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RESUMEN

Se desarrollé6 un método de cromatografia liquida de alto rendimiento cuantitativa y de separacién
utilizando una columna RP-18 eluida isocriticamente con metanol y agua (73:27, v/v) para analizar los
compuestos activos isoméricos indigotina e indirubina presentes en el extracto de cloroformo del indigo
natural. Se utilizaron soluciones estandarizadas de indigotina e indirubina para evaluar la linealidad, la
precisién (replicabilidad), la exactitud y la especificidad del método. Los resultados mostraron una
linealidad (r2 > 0,999) de entre 1,8 y 16,2 pg/ml para la indigotina y entre 1,6 y 14,4 ug/ml para la
indirubina. También se obtuvo un alto grado de especificidad, robustez, replicabilidad (desviacién
estdndar relativa inferior al 5% para estdndares y extractos) y exactitud (% de recuperaciones superior
al 95%).

PALABRAS CLAVE: Baphicacanthus cusia. HPLC. Indigo natural. Indigotina. Indirubina.

ABSTRACT

A high-performance liquid chromatographic separation and quantitative method using a RP-18 column
eluted isocratically with methanol and water (73:27, v/v) was developed to analyze the isomeric active
compounds, indigotin and indirubin, present in the chloroform extract of indigo naturalis. Standardized
solutions of indigotin and indirubin were used to evaluate linearity, precision (repeatability), accuracy
and specificity of the method were evaluated. The results exhibited a linearity (1’ > 0.999) of between
1.8 - 16.2 ug/ml and 1.6 - 14.4 pg/ml for indigotin and indirubin, respectively. A high degree of
specificity and robustness, as well as repeatability (relative standard deviation less than 5% for both
standards and the extracts) and accuracy (% recoveries greater than 95%) were also achieved.

KEY WORDS: Baphicacanthus cusia. HPLC. Indigo naturalis. Indigotin. Indirubin.
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INTRODUCCION

El indigo natural es un polvo de color azul
oscuro que se extrae de las hojas y los tallos
de las plantas Baphicacanthus cusia (Ness)
Bremek (familia de las acanticeas), Polygo-
num tinctorium Ait (familia de las poligond-
ceas), Isatis tinctoria Fort (familia de las cru-
ciferas) o Indigofera tinctoria L. (familia de
las leguminosas) mediante procesos de fabri-
cacion. Se utiliza en la medicina tradicional
china para el tratamiento de infecciones vira-
les respiratorias y otras enfermedades infla-
matorias'. El polvo contiene un alto nivel de
colorante azul, la indigotina (indigo)*?, pero
la actividad antiviral®, antiinflamatoria® y an-
tileucémica®® se atribuye al isémero de color
rojo, la indirubina (isoindigotina o indigo
carmin, figura 1). La calidad del indigo natu-
ral varia a menudo segin los distintos recur-
sos, lugares de cultivo y procesos de fabrica-
cién. Se han empleado varios métodos para el
andlisis cuantitativo del indigo natural, entre
los que se incluyen la densitometria-cromato-
grafia de capa fina (TLC)'", la cromatografia
de capa fina de alto rendimiento (HPTLC)
seguida de andlisis densitométrico!!, la espec-
trofotometria'?> y la cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC)"-'*. Aunque se ha
desarrollado el método HPLC para el andlisis
cuantitativo del indigo natural, ain no se ha
realizado una validacién del procedimiento
analitico. Como parte de nuestro interés por
el control cualitativo de la materia prima del
indigo natural, hemos buscado un método fécil
y robusto para el andlisis cuantitativo. En este
estudio se utilizé indigo natural extraido de la
planta B. cusia. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar y validar un método analitico para
la cuantificacién de la indigotina y la indiru-
bina mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC).

INTRODUCTION

Indigo naturalis is a dark blue powder pre-
pared from the leaves and stems of Baphica-
canthus cusia (Ness) Bremek. (Fam. Acantha-
ceae), Polygonum tinctorium Ait (Fam.
Polygonaceae). Isatis tinctoria Fort. (Fam.
Cruciferae) or Indigofera tinctoria L. (Fam.
Leguminosae) through manufacturing proces-
ses. It is used in traditional Chinese medicine
to treat respiratory viral infection and other
inflammatory diseases'. The powder contains
a high level of the blue dye, indigotin (indi-
g0)??, but the antiviral*, anti-inflammatory® and
antileukemic®® activities are attributed to the
red color isomer, indirubin (isoindigotin or
indigo red (Figure 1). The quality of indigo
naturalis often varies due to the different re-
sources, cultivation places and manufacturing
processes. Several analytical methods for quan-
titative analysis of indigo naturalis, including
TLC-densitometry'®, HPTLC followed by den-
sitometric analysis'', spectrophotometry'? and
high-performance liquid chromatography
(HPLC)!*!* have been reported. Although the
HPLC method for quantitative analysis of in-
digo naturalis has been developed, validation
of the analytical procedure is not yet establis-
hed. As part of our interest in the quality control
of indigo naturalis raw materials, we have
searched for an easy and robust method for
quantitative analysis. In this study, indigo
naturalis prepared from B. cusia was used.
The aim of this work was to develop and validate
an analytical method for the quantification of
indigotin and indirubin through HPLC.

FIGURA 1. Estructuras quimicas de la indigotina y la indirubina.
FIGURE 1. Chemical structures of indigotin and indirubin.

indigotin
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MATERIALES Y METODOS
1. Material de la planta

El indigo natural se adquiri6 de la compa-
fifa de materiales médicos de Yunnan, Repu-
blica Popular China.

2. Productos quimicos y reactivos

La indigotina y la indirubina se recibieron
de institutos de pruebas biologicas y farma-
céuticas de China. De Labscan Asia (Tailan-
dia) se adquirié metanol (grado HPLC), clo-
roformo, y acetato de etilo y metanol (grado
analitico). El acido acético se obtuvo de J.T.
Baker (EE.UU.). El agua se purificé en un
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.).

3. Solucion estandar

Se prepararon soluciones madre indepen-
dientes en cloroformo de los estindares de
referencia, indigotina e indirubina. Posterior-
mente, se preparé una solucién de trabajo en
cloroformo de los estdndares combinados. Esta
soluciéon se diluyé para obtener una serie de
concentraciones de indigotina e indirubina
comprendida entre 1,8 y 16,2 ug/ml y 1,6 y
14,4 ng/ml, respectivamente, que se utiliz6 para
construir las curvas de calibracién de cada
uno de los analitos determinados.

4. Extraccion de muestras
4.1 Disolvente adecuado para la extraccién

Se realizé un estudio preliminar para obte-
ner un disolvente adecuado para la extraccién
de muestras. Se extrajeron 20 mg de indigo
natural con 20 ml de diferentes disolventes,
incluidos el metanol, el acetato de etilo y el
cloroformo, en condiciones de reflujo durante
4 horas. Los extractos se filtraron con un fil-
tro PVDF de 0,5 um antes de realizar la in-
yeccion. Los experimentos se realizaron por
triplicado.

MATERIAL AND METHODS
1. Plant material

Indigo naturalis was purchased from the
Material Medic Company of Yunnan, P.R.China.

2. Chemicals and reagents

Indigotin and Indirubin were received from
Chinese Pharmaceutical and Biological Tes-
ted Institutes. Methanol (HPLC grade), chlo-
roform, methanol and ethyl acetate (analytical
grade) were purchased from Labscan Asia
(Thailand). Acetic acid was from J.T. Baker
(USA). Water was purified in a Milli-Q sys-
tem (Millipore, Bedford, MA, USA).

3. Standard solution

Separate stock solutions of the reference
standards, indigotin and indirubin were made
in chloroform. Working solution of the com-
bined standards was subsequently prepared in
chloroform and diluted to provide a series of
indigotin and indirubin concentrations ranging
from 1.8 - 162 pg/ml and 1.6 - 144 pg/ml,
respectively, for use in constructing calibra-
tion curves for each of the target analytes.

4. Sample extraction
4.1 Suitable solvent for extraction

A preliminary study was performed in or-
der to obtain a suitable solvent for sample
extraction. Indigo naturalis (20 mg) was ex-
tracted with different solvents (20 ml), inclu-
ding methanol, ethyl acetate, chloroform un-
der reflux condition for 4 hours. The extracts
were filtered through a 0.5 um PVDF filter
before injecting. The experiments were in tripli-
cate.

4.2 Extraction procedure
Indigo naturalis (20 mg) was extracted with

chloroform (20 ml) under reflux condition
(65°C) for 4 hours. The extract was then fil-
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4.2 Procedimiento de extraccion

Se extrajeron 20 mg de indigo natural con
20 ml de cloroformo en condiciones de reflu-
jo (65 °C) durante 4 horas. A continuacidn, el
extracto se filtr6 y se ajusté a 25 ml con clo-
roformo en un matraz volumétrico. A fin de
evitar una posible degradacion quimica, las
muestras se mantuvieron a una temperatura
de 4 °C y protegidas de la luz y se analizaron
inmediatamente después de la extraccién.

5. Condiciones de HPLC

Para realizar el analisis de HPLC se utiliza-
ron bombas Waters 600 equipadas con un
procesador de muestras automdtico y un de-
tector de matriz de fotodiodos Waters 966. El
andlisis de los datos se realizé con el software
Millenium 2.0 (Waters, EE.UU.). La separa-
cién se consiguié isocriticamente a 25 °C en
una columna TSK-gel ODS-80Ts de 150 mm
x 4,6 mm i.d. La fase mdvil, compuesta de
metanol-agua (73:27, v/v), se bombed a una
velocidad de flujo de 1 ml/min. El volumen
de inyeccion fue de 5 ul. La longitud de onda
de cuantificacién se establecié en 290 nm.

6. Método de validacion
6.1 Curva de calibracion

Las curvas de calibracién se construyeron
en tres dias consecutivos mediante el anélisis
de una mezcla que contenia cada uno de los
compuestos estdndar con cuatro concentraciones
y el trazado del area pico en relaciéon a la
concentracion de cada estindar de referencia.
La linealidad de la respuesta del detector para
los estandares se evalué mediante regresion
lineal. Las curvas mostraron un coeficiente de
correlacion (r?) = 0,999.

6.2 Exactitud

Para evaluar la exactitud del ensayo, se afiadi6
una cantidad de los compuestos estandar an-
tes de la extraccion. Se determiné la cantidad
de cada analito por triplicado y se calcularon a
continuacion las recuperaciones porcentuales.
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tered and adjusted to 25 ml with chloroform
in a volumetric flask. In order to avoid pos-
sible chemical degradation, the samples were
kept at 4°C, protected from light, and analy-
zed immediately after extraction.

5. HPLC Conditions

HPLC analysis was carried out using Waters
600 pumps equipped with a Waters 966 pho-
todiode-array detector (PDA) and autosampler.
Data analysis was performed using Millenium
2.0 software (Waters, USA). Separation was
achieved isocratically at 25°C on a 150 mm x
4.6 mm i.d. TSK-gel ODS-80Ts column. The
mobile phase consisted of methanol-water
(73:27, v/v) and was pumped at a flow rate of
1 ml/min. The injection volume was 5 pl. The
quantitation wavelength was set at 290 nm.

6. Method validation
6.1 Calibration curve

Calibration curves were constructed on three
consecutive days by analysis of a mixture
containing each of the standard compounds
at four concentrations and plotting peak area
against the concentration of each reference
standard. The linearity of the detector respon-
se for the standards was assessed by means of
linear regression. The curves showed coeffi-
cient of correlation (r*) = 0.999.

6.2 Accuracy

Spiking an amount of the standard com-
pounds before extraction assessed the accura-
cy of the assay. The amount of each analytes
was determined in triplicate and percentage
recoveries were then calculated.

6.3 Repeatability

The repeatability was determined for both
standards and the sample. Each solution was
injected six times. The mean amount and the
relative standard deviation (%R.S.D.) were
calculated for both standards and sample.
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6.3 Replicabilidad

Se determiné la replicabilidad tanto de los
estdndares como de la muestra. Cada solu-
cién se inyectd seis veces. Se calcul6 la des-
viacion estandar relativa (% DER) y la canti-
dad media de los estdndares y de la muestra.

6.4 Especificidad

La identificacion de los picos se llevd a
cabo utilizando los estdndares y el detector de
matriz de diodos. Se midié el espectro de
radiacién UV en varios puntos de los picos
para comprobar la homogeneidad de los pi-
cos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Disolvente adecuado para la extraccion

Se examinaron el metanol, el acetato de
etilo y el cloroformo como disolventes ade-
cuados para la extraccién de indigo natural.
Los resultados mostraron que el cloroformo
permitia la extraccién de las mayores cantida-
des de indigotina e indirubina del indigo na-
tural (Tabla 1). Aunque se consiguié una
extraccion total de indirubina con acetato de
etilo, este disolvente s6lo permiti6 la extrac-
cién de una pequeila cantidad de indigotina.
El metanol s6lo permiti6 la extraccion de
pequefias cantidades de indigotina e indirubi-
na debido a la elevada polaridad de este di-
solvente. La temperatura de extraccién tam-
bién constituye un factor importante que afecta
a la extraccién de la indigotina y la indirubi-
na. La extraccién ultrasénica condujo a una
extracciéon incompleta (datos no mostrados).
Por lo tanto, el reflujo con cloroformo se uti-
lizé en la prictica para la extraccidon de indi-
go natural en otros estudios.

6.4 Specificity

The identification of the peaks was carried
out using the standards and diode-array de-
tector. The UV spectra were taken at various
points of the peaks to check the homogeneity
of the peaks.

RESULTS AND DISCUSSION

Suitable solvent for extraction

Methanol, ethyl acetate and chloroform were
examined as suitable solvents for indigo natu-
ralis extraction. The results showed that chlo-
roform was capable of extracting the highest
amount of indigotin and indirubin from indi-
go naturalis (Table 1). Although indirubin was
completely extracted by ethyl acetate, indigo-
tin was only slightly extracted. Both indigotin
and indirubin were slightly extracted by me-
thanol due to the high polarity of the solvent.
An extraction temperature is also an impor-
tant factor affecting indigotin and indirubin
extraction. Ultrasonic extraction led to an in-
complete extraction (data not show). Thus,
refluxing with chloroform was practically used
for indigo naturalis extraction in further stu-
dies.

Ars Pharm 2005; 46 (4): 429-438.



434 QIAN B, PANICHAYUPAKARANT P, SIRIKATITHAM A,ZHANG RP,GUO YD, WU YQ.

Tabla 1 Efecto de los disolventes en la extraccién de indigotina e indirubina del indigo natural.
Table 1 Effect of the solvents on extraction of indigotin and indilubin from indigo naturalis.

Disolventes Contenido (% p/p)
Solvents Content (% w/w)
Indigotina Indirubina
Indigotin Indirubin
Metanol 1,21 + 0,052 0,13 = 0,003
Methanol
Acetato de etilo 1,48 + 0,030 0,18 + 0,002
Ethyl acetate
Cloroformo 2,70 = 0,026 0,17 = 0,006
Chloroform

Datos expresados como la media + la variacién estdndar de tres mediciones.
Data were expressed as mean + standard variation of three measurements.

Optimizacion de la separacion cromatogrdfica

Se examinaron las condiciones dptimas para
el andlisis de la indigotina y la indirubina
presentes en el extracto de indigo natural
mediante un sistema isocrdtico de cromato-
grafia liquida de alto rendimiento (HPLC) de
fase inversa. Se examinaron las mezclas de
metanol y agua como fase mévil y se optimi-
z6 su composicion. La proporcién metanol-
agua necesaria para obtener una buena reso-
lucién de indigotina e indirubina fue de 73:27
v/v (Figura 2). También se examinaron dife-
rentes longitudes de onda y temperaturas de
columna para mejorar la resolucién, la sensi-
bilidad y la especificidad del sistema HPLC.
La separaciéon de referencia del indigo y la
indirubina se consiguié al cabo de 10 minu-
tos a una temperatura de 25 °C. Se observd
que el componente principal del indigo natu-
ral procedente de la planta B. cusia era la
indigotina, cuyo contenido ascendia al 2,65%
p/p- A pesar de ser un componente secunda-
rio (0,15% p/p), la indirubina constituye el
componente activo biolégico y debe repre-
sentar un marcador importante para el control
de calidad del indigo natural.
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Optimization of chromatographic separation

We examined the optimal conditions for
the analysis of indigotin and indirubin in in-
digo naturalis extract using isocratic reverse
phase HPLC system. Mixtures of methanol and
water were examined as the mobile phase and
its composition was optimized. The ratio of
methanol to water required to obtain a good
resolution of indigotin and indirubin was 73:27
v/v (Figure 2). In addition, different wave-
lengths and column temperatures were exami-
ned to improve the resolution, sensitivity and
specificity of the HPLC system. Baseline se-
paration of indigo and indirubin was achieved
within 10 minutes at 25°C. It was found that
the major constituent of indigo naturalis pro-
duced from B. cusia is indigotin, which was
up to 2.65% w/w. Although indirubin is a minor
constituent (0.15%w/w), it is the biological
active constituent and should be an important
marker for the quality control of indigo natu-
ralis.
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FIGURA 2. Anilisis HPLC de indigotina e indirubina en el extracto de indigo natural; (1) indirubina
(TR = 6,1 min) e (2) indigotina (TR = 9,0 min). Los cromatogramas se registraron a 290 nm. El andlisis
HPLC se realizé tal como se describe en Materiales y métodos.

FIGURE 2. HPLC analysis of in indigo naturalis extract; (1) indirubin (RT = 6.1 min) and (2) indigotin
(RT = 9.0 min). Chromatograms were recorded at 290 nm. HPLC analysis was performed as described in
Material and Methods.
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TABLA 2. Contenido de indigotina e indirubina en el indigo natural analizado mediante HPLC.
TABLE 2. Indigotin and indirubin content in indigo naturalis analyzed by HPLC.

Componentes Contenido (% p/p)
Constituents Content (% w/w)
Indigotina 2,65 = 0,083
Indigotin
Indirubina 0,15 = 0,002
Indirubin

Datos expresados como la media + la variacién estdndar de tres mediciones.
Data are expressed as mean + standard variation of three measurements.

Las ventajas de este método son la deter-
minacién cuantitativa simultdnea de la indi-
gotina y la indirubina y la relativa rapidez del
procedimiento. Las condiciones de cromato-
grafia de capa fina de alto rendimiento (HP-
TLC) descritas por Oberthiir et al. no permi-
tieron separar la indigotina de la indirubina.
El método de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) anteriormente expuesto
s6lo permitié determinar el contenido de indi-
gotina®. Ademds, el método HPLC descrito
por Maugard et al. es relativamente lento, ya
que requiere un tiempo de ejecucién total de
unos 40 minutos. El contenido de indigotina
analizado mediante nuestro método también
concuerda con el informe anterior. El conte-
nido de indigotina e indirubina analizado
mediante espectrofotometria'® y densitometria-
cromatografia de capa fina (TLC)' es inferior

The simultaneous quantitative determina-
tion of indigotin and indirubin and relatively
fast method are the advantage of this method.
The HPTLC conditions described by Oberthiir
et al. could not separate indigotin from indi-
rubin. The previously reported HPLC method
determined only the content of indigotin'®. In
addition, the HPLC method described by
Maugard et al. is relatively slow; a total run
time of about 40 minutes is required. The
indigotin content analyzed by our method is
also agreeable to the previous report. The
content of indigotin and indirubin analyzed
by spectrophotometric'® and TLC-densitome-
tric method!? is lower than that analyzed by
HPLC due to complex extraction procedures
and ease of indigotin and indirubin decompo-
sion in light.
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al analizado mediante cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC) debido a los com-
plejos procedimientos de extraccién y a la
facilidad de descomposiciéon de la indigotina
y la indirubina en presencia de luz.

Meétodo de validacion

La validacién del método HPLC se realiz6
mediante la definicién de la linealidad, la
exactitud, la reproducibilidad, la especificidad
y la robustez. Para evaluar la linealidad se
utilizaron muestras estindar con cuatro pun-
tos de calibracion (desde 1,8 - 16,2 mg/ml y
1,6 - 144 mg/ml para la indigotina y la indi-
rubina, respectivamente) con seis mediciones
para cada punto de calibracién (Tabla 3). La
indigotina y la indirubina mostraron lineali-
dad por encima de los rangos evaluados con
unos coeficientes de correlaciéon de 0,9998 y
0,9999, respectivamente.

Method validation

Defining the linearity, accuracy, repeatabi-
lity, specificity and robustness validated the
HPLC method. Linearity was evaluated using
standard samples over four calibration points
(from 1.8 - 16.2 mg/ml and 1.6 - 14.4 mg/ml
for indigotin and indirubin, respectively) with
six measurements for each calibration points
(Table 3). Indigotin and indirubin exhibited
linearity over the evaluated ranges with corre-
lation coefficients 0.9998 and 0.9999, respec-
tively.

TABLA 3. Rangos lineales y coeficientes de correlaciéon de las curvas de calibracion.
TABLE 3. Linear ranges and correlation coefficients of calibration curves.

Componentes Y = aX + b modelo lineal® Linealidad® | Concentracién (ug/ml)
Constituents Y = aX + b linear model’ Linearity® Concentration (Lg/ml)
Indigotina Y = 14857 X - 11353 0,9998 1,8 - 16,2
Indigotin

Indirubina Y = 81809,0 X - 51858 0,9999 1,6 - 144
Indirubin

Y = drea pico; X = concentracién

®La linealidad se expres6 como el coeficiente de correlacion de cada curva de calibracion, que se determiné mediante cuatro

puntos de calibracién con tres mediciones.
*Y = peak area; X = concentration

b Linearity was expressed as the correlation coefficient of each calibration curve, which was determined by four calibration

points with three measurements.

Para evaluar la replicabilidad se utilizé tanto
el extracto de indigo natural como el estdn-
dar. La muestra estindar y la preparacion de
indigo natural se analizaron en seis ocasiones
distintas. La replicabilidad se calculé median-
te la desviacion estindar relativa de seis me-
diciones, que fueron inferiores al 5% (Tabla
4). Para evaluar la exactitud del método se
analizé el extracto de indigo natural afiadido
con una concentracién conocida de los com-
puestos estdndar. Antes de la adicién, se de-
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Repeatability was evaluated using both stan-
dard and indigo naturalis extract. Standard
sample and the preparation of indigo naturalis
were analyzed on six separate occasions.
Repeatability was estimated by the relative
standard deviation of six measurements, all of
which were less than 5% (Table 4). Accuracy
of the method was evaluated by analyzing the
indigo naturalis extract spiked with a known
concentration of the standards. Prior to spi-
king, the background levels of indigotin and
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terminaron los niveles de fondo de indigotina
e indirubina del extracto de indigo natural a
fin de calcular las recuperaciones reales. Se
observaron recuperaciones superiores al 95%
para ambos compuestos (Tabla 4).

indirubin in the extract of indigo naturalis were
determined in order to calculate actual reco-
veries. Recoveries greater than 95% were
observed for both compound (Table 4).

TABLA 4. Replicabilidad y recuperaciones de la indigotina y la indirubina del indigo natural.
TABLE 4. Repeatability and recoveries of indigotin and indirubin from indigo naturalis.

Componentes Replicabilidad ¢ % recuperacion®
Constituents Repeatability * % Recovery®
Estandar Extracto
Standard Extract
Indigotina 1,79 2,00 96,17 = 3,60
Indigotin
Indirubina 1,85 3,14 98,72 + 4,40
Indirubin

* Datos expresados como la desviacion estdndar relativa (%) de seis mediciones.
b Datos expresados como la media + la variacién estandar de tres mediciones.

* Data are expressed as relative standard deviation (%) of six measurements.

b Data are expressed as mean + standard variation of three measurements.

Finalmente, se evalué la robustez mediante
el examen de los efectos de los cambios en la
composicion de la fase mdvil, la columna y la
longitud de onda para detecciéon. Cualquier
alteracion en la concentraciéon de metanol de
la fase moévil del 73% al 70%, de la columna
de TSK-gel ODS-80Ts a Spherisorb C18 y de
la longitud de onda de 290 a 295 nm no tuvo
influencia alguna en el andlisis cuantitativo.
Estos resultados confirmaron la validez de este
método analitico.

CONCLUSION

Se ha desarrollado un método de cromato-
grafia liquida de alto rendimiento (HPLC)
sencillo, especifico, preciso, exacto, rdpido y
reproducible para cuantificar los principios
activos isoméricos presentes en el indigo na-
tural. La determinacién cuantitativa simulté-
nea de indigotina e indirubina proporciona una
informacién de referencia util para el control
de calidad del indigo natural.

Finally, to evaluate robustness, we exami-
ne the effects of changes in the mobile phase
composition, column and wavelength for de-
tection. Any alteration in methanol concentra-
tion of the mobile phase from 73% to 70%, a
change of column from TSK-gel ODS-80Ts
to Spherisorb C18 column, and a change of
wavelength from 290 to 295 nm had no in-
fluence on the quantitative analysis. These results
confirmed the validity of this analytical me-
thod.

CONCLUSION

A simple, specific, precise, accurate, rapid
and reproducible HPLC method has been
developed to quantify the isomeric active prin-
ciples in indigo naturalis. The simultaneous
quantitative determination of indigotin and
indirubin provides useful marker information
for the quality control of indigo naturalis.
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