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Abstract: Scopoletin (SCOP) is a coumarin synthesized by diverse medicinal and edible plants, which plays

a vital role as a therapeutic and chemopreventive agent in the treatment of a variety of diseases. SCOP was one

of the major substances in Radix Eurycomae longifoliae, so which would be a potentially chemical marker for
control quality of this herbal material. This study have been developed an extraction and purification procedure
of SCOP for establishing its reference standard. In this procedure, the Radix Eurycoma longifolia powerder
was ultrasonically extracted with ethanol 50 % (v/v), and then ethanol was evaporated in vacuo to give water
suspension. The suspension was suscessively partitioned with dichloromethan, eluted on silica column and
crystallized by using the combination of dichlromethan and methanol at suitable ratios to obtain crystal.

Finally, the crystal was purified on CI18 column to get SCOP material. The SCOP material, was identified
by MS spectrometry, NMR, UV-VIS, IR spectroscopy and melting point at 205,6 °C, contained 98.59 % of
scopoletin (C,,H,0,), which was calculated form volatile impurities (0.0012 %), residue on ignition (0.013 %)

and of related substances (1.41 %). It was concluded that the established procedure was suitable for producing
SCOP material for standard references establishment.
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Tém tit: Scopoletin la mot coumatin dwoc téng hop tir nhiéu lodi thuc vét va cé nhiéu hoat tinh sinh hoc
quan trong. SCOP ciing la mét trong nhitng thanh phan chinh cua dwoc liéu Mdt nhan (Radix Eurycoma
longifolia), vi vy ddy la mot hop chat rdt tiém ndng cé thé siv dung lam chdt danh dau cia dwoc liéu nay.
Nghién citu nay da xdy dung dwgc quy trinh chiét xudt, phan lap va tinh ché SCOP tir dwoc liéu Mat nhdan
phuc vu thiét lap chat chuén. T rong do, bot duoc lieu Mat nhan dwoc chiét xuat siéu am véi ethanol 50 %,
sau d6 cé quay chdn khéng logi ethanol, phén tin véi nwde va chiét xudt véi dichloromethan. Phdan doan
dichloromethan dwoc bay hoi logi dung méi, sau d6 phan ldp trén ot pha thudn, két tinh véi hon hop cia cdc
dung méi dichloromethan va methanol o céc ty I thich hop dé tao cdc tinh thé giau SCOP. Tinh thé giau SCOP
sau dé duwoc tinh ché trén sdc ky cot pha dao C18 dé thu dwoc nguyén liéu SCOP thiét ldp chudn. Nguyén liéu
SCOP. dwgc dinh tinh bang pho phé MS, phé NMR, UV-VIS, phé IR va nhiét dp néng chay & 205,6 °C, chita
98,59 % scopoletin (C,,H,0 ) duoc tinh tir luong tap chat bay hoi (0,0012 %), tro toan phd‘rg (0, 013 %) va tap
chat lién quan (1,41 %) cua nguyén liéu da tinh che. Do do, nguyén liéu da dap ung yéu cau ve do tinh khiét

dé thiét lgp chudn.

Tir khoa: Eurycoma longifolia, scopoletin, Bach bénh, Mdat nhan

1. PAT VAN PE

Cay Mat nhan (Eurycoma longifolia Jack), thudc ho
Thanh that (Simaroubaceae), con dugc dan gian goi voi
mot s6 tén khac nhu Bach bénh hay B4 bénh. Mat nhan
v6i bo phan dung phd bién 14 ré phoi khé c6 cong dung
bd khi huyét, on ty than, dugc su dung dé diéu tri cac
chung khi huyét ludng hu, co thé yéu mét, thiéu mau, an
udng kém, kho tiéu, cac bénh ta, ly, cac truong hop sinh
duc yéu, duong suy, tao tiét. Bén canh do, mot s6 chung
bénh nhu cam mao, phat sbt, st rét, giai doc ruou, téy
giun ciing duoc nhan dan sir dung duoc liéu nay dé didu
tri [1]. Pa ¢6 khoang 100 hop chét dugc phan lap tir ré
cay Mat nhan, trong d6 c6 nhiéu hop chat c¢6 kha ning
khang khuén, khang nidm, chéng ky sinh tring, khang
viém, chdng oxy hoa, chéng ung thu...trén mé hinh
in vitro [2-5].

Cung v6i eurycomalacton, 9-methoxycanthin-6-on,
14,15p-dihydroxyklaineanon, scopoletin (SCOP) da duoc
xac dinh la hop chét chinh trong duoc li¢u Mat nhan do co
nhiéu hoat tinh sinh hoc quan trong [6]. Hop chat SCOP
cling da duogc tim théy & nhiéu loai duoc liéu khac nhau,
vai tro ctia hop chat nay da duoc nghién ctru rat nhiéu,
dién hinh nhu céac tic dung chong ung thu, chéng viém,
ha dudng huyét, bao vé tim mach, bao vé gan... [7, 8].
Hién nay SCOP ciing d4 dugc phan lap, tinh ché va thiét
lap chuan dé thuong mai nhung ¢ Viét Nam chua c6 don
Vi ndo san xut.

DPé bd sung thém nguén chét chuén tai Viét Nam phuc
vu kiém tra duoc liéu Mat nhan, duoc liéu chita SCOP va
cac san phém lién quan, nghién ctru dugc thuc hién nhim
xdy dung quy trinh chiét xudt, phan lap va tinh ché hop
chit SCOP véi ham lugng dat duge khong thap hon 95 %
dé 1am nguyén liéu phuc vu thiét 1ap chuan.

2. THUC NGHIEM
2.1. Poi twong nghién ciru

Ré cay Mat nhan (Eurycoma longifolia Jack.) duge thu
hai tai xa Pak R’Ming, huyén Dik Glong, tinh Dik Nong
vao thang 5/2022. Mau ré cay dugc phoi khd, nghién
thanh bot, duoc xéc dinh c6 do am 1a 8,15 %.

2.2. Thiét bi, dung cu va héa chét

Thiét bi: Céc thiét bj dap tmg yéu cau ISO/IEC 17025,
gdém: May lic siéu 4am ELMASONIC S100; cin phan tich
Mettler Toledo (chinh xéc dén 0,01 mg), may HPLC/DAD
Shimadzu, méy HPLC/DAD Waters Acquity ARC, may
¢6 quay chan khong Bucchi, Lo nung Prolabo, may TGA/
DSC Mettler Toledo, may LC/MS Xevo TQD Waters,
may do nhiét dd néng chay Buchi M565 (Buchi), (Vién
Kiém nghiém thudc Trung wong); may cong hudng tir hat
nhan NMR — BRUKER - 600 MHz (Vién Hoa hoc - Vién
Han 1am khoa hoc va cong nghé Viét Nam).

Dung cu: Binh dinh mirc, pipet, cot sic ky, dng dong,
binh cau c6 quay...

Héa chit, dung moi: Ban mong Silica gel G F254
(Merck, Bric), dichloromethan (Merck, Puc), methanol
(Merck, Duc), acetonitril (Merck, Duc), n-hexan
(Scharlau, Tay Ban Nha), aceton (Scharlau, Tay Ban Nha)
va hat pha thuén silica gel 60 (40-63 um — Merck, Puc).
2.3. Phwong phap nghién ciru
2.3.1. Phuong phdp chiét xudt, phan Igp va tinh ché

Bot duoc lidu duge chiét xut vai hdn hop dung moi
methanol hodc ethanol va nudc ¢ cac ty 1¢ khac nhau.
Duoc phan lap trén cot sic ky pha thuan hodc pha dao.
Sau d6 phan doan giau hop chét nghién ctru duge tinh
ché bang phuong phap két tinh bang dung moéi thich hop
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hoic/va phuong phéap sic ky dé dugc hop chét tinh khiét.
Kiém tra sy xuit hién cia SCOP & céac giai doan va do
tinh khiét ciia hop chat tinh ché bang phuong phap néu
& Muc 2.3.2.

2.3.2. Phuwong phdp khing dinh céu triic hop chit
nghién ciru

Hop chét thu duoc sau khi tinh ché duoc so bo kiém tra
do tinh khiét trén may HPLC Shimdazu LC-20A detector
DAD dat ¢ budc song 348 nm, st dung cdt Phenomenex
C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm). Chét phén tich dugc hoa trong
methanol voi ham lugng khoang 0,2 mg/ml. Tiém 5 ul
vao hé thong sic ky, rira giai bang pha dong 1a hdn hop
acetonitril trong nudc vai ty 1¢ acetonitril tang tir 10 % dén
50 % trong 30 phut.

Hop chét nghién ciru dam bao d6 tinh khiét du kién
bang cac phuong phap trén s& duoc xac dinh bo dir liéu
nhan dang béng phuong phép quang phé héng ngoai, phé
UV-VIS, phd cong huong tir hat nhan (NMR) va phd khdi
(ESI-MS).

2.3.3. Phuwong phdp dinh gida mgt so chi tiéu chit
lwong phuc vu xdy dung tiéu chuan nguyén liéu

* Phuong phap dinh tinh

- Ph6 UV-VIS: Trén sic ky dd cua miu ddi chiéu &
phan x4c dinh tap chat lién quan, phd UV-VIS cia pic
chinh phai cho céc cuc dai hép thu tai budc song 343 nm.

- Phé h@)ng ngoai: Thir theo Duogc dién Viét Nam V,
Phu luc 4.2 [1].

- Nhiét d6 nong chay: Mau thir duoc gia nhiét tir
194 °C véi toe d6 1,0 °C/phut. Xac dinh diém nong chay
theo Phu luc 6.7, Dugc dién Viét Nam V [1].

* Phwong phdp xdic dinh tap chit bay hoi: ding
phuong phdp nhiét trong luc (TGA)

Tién hanh can 5 — 10 mg méu thir cho vao cbe do. it
chuong trinh gia nhiét véi tbe do 10 °C/phat ¢én nhiét do
115 °C, duy tri & nhiét d6 115 °C trong 120 phut. Tinh khéi
luong giam di so v6i khdi luong ban dau. Tién hanh trén 3
mau thir, két qua ham luong tap chat bay hoi trong 3 mau
thur xac dinh gia tri trung binh.

* Phuong phéap x4c dinh tro toan phan

Can chinh x4c khoang 0,5 g mau thir, x4c dinh tap vo
co bang phuong phap tro toan phan (DDVN V, Phu luc
9.8, phuong phap 2) [1]. Tién hanh trén 2 miu thir, x4c
dinh gia tri trung binh.

* Phuong phép x4c dinh tap chat lién quan va do tinh
khiét sic ky
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- Piéu kién sdc ky: Mau nghién ctru dugc phan tich
trén hé sic ky long Waters Acquity ARC véi cot C18
(250 x 4,6 mm, 5 um), nhiét d6 cot 40 °C; rira giai béng
acetonitril 30 % trong acid H,PO, 0,1 % ¢ tdc do d(‘)ng
1,0 ml/phat. Mau phan tich dugc tiém vao hé voi thé
tich 10 pl va phan tich béi DAD dat ¢ budc song 210
nm. Thoi gian phan tich mau gip 5 1an thoi gian luu cua
pic chinh.

- Chudn bi mdu: Pha mau thir trong methanol dé thu
duoc dung dich c6 ndng do scopoletin chinh xac khoang
0,25 mg/ml. Mau déi chiéu 13 mau duoc pha lodng 100 lan
tir mau thir trong methanol.

- Ddnh gid két qua: Sic ky do ciia dung dich ddi chiéu
cho s6 dia Iy thuyét khong it hon 5000, hé s6 kéo dudi pic
scopoletin khong qua 2,0 va do lap lai dién tich ciia 6 1an
tiém 1ap lai lién tiép khong qua 2,0 %. Tong dién tich pic
céc tap don khong dugc qua 2 1an dién tich pic scopoletin
cta dung dich ddi chiéu (2,0 %).

D6 tinh khiét sic ky (TKSK) duoc xac dinh bang (100
- tong tap) (%, kI/kl). Ham lugng scopoletin trong nguyén
liéu, tinh theo ché phém dang nguyén trang, dugc xac dinh
boi cong thure sau:

HL 0p) = TKSK x [100 — (tap bay hoi + cin sau

nung)]/100
3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Xy dung quy trinh chiét xuét, phan lip va tinh
ché scopoletin tir duoc liéu mit nhan

Chuong trinh chiét xudt duoc lya chon bang cach liy
chinh xac khoang 2 g bot dugc liéu vao cac binh nén nut
mai, thém chinh x4c 50,0 ml cac hén hop dung méi khac
nhau ctia methanol (MeOH)/ethanol (EtOH) véi nude. Tién
hanh chiét siéu 4m véi cac diéu kién thoi gian khac nhau.
Két qua cho thay hé dung méi EtOH 50 % va thoi gian chiét
siéu 4m 60 phut cho ra s lugng hop chit va ty 16 hop chat
v6i ham luong cao nhét trong cac mau thir nghiém, danh
gia thong qua s luong tin hiéu pic va dién tich twong dbi
gitra cc pic xuat hién trén sic ky dd cic mau sau khi chiét.

O quy mo phong thi nghiém, lga chon mé nghién
ctru ¢ 5 kg bot dwoc liéu. Tién hanh chiét siéu am 3
lan, m&i lan chiét 60 phut véi 50 lit ethanol 50 %. Gop
dich chiét, c6 quay loai EtOH (dén khi con khoang 1/5
luong dung moi ban du). Phan tan hdn dich thu duoc
trong nudc va chiét 10ng/1ong véi 1an luot voi cac dung
mdi dichloromethan (03 1an) va ethyl acetat (03 lan).
Kiém tra bang HPLC, SCOP nim & phan chiét bang
dichloromethan. Gop dich chiét dichloromethan, c6
quay loai dung méi thu dwoc cin ELD.
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Can ELD duoc trién khai trén cot séc ky pha thuén,
v6i hat nhdi 1a silica gel, sau do lan luot duge ria giai
bang cac hé dung méi dichloromethan — methanol véi
cac ty 1¢ khac nhau, xac dinh dugc SCOP s€ rira giai boi
hé dung méi & ty 18 (20 : 1) — (10 : 1). Do d6, tién hanh
loai tap béng hé dung moi dichloromethan — methanol
(30 : 1), sau d6 rira giai & ty 1& (10 : 1), & mdi giai doan
thé tich dung moi rira giai gap 5 1an thé tich cot, dé thu
dugc phan doan chira hop chit nghién ctru.

Thir d6 tan cua SCOP trong mot s6 dung moi thong
dung, nhan thdy rang hop chét nay it tan trong nudc,

methanol va dichloromethan hon so véi trong aceton.

SCOP két tinh du6i dang hinh kim trong methanol va
nudce. Do d6, chon phan tan mau trong dichloromethan,
loai bo phén tan trong dichloromethan. Cé quay chan
khong phan con lai dé loai dung méi. Phan tan cén trong
50 ml aceton, lap lai 03 lan va g0p dich trong. Tiép tuc
thém khoang 30 ml nudc vao ph?m aceton thu duoc,
khudy déu. Bay hoi aceton trong cach thuy & 60 °C dé
tao két tinh giau SCOP. Cudi ciing, tinh ché bang sac ky
ot pha dao, c6 quay chan khong loai dung méi dé thu
dugc mau SCOP tinh khiét (Hinh 1).
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Hinh 1. Séc ky do (phan tich ¢ budc séng 348 nm)
va phé UV-VIS ciia hop chit SCOP néong dé 0,2 mg/ml trong methanol

Ap dung cic budc da tién hanh trén, tién hanh chiét
xuat, phan 1ap va tinh ché SCOP lap lai 03 lan véi lugng
b6t dugc liéu Mat nhan dau vao khoang 5 kg. Khdi luong
nguyén liéu hop chit SCOP thu dugc 1an luot 13 825 mg,
788 mg va 855 mg. Theo nghién ctru trudc do, ham luong
SCOP trong dugc liéu 1a 0,0352 %, tinh theo dugc li¢u
khan [9], c6 thé uéc lugng hiéu suét ctia qué trinh phan
lap tinh ché 1a khoang 50 % (hiéu suat thu dugc tir 3 lan
chiét 1an luot 50,8 %, 47,5 % va 52,0 %) va tong lugng
nguyén liéu SCOP thu dugcla~2.4 g.

Nhu véy, quy trinh chiét xuat, phan 1ap va tinh ché hop
chat SCOP tir duoc liéu M4t nhan g6m cac budc nhu sau:

Budc 1: Chiét xudt SCOP tir dugc liéu Mat nhan

Liy khoang 5 kg bot duoc liéu Mat nhan chiét 50 lit

ethanol 50 %, siéu &m 60 phut, tién hanh 3 lan. Gop dich
chiét, c6 quay loai EtOH dén khi con khoang 1/5 lugng
dung m6i ban dau. Thém nudc dén khoang 30 lit dé phéan
tan, chiét Iong/long 3 1an voi dong lugng dichloromethan
(ty 18 1 : 1). Gop dich chiét pha dicloromethan, c¢6 quay
chan khong loai dung méi thu dugc cin ELD.

Budc 2: Phan 1ap va tinh ché hop chit SCOP

Cin ELD duoc trién khai trén cot sic ky long pha
thuan, v6i hat nhdi 1 silica gel, rira giai loai tap béng hén
hop dung méi dichloromethan —methanol ty 1€ (30 : 1), sau d6
thu phan doan chira SCOP bang céch rira giai vi hdn hop
hai dung moi trén ¢ ty 1¢ (10 : 1). C6 quay chan khong loai
dung mai, sau d6 phan tan trong hdn hop dichloromethan
— methanol ty 1& (20 : 1), loai bo phan dich trong. Lip lai
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qua trinh trén thém 2 lan, phin cin sau d6 duoc bay hoi
loai dung mai.

Tiép tuc thém aceton vao phan cin, phan tan déu, dé
ling va thu phan dich trong. Lap lai qua trinh trén thém
2 lan, gdp cac phan dich trong. Thém nudc véi thé tich
khoang 1/5 thé tich dich thu duoc, khudy déu. Bay hoi
dung méi trong cach thity & 60 °C d& tao cac tinh thé hinh
kim. Tinh ché tinh thé hinh kim trén séc ky cot pha dao

HO

H,CO

hat C18, rira giai bang hdn hop aceton trong nudc & ndng
do 15 %. C6 quay chan khong loai dung méi thu dugc
nguyén licu SCOP.

3.2. Khang dinh ciu triic hop chit nghién ciru

Hop chéyt thu duoc du kién 13 SCOP thu duoc dudi
dang tinh thé hinh kim, mau vang nau. SCOP c¢6 cau triic
nhu ¢ Hinh 2 [11].

Hinh 2. Cdu triic phén tir hop chat scopoletin

Phé khéi cia hop chat SCOP cho tin hi¢u ciia ion
gia phan tu tai m/z 215,01 [M+Na]*, phu hgp véi khoi
luong phén tir cia hop chit scopoletin (C\HOy M =
192 g/mol).

Phé 'H-NMR (MeOH, 600 MHz) O pom 3:93 GH, s,
H-OCH,); 6,22 (1H, d,J=9,6 Hz, H-3); 6,79 (1H, s, H-8);
7,13 (1H, s, H-5) va 7,88 (1H, d, J= 9,6 Hz, H-4).

Phé BC-NMR (MeOH, 150 MHz) Opomt 5608
(C-OCH,); 104,0 (C-8); 1099 (C-5); 112,4 (C-10); 112,4
(C-3); 146,1 (C-4); 147,3 (C-6); 151,6 (C-9); 153,4 (C-7)
va 164,1 (C-2).

So sanh dir liéu phé NMR cua hop chat tinh ché
dugc v6i tai liéu tham khao [10] ¢6 thé khing dinh san

pham tinh ché dugc chinh 1a scopoletin ¢6 cau triic nhur
Hinh 2.
3.3. Xay dung tiéu chuin nguyén liéu SCOP phuc vu
thiét 1ap chuan

San phém tinh ché sau khi duoc khéng dinh céu trbc,
tiép tuc dwoc danh gia cac chi tiéu dinh tinh bang phd
hdng ngoai, phd UV-VIS va diém nong chay; tap chat bay
hoi; lugng cin sau nung va tap chét lién quan...

3.3.1. Dinh tinh

Ph6 UV-VIS thu duoc tir sic ky d6 cua dung dich dbi
chiéu phan thir Tap chét lién quan va phd IR cta hop chat
SCOP duoc thé hién ¢ Hinh 3 va Hinh 4.

T T T T
220,00 240.00 260.00 280.00

T
300.00

T T T T
320.00 340.00 350.00 330.00

Hinh 3. Phé UV-VIS ciia hop chat SCOP thu dirgce tir scc ky d6 mau doi chiéu phan thie Tap chat lién quan
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Hinh 4. Phé IR ciia hop chat SCOP do bang ché dé truyén qua

Diém néng chay ciia nguyén ligu SCOP 1a 205,6 °C,
phtt hop vai tai lidu cta nghién ctru trude do da cong bd
(tir 204 °C dén 206 °C) [8]. Trong Dugc dién Viét Nam
V, nhiét do0 nong chay cua cac nguyén li¢u dugc dao
dong trong khoang tir 2 — 4 °C [1], két hop tai liéu tham
khao trén [8] dua ra muc gidi han nhiét d§ nong chdy cua
nguyén liéu scopoletin da tinh ché 1a 203 °C dén 207 °C.
3.3.2. Tap chit bay hoi

Tién hanh trén 3 méu thir, két qua ham luong tap
chét bay hoi trung binh trong 3 mau thir 1a 0,0012 %
(0,0011 %; 0,0012 % va 0,0012 %). Ttr d6 dua ra gidi han
cho phép cuia tap chat bay hoi v6i nguyén lidu SCOP 1a
khong 16n hon 0,2 %.

3.3.3. Phwong phdp xdc dinh tro toan phin

Tién hanh trén 2 mau tht, khéi luong mau thir chinh
xac khoang 0,5 g. Két qua ham luong tap chét vo co mau
thir 12 0,013 % (tinh tir ham lugng trung binh hai mau thir
1a 0,012 % va 0,014 %). Tur d6 dua ra gidi han cho phép

cta tap chit vo co voi nguyén liéu SCOP 1a khong 16n
hon 0,1 %.

3.3.4. Xdy dung va tham dinh phwong phdp xdc dinh
tap chit lién quan
3.3.4.1. Xdy dung phuwong phap

Hop chat SCOP duoc tinh ché ¢ cot pha dao, hat nhdi
C18, pha dong 1a aceton 15 % trong nudc, do d6 mot sb
chuong trinh sic ky 16ng pha dao duoc khao sat xay dung
quy trinh x4c dinh tap chét lién quan ctia hop chat SCOP.
Sau khi khao sat mot sd diéu kién séc ky, lua chon diéu
kién sic ky & muc 2.3.3 cho cac pic tap da tach khoi pic
chinh. Vi diéu kién pha dong nay, phan tich mau & budc
song 210 nm cho tong tap nhiéu hon khi phan tich ¢ 227
nm, do d6 budc séng chon dé phan tich 12 210 nm.

Ngoai ra, vi thoi gian luu cia pic chinh 1a khoang 6,5
phiit va c6 tap chét xudt hién & thoi diém 29,5 phut, do d6
thoi gian chay mau s& dugc cai dit gip 5 lan thoi gian luu
cta pic chinh (Hinh 5).
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Hinh 5. Sac ky do khao sdt phwong phdp phén tich tap chat lién quan ciia hop chit SCOP
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3.3.4.2. Tham dinh d¢ ddc hiéu ciia phiong phdp
Chuan bj mu tring (dung mdi pha mau — methanol),
mau thir theo quy trinh phén tich. Cac miu dugc phan
hily & diéu kién khic nghiét, gdm cdc miu riéng biét voi
luong chinh xé4c khoang 12,5 mg nguyén licu SCOP trong
cac binh dinh mirc 50 ml khac nhau, thém vao cac binh

luong riéng biét gdm 1 ml HCI 5N, 1 ml NaOH 5N va
1 ml H,0, ddm dac, sau do dat trong cach thuy ¢ 80 °C
trong 60 phut, dé ngudi va thém methanol vira du thé tich.
Mau phéan huy béng nhiét d6 duge chuan bi véi luong
nguyén liéu SCOP twong ty nhung duogc dit vao ti sy &
105 °C trong 5 gio.

T oo ;
] g
] H
UU«OD—: 0.040+ i
_ 0030+ 5 04ty
2 2
5 3
i g
% 0.0204 € 0.020-
k| 1 2
< <
0.0104 0010+
] 5
3
b
s
1 g
000 e T - e 0.000-— =
0.00 5. ‘N 10.00 15!00 2000 15!00 30.00 3500 0. 5. {)G Iﬂlllﬂ 15‘(‘] EB‘OD zs‘m m‘m 3500
Retention time (Minutes) Retention time (Mnutes)
< .
. x 2 . ,
A. Dung dich mau trang B. Dung dich thi
3
ol Wl
0.040+ L 0.040+
| [
—~ 0.080q ~ 0.030+
2 g
H g
é 0.0204 é 0.0207
] 2
< <
0.010q a0 N © 0.010+ -
9 e 3 g « P 2
gl 85 88 3 & g B8R g
sl g3 we o & L - g
0000 o o 0.000] ot
0. 5. Em 10.00 15‘(]] 20‘!]1 Zf-‘m m‘m 35.00 0. 5. {)ﬂ |[I!BG 15‘0‘] ZD‘OB 5‘:10 30‘00 35.00
Retention time (Mnutes) Retention time (Mnutes)
x A 1o 13 X an hiv ha
C. Mau phén huy bang HCI 5N D. Mau phan huy bang base
3
:
: :
i i
0.040+ 1 0.0404 L
; ;
= 0030+ = 0.030
5 5
S <
g H
g 0.020- % 0.020
< £
o
oore] 81w ooro] g
o &N B @ = on N © © 8 & £ [ @
Grol|@=ag 3 85 ¢ % g g & |lz8se 2 3z B 3 5 8
Gl lgies ¢ ¢ 2 o 5 & ¥ (|22 & 32 2 O 5o
0.000-— e o A N Ao T = < A & S A
0.000-t EEEE L EL T E o
0. 5. Em |HIOG 15‘(‘! QBIDD ZS‘W ?ﬂ'm 35.00 T T T T T T
[ 5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00

Retention time (Minutes)

E. Mau phan hiy bang H,0,

Retention time (Mnutes)

F. Méu phan hily bang nhiét o

Hinh 6. Két qua déanh gid dé dic hiéu ciia phwong phdp (pic ky hiéu EL2 la tin hiéu ciia hop chdt SCOP)

Két qua tham dinh cho thiy miu tring khong cho
pic chinh & khoang thoi gian sau 4 phut, cic mau bi
phan huy & cac diéu kién khic nghiét déu cho kha
nhiéu tap chit va tap gan nhat da tach khoi pic chinh
(d6 phan giai t6i thiéu la 2,25 > 1,5), cac pic chinh
trén cac diéu kién phan huy déu dat yéu cau vé do tinh
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khiét. Nhu vay phuong phap da xay dung dat yéu cau
vé do dac hiéu.
3.3.4.3. D¢ thich hop hé thong

Pha loang 100 l1an mau thir (1 miu thir dwoc chudn bi
6 phan thir d6 dzc hiéu, Muc 3.3.4.2), tiém 1ap lai 06 1in
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lién tiép vao hé thong sic ky, ghi lai sic ky d6. RSD thoi
gian luu 1a 0,09 % (<1,0 %), cia dién tich pic la 1,21 %
(< 2,0 %), hé sb kéo dudi tir 0,93 — 0,96 (< 2,0) va s6 dia
Iy thuyét tir 8048 — 8762 (>5000). Nhu vy chuong trinh
sdc ky da xay dung dat yéu cau vé do thich hop hé thong.
3.3.4.4. Gioi han phat hién va gioi han dinh lwong

Pha loang dan dung dich thr, tiém vao hé thong sic ky.
Tai ndng d6 ~ 0,063 pg/ml, pic SCOP trén sic ky do co ty
) signal/noise (S/N) = 3,14. Tiém lap lai 06 lan, do lap lai
cta dién tich pic laRSD =73 % va S/N tu 3,08 — 3,22 dat
cac yéu ciu dit ra. Nhu vdy gidi han phat hién ciia phuong
phap 1a 0,063 pg/ml, ttr d6 suy ra gidi han dinh lugng cua
phuong phép 1a 0,21 pg/ml.

3.3.4.5. Bé tuyén tinh va khoang lam viéc ciia phwong
phap

Chuén bi va phén tich theo quy trinh diy dung dich
SCOP trong methanol ¢6 ndng do tir LOQ dén ndng do
10 % so véi ndng d6 mau thir. Tién hanh sic ky cic dung
dich trén theo quy trinh, ghi lai séc ky db va dién tich pic
cac mau. Xac dinh phuong trinh hoi quy tuyén tinh, hé s6
tuong quan tuyén tinh giita ndng do chat chuén c6 trong
mau va dap tmg pic thu dugc trén sic ky d6 bang phuong
phép binh phuong t6i thiéu.

Két qua danh gia do tuyén tinh ciia phuong phap xac
dinh tap chét lién quan cta hop chit SCOP dugc thé hién
6 Bang 1 va Hinh 7.

Bing 1. D thu hoi ciia hop chit SCOP 6 cdc mirc nong dg thir nghiém

Dung dich thir C1 C2 C3 C4 C5
Nong do gbe (ug/ml) 0,205 0,510 1,26 2,53 25,28
Dién tich pic (mAu.S) 11414 25983 61270 116896 1172757

Nbng d6 thu hdi (pug/ml) 0,208 0,523 1,28 2,49 25,28
Do thu hdi (%) 101,68 102,55 101,97 98,26 100,01
Tham chiéu (%) [11] 95-105 95-105 97-103 97-103 98-102

31400000 46315.74922x+ 1761.08188

1 y= : X g

2 1200000 R>=0.99999

£ 1000000

@ 800000

_g 600000

< 400000

< 200000

5

0 5 10 15 20 25
Néng do (ng/ml)

Hinh 7. Twong quan tuyén tinh giita nong @ hop chat SCOP va dién tich pic sdc ky ciia cdc dung dich

Tai cac mirc ndng d6 tir 0,205 pug/ml (gia tri LOQ, ~
0,01 % ndng d6 dung dich thir) dén ndng d9 25,28 pg/ml
(~ 10 % ndng d6 dung dich thir) cho gi tri do tuyén tinh
t6t véi (R ~ 1,000) va d6 thu hdi ndm trong gidi han tham
chiéu ciia AOAC [11].

Nhu vay phuong phap da xay dung dap Gng cac yéu
cau vé do tuyén tinh dé x4c dinh luong tap chét lién quan
ctia hop chat SCOP. Khoang xac dinh ctia phuong phap 1a
tir 0,01 % dén 10 % ndng d6 mau thir, phit hop dé xac dinh

ham lugng tap chét lién quan ctia mau SCOP (véi yéu cau
luong tap chat khong qua 2,0 %).
3.3.4.6. Do lap lai va do chinh xac trung gian

Tién hanh chuén bi va phén tich miu theo quy trinh,
thyuc hién boi 2 kiém nghiém vién (KNV) va 2 ngay khac
nhau: Miu tring (dung méi pha mau methanol), 06 dung
dich thir SCOP ¢6 ndng do chinh xac khoang 0,25 mg/ml
trong methanol va 06 dung dich di chiéu dugc pha lodng
ttr dung dich thtr twrong ung.
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Hinh 8. Sdc ky a6 mau Thir 1 do kiém nghiém vién 1 thuc hién

Tinh ham lugng timg tap va tong tap thu dugc dyua
vao % dién tich pic so véi dién tich pic cua cac dung
dich d6i chiéu (pha lodng tir dung dich thir twong
mg). Pong thoi xac dinh gia tri do tinh khiét sic ky

(TKSK). banh gia d¢ lap lai cua phuong phap duoc
thuc hién boi kiém nghiém vién 2 va cua ca 2 kiém
nghiém vién trong 2 ngay khac nhau. Két qua thé hién
6 Bang 2.

Bing 2. Bé Ip lai va dg chinh xdc trung gia ciia quy trinh xdc dinh tap chdt lién quan
cua hop chat SCOP thyc hién boi 2 kiém nghiém vién

Thir
1 2 3 4 5 6 Trung binh |RSD (%)
HL (%)
TKSK 98,58 98,60 98,56 98,62 98,59 98,61 98,59 0,02
KNV1
Ztap 1,42 1,40 1,44 1,38 1,41 1,39 1,41 1,54
TKSK 98,56 98,62 98,62 98,60 98,62 98,62 98,61 0,02
KNV2
Ztap 1,44 1,38 1,38 1,40 1,38 1,38 1,39 1,74
TKSK: TB (n =12): 98,60 % T(R)ng tap: TB (n = 12): 1,40 %
RSD (%) (n =12): 0,02 % RSD (%) (n =12): 1,64 %

Déi voi két qua thyuc hién boi 2 kiém nghiém vién, do
léch chudn twong d6i RSD (%) ham lwong TKSK ctia mdi
KNV (n=6) 12 0,02 % (< 2,0 %), ciia ca 2 KNV (n = 12)
130,02 % (< 2,0 %), dap g yéu cau vé do lap lai; do 1éch
chuan tuong d6i RSD (%) tong ham lugng TCLQ cua mdi
KNV (n=6)1a 1,54 % va 1,74 % (< 5,0 %); ctia ca 2 KNV
(n=12)1a 1,64 % (< 5,0 %).

Nhu vdy quy trinh phan tich tap chit dat yéu cau vé do
dic hiéu, do thich hop ciia hé thong sic ky, do tuyén tinh,
gi61 han phat hién, gidi han dinh lugng va do lap lai, phu
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hop dé xac dinh giGi han tap chat trong nguyén liéu SCOP.

3.3.5. Ham luwgng scopoletin trong nguyén liéu da
tinh ché

Tir két qua vé do tinh khiét sic ky (do su khac nhau
vé két qua phan tich giita hai KNV khac nhau khong c6
¥ nghia théng ké nén lay tir gia tri d¢ lap lai cua phuong
phép thyc hién boi KNV1), tap chét bay hoi va tro toan
phin ciia nguyén liéu da tinh ché, ham luong scopoletin
(C,,HgO,) dugc tinh nhu sau:
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X (%) =98,60 % *[100 - (0,0012 + 0,013)]/100 = 98,59 %.
3.3.,6. Tiéu clzud’n nguyén liéu scopoletin siv dung dé
thiét ldp chudn

a) Tinh chit: Bot két tinh mau vang nau.

b) Dinh tinh:

e) Tap chit lién quan: Tong tap khong 16n hon 2,0 %.
f) Do tinh khiét sic ky: Khong nho hon 98,0 %.
4. KET LUAN

Nghién ctru ndy da xay dung duogc quy trinh phan
1ap va tinh ché hgp chat scopoletin voi hi€u suat khoang

50 %, phu hop véi quy mo dé san xudt nguyén liéu
scopoletin phuc vu thiét 1ap chuén & phong thi nghiém.
Nguyén li€u sau tinh ché da dugc xéc dinh céc chi tiéu
dinh tinh bang phé UV-VIS, pho IR, nhiét do nong chay,
dong thoi da duge xac dinh cac chi tiéu vé tap chat bay
hoi, tro toan phan va do tinh khiét sic ky. Luong nguyén
liéu SCOP sau tinh ché 1a khoang 2,4 g véi ham luong
SCOP dat 98,59 % tinh theo ché pham ¢ dang nguyén
trang va dap tmg dugc yéu cau vé nguyén liéu dé thiét 1ap
chuan theo muc tiéu da dt ra (> 95 %).

- Phé hap thu tir ngoai — kha kién (UV-VIS): Trong
khodng budc song tir 200 — 400 nm, c6 dinh hap thu cuc
dai ¢ 343 nm.

- Phé hong ngoqi (IR) Phé hong ngogii cua vme:lu thur
phai tuong Ging v6i phd hong ngoai ciia mau chuan.

- Nhiét d6 nong chay: 203 °C — 207 °C.

¢) Mit khoi lwong do lam kho: Khong qua 0,2 %.

d) Ciin sau nung: Khong qua 0,1 %.
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