nhién gla tri
RSD% dbi voi danh gia do lap lai khac ngay dat
2,88% (< 3%) va dat theo qui dinh cua AOAC.

¢) Gigi han phat hién (LOD) va giéi han dinh
lugng (LOQ)

Phan tich mau thir d3 dwoc xac dinh nong d6
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretm sau do
pha lodng dan dén khi trén sic ki d6 cua dung
dich thwr, tai thdi gian luu cia hesperidin,
narirutin, nobiletin, tangeretin, xdc dinh dugc ty
I€S/N=3-4va S/N = 10. Tir do tim duge LOD
va LOQ. Mai mau lam I3p lai 3 1an va lay két qua
trung binh. Két qua thu dwgc nhu Bang 3.

Bing 3. Két qua thAm dinh phuong phap HPLC-DAD phén tich hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin trong TBSV

TT  Dénh gis

Keét qua

narirutin

hesperidin

nobiletin

tangeretin

1

Tinh thich hop cua
hé théng

RSD (tg) =0,17%
RSD (S) = 0,64%

RSD (tg) = 0,19%
RSD (S) = 0.91%

RSD (tg) =0,21%
RSD (S) =0,08%

RSD (tg) = 0,23%
RSD (S) = 0,30%

2

Do lap lai trong
ngay

HLTB = 0,06%
RSD (%) =1,83%

HLTB = 3,40%
RSD (%) = 2,08%

HLTB = 1,26%
RSD (%) = 1,21%

HLTB = 0,95%
RSD (%) = 2,04%

Do lap lai khac
ngay

HLTB = 0,06%
RSD (%) = 2,54%

HLTB = 3,40%
RSD (%) = 2,88%

HLTB = 1,28%
RSD (%) = 2,86%

HLTB = 0,97%
RSD (%) = 2,68%

3 LOD (mg/g) 0,10 0,04 0,02 0,04
4 LOQ (mg/g) 0,34 0,12 0,06 0,14
HLTB: Ham heong trung binh; typ: thoi gian luu; S: dién tich pic; RSD: do léch chudn twong doi
f) D¢ dung bot duge ligu va thém mot lugng chét déi chiéu o

Mau thém chuan: Can chinh xac khoang 0,2 g

dung dich chuan (hesperldm narirutin, nobiletin,
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tangeretin), qua trinh thém chuin dugc chuan bi
¢ 3 muc twong ng 10%, 50% va 100% so voi
ham lugng chat phan tich co6 trong mau thir tran
bi dung dé thim dinh phuong phap Sau do, tién
hanh xir Iy mau thém chuin va méu khong thém

chuan theo quy trinh da trinh nhu muc 2.4.6. Tlen
hanh phan tich HPLC méu thém chuén va mau
khong thém chuin. Do ding cia phuong phap
dugc danh gia thong qua hiéu sudt thu hoi, két
qua trinh bay trong Bang 4.

Biing 4. Két qua dénh gia hiéu suit thu hdi cia phuong phap

Thém chuan mirc 10% Thém chuan mirc 50% Thém chuan mirc 100%
Luong Luong Lugng
A Lu?ng thém 2 thém | Hidu suét Lugng thém  Hiéu suit

Chat ‘:Eﬁg:l chuén xéc Hlﬁ:lof'(l;t thu IE;‘:S:E (trt:ler;] chuin xac tlfu hoi éﬁifinn chuén xac tlfu hoi

(mg) |dinh dugc °) 2) dinh duge, (%) (mg) |dinhduoc/ (%)

& | (mg (mg) - (mg)

Narirutin 0,02 0,02 103,75 0,08 0,08 96,25 0,16 0,15 98,13
Hesperidin 0,69 0,66 95,98 3,45 3,39 98,26 6,90 6,95 100,65
Nobiletin 0,27 0,27 98,52 1,35 1,30 95,10 2,70 2,77 102,76

Tangeretin 0,20 0,21 103,27 1,01 0,97 96,11 2,01 1,96 97,26

Theo qui dinh cua AOAC, cac chat c6 ham
lurgng dat 0,1%, 1% va 10% thl higu suit thu hoi
phai dat lan luot tir 90-108%, 92-105% va 95-
102%. Két qua thu duoc trong Bang 4 cho thiy
cic gia tri hiéu suét thu hoi déu dat trong khoang
tir 95 -105%, chirng t6 phuong phap xay dung c6
d) dang cao, phu hop dung cho phén tich dinh

lugng hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin
trong TBSV.

3.4.2. Két qua xay dung phuong phap QAMS
dinh  luong hesperldm narirutin, nobiletin,
tangeretin trong tran bi sao vang:

a) Xéc dinh gia tri RCF theo thé tich tiém mau
khac nhau

Bing 5. Két qua xac dinh gia trj RCF & cac thé tich tiém miu khac nhau

hesperidin narirutin Nobiletin tangeretin
Thé tich Dién tich pic Dién tich pic RCF Dién tich pic RCF Dién tich pic RCF
4 476249 389974 1,34 401739 1,12 506290 0,86
6 472375 593879 1,34 601450 1,11 771436 0,85
8 995919 793277 1,35 810972 112 1060899 0,85
10 1246680 1289522 1,35 1014282 1,11 1332993 0,85
16 2089741 1758082 1,36 1632348 1,11 2161763 0,85
20 2593991 2216881 1,36 2048890 1,11 3007898 0,85
TB 1,35 1,11 0,85
RSD 0,74 0,24 0,33

b) Xac dinh gia tri RRT va RCF (so vdi hesperidin) trén cac thiét bi HPLC khac nhau va cot sic ky

khac nhau

Biing 6. Két qua xac dinh gia trj RRT va RCF (so v&i hesperidin) trén cac thiét bi HPLC khac nhau va cjt sic ky khéc nhau

H¢ thong - cft Hesperidin narirutin Nobiletin tangeretin
May Cot Th"(‘p%l'gt‘; luu RRT RCF RRT RCF RRT RCF
ey 12,29 0.76 i35 307 i1l 3770 0.85
: 12.34 0.76 i35 NG 1 368 0.85
) . 15.45 0.77 135 310 111 3.65 0.85
HeHPLC1| CiB 1538 0.76 '35 311 i1 371 0.85
Cntc 30.72 0.77 [33 301 111 3.49 0.85
0 30.67 0.77 135 302 i1 360 0.85
CotA 12.19 0.76 135 398 i1l 3.65 0.85
12.19 0.76 135 319 L1 3.64 0.85
. 14.77 0.78 135 371 i1 354 0.85
HEHPLC2| (o5p 14.77 0.78 135 301 11 3.59 0.85
Tk 10.87 0.78 135 3.04 11 3.68 0.85
: 19.86 0.78 1.35 3.01 iii 3.67 0.85
TH 0.77 135 312 L1l 363 0.85
RSD 1.02 0.13 2.93 0.02 1.83 0,04

Cot A (Cot Eclipse Plus Cg cuia hang Agilent, kich thudc 4,6 x 250 mm, 5 um); Cot B (Cot Phenomenex: Luna® 5 um Cg,
kich thwdc 4,6 x 250 mm, 5 um); Cét C (Cét VertiSep TM UPS Cs HPLC Column, kich thudc 4,6 x 250 mm, 5 um).
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Két qua xac dinh gia tri RRT va RCF cua timg
chat narirutin (RRT = 0,77 va RCF = 1,35),
nobiletin (RRT = 3,12; RCF =1 11), tangeretin
(RRT = 3,63; RCF 0,85) so voi chit chuin
hesperidin cho thay co do lﬁp lai tot (cac gia tri
RSD < 3%) khi sir dung cac thé tich tiém mau
khéac nhau, pha tinh khac nhau va hé thong sic ky
HPLC khic nhau. Diéu nay chung té phuong

phap nghién ctru 6n dinh, c¢6 do lap lai tot

3.4.3. Péanh gia ham lugng mot s6 hoat chét
(h&sperldm narirutin, nobiletin, tangeretin) trong
cac mau TBSV:

Ap dung phuong phap HPLC-DAD danh gia
ham lrong hesperldm narirutin, nobiletin,
tangeretin trong mot s miu trin bi. Két qua thu
dugc trinh bay trong Bang 7.

Bang 7. Ham lugng hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin trong mdt sé miu trén bi (n = 3)

énmiu | | ouoE S sl _ [ Téng ham lugng Ex?nggl?/n;
Tepmiu phdp | hesperidin | narirutin = nobiletin | tangeretin Praue (%l)l:;;r:;ﬁ Y8 nobiletin va
Mau TBSV mua trén thj truong fangeretin
TBSVI (;SSS 573 33—3; :;{1] ::g(l) S 6,06 272
TBSV2 QEE&’[S 5,36 gjg i;g ig; 0,673 5,67 2,73
TBSV3 (;3:1]\:\148 5,65 gj‘; g:g; H: dids 591 211
Mau TBSV ché bién tai don vi
TBSVS Cf:;flds 4,79 g:iz g:ﬁ igg 0612 5,10 1,66
TBSV6 QE:ES 5,88 gg; g::g ::’;’ 0,539 6,24 2,01
TBSV7 QE:]\“;S 5,40 gi; gﬁg :g; 0,585 23 18
TBSVS (ff:;s 491 g:gg g::g igi 0,570 5,22 1.80
TBSV9 QEfo 4,78 g;"f g:gg H: 060 5,08 155
TBSV10 Qﬁfgs 4,64 g’ig g’ig :gf 0,607 492 1,60

*Gid tri Py diege xdc dinh doi véi tung mau (dit liéu so sanh Ia ham leong cdc char xac dinh dwgc bang hai phwong
phdp ESM va QAMS) bang phwong phdp thong ké so sanh cdp (Paired T-test) str dung phin mém minitab 20.

Két qua phan tich ham lugng ba chat nobiletin,
tangeretln va narirutin trong 9 mau trin bi sao
vang bang hai phuong phap ESM va QAMS déu
co cac gia tri Py 10n hon 0,05, chung 1o két qua
thu dugc cua hai phuong phap nay khac nhau
khong co y nghla thong ké va phuong phép
QAMS kha thi, c6 thé ap dung thay thé phuong
phap ESM dé dinh luong dong thoi bon chat
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin tinh
theo mot chat chuan hesperidin trong tran bi sao
vang. QAMS la mét phwong phap phan tich da
thanh phin tinh theo mot chat chuan da dugc
nhiéu nghlen clru ap dung trén dbi trong duoc
liéu, v6i nhirng wu diém nhu cé thé phan tich
dong thoi nhiéu chat nhung chi sir dung don chét
chuan giip cho thoi gian va chi phi phan tich
giam [12],[14]. O Viét Nam ¢ it nghién ctru vé
dinh luong ddng thoi cic chat hesperidin,

narirutin, nobiletin, tangeretin trong tran bi, dic
bi¢t chua c6 nghién cru nao ap dung phuorng
phap QAMS dé dinh lugng dong thoi céc chat
nay tinh theo mét chat chuan. Két qua thu dugc
trong nghién ctru nay dong gép thém mét phuon
phip mdi trong linh vuc tiéu chudn hoéa chat
lwgng tran bi.

Ham lugng hesperidin trong sdu miu TBSV
ché bién tai don vi (TBSV5-10) dat tir 4,64-
5,88%, narirutin dat tir 0,26-0,35%, nobiletin dat
tir 0,38-0,48%, tangeretin dat tir 1,15-1,53%. Voi
két qua thu duge, mot s miu s& c6 nong do
nanrutm _nobiletin va tangeretin trong dung dich
sdc nam ngoai khoang nong d6 danh gia do
thu hoi (tuy nhién van nim trong khoang nong do
tuyén tinh). Pay la ton tai cua nghién clru nay va
ly do la béi sy han ché vé lugng chat chuan
trong nghién ctru tiép theo chung toi s& tiép tuc
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m¢ rong khoang ndng d9 dung dé danh gia hiéu
suat thu hoi nhim dam bao tinh ‘mg dung cua
phuong phap. DDVN V va DDTQ 2020 qui dinh
ham lugng hesperidin trong dugce ligu tran bi khong
duge dudi 3,5%. DPHK qui dinh tong ham lugng
hesperidin va narirutin khong dudi 2,9%, tong ham
lugng nobiletin va tangeretin khong dudi 0,071%.
Vai két qua thu duge cho thay cac miu TBSV ché
bién tai don vi va cic miu TBSV mua trén thi
truong déu dat so voi mirc qui dinh trong cdc
chuyén luén dugc dién nay. Tuy nhién, tong ham
lwgng hai chdt nobiletin va tangeretin dat trong
khoang 1,55-2,73% (cao hon rat nhiéu so véi mtc
qul dinh trong DPHK). Tir két qua trén, dé Xuét
gi6i han cho chi tiéu dinh hrgng hoat chit trong
TBSV nhu sau: téng ham lugng hesperidin va
narirutin khong dudi 2,9%, tong ham lugng
nobiletin va tangeretin khong dudi 0,5%. Thong
qua ket qua phan tich 06 mau tran bi sa0 vang, cac
yéu cau va gioi han vé cam quan, d6 4m, tro toan
phan, tro khong tan trong acid va dinh tinh béng
phuong phap sic ky 16p mong c6 su phu hgp vai
cac tai liéu tham khao nhu TCVN 11776-24:2017,
DDVN V va DBTQ 2020 [1, 7, 9]. DDTQ 2020
khong quy dinh tiéu chuin chat luqng dbi véi tran
bi sao vang, nhlmg ¢6 quy dinh cho tran bi thai lat,
va gioi han vé ham lugng hespendm ciing dugc
giam tir 3,5% (trong dugc liu) xuong 2,5% (trong
tran bi thai lat), dieu nay ching to viée xur ly va ché
bién duoc liéu trin bi c¢6 anh huéng rd rét dén ham
legng hoat chét, dic biét 1a h&sperldm [7]. TCVN
11776-24:2017 hién nay chua qui dinh chi tiéu dinh
lugng hoat chét cho vi thudc tran bi sao vang, vi

vay két qua thu duge cia nghién ciu nay cung
nhim cung cip thém co s& khoa hoc gop phan
nang cAp tidu chudn chét lugng tran bi sao vang
theo TCVN [9].

4. Két lugn

Pa phan tich duoc céc chi tiéu vé cam quan va
chat lugng cac mau tran bi sao vang bao gom mé
ta, dinh tinh, do 4m, tro toan phin, tro khong tan
trong acid, dinh lugng. Trong d6 c6 dinh tinh
hesperidin va dinh lugng bdn hoat chat
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretin trong
cac mau trdn bi sao vang. K§ thuat HPLC- DAD
dugc 4p dung dé dinh lugng ddng thoi bon chat
hesperidin, narirutin, nobiletin, tangeretm theo
hai phurong phép khac nhau ESM va QAMS. Két
qua phan tich cho thdy sy chénh léch vé ham
lugng ba chat narirutin, nobiletin va tangeretm
bing hai phurong phdp ESM va QAMS c6 d6 sai
khac khong dang ke Ham lugng hesperldln trong
shu mau TBSV ché bién tai don vi dat tir 4,64-
5,88%, narirutin dat tir 0,26-0,35%, nobiletin dat
tir 0,38 - 0,48%, tangeretin dat tur 1,15 - 1,53%.
Tir céc két qua thu duoc, dé xuat ch1 tiéu dinh
luong dbi voi cac miu tran bi sao vang la tong
ham lugng hesperidin va narirutin khong dudi
2,9%, tong ham lugng nobiletin va tangeretin
khong dudi 0,5%.

Loi cadm on: Nghién ciu dwpe hoan thanh voi s
hé tro kinh phi tir dé tai cap Vién Dugc liéu “Nghién
cieu xay dung tiéu chudn cho vi thuéc Y hoc ¢ truyén,
Hop dong sé6 03/2023/HD-NVBG-PTTC ngay
03/8/2023 ",
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