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Abstract

Project code: RDG 4720021

Project Title: Development of  andrographis premix granule

Investigators: Khunkitti, W. ,  Aromdee, C. , Chitropas,  P. ,  Kukhetpitakwong,  R.

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon kaen University.

Email address: watkhu@kku.ac.th

Project duration: April 2004 -July 2005

Antibiotic residue in poultry products causes consumer safety concerns and also effect on

poultry exportation. Several attempts have been made to find the herbs for substitution of using

antibiotics as a growth promoter. Scientific evidences showed that Andrographis paniculata was one

of the potential herbs which may be supplemented to the poultry food.  The aim of this study was to

develop premix from andrographis ethanolic extract. In this study, seven carriers such as tapioca

starch, corn starch, rice starch, sticky rice starch, mung bean starch and lactose were used for

absorbing andrographis extract. The physical compatibility between the extract and carriers was

carried out using differential scaning calorimetry The chemical stability was determined by high

performance liquid chromatography. The results showed that rice starch was a good choice  for

selected as a diluent for develop premix in form of powder and granule.  The ratio between the

extract and the starch after dried at 40, 60 and 80 oC for 3 hours was not affected the stability of

andrographolide.  After undergone the accelerated condition, andrographis granule was found to be

more stable than the powder. Its shelf life was approximately 2 years.  When the granule was scaled

up to 50 kilograms using the extract bought from the government pharmaceutical organization and

Kaolaor company, the granule’s size was 603 μm. The  flowability was excellent. Per cent loss on

drying was as low as 3.96. The amount of andrographolide, however, was only 1.48 %. Cost per unit

of granule excluded the quantity of andrographolide, the amount of granule on process losing,

equipment depreciation and cost of electricity was 953.29 baths. If the cost of andrographis extract

from each source was calculated separately, the cost per unit would be between 680.69 and

1225.89 baths.     In conclusion, andrographis premix should be prepared in granule form using wet

granulation technique. Due to the ethanol in the preparation, it is recommended to leave the oven

ajar during drying granule at 55-60 oC. the granule size should be between sieve no.20/40.  The

packaging should be able to keep the relative humidity lower than 67.35% by either placing silica gel

bag  to control humidity or using vacuum bag and light protection. In case of using androgarphis

granule for making food pellets undergo 80 oC 3 min. The stability of andrographolide and total

lactones was not affected. However, the manufacturer has to be aware of the compatibility between

the andrgraphis granule and other ingredients in the food pellets.

Key words:  andrographis extract, andrographolide, premix, stability



1

1. �������	
��

���3	`�������	������3�-/���#��0)�"����#E��'�X����'��������������	��	
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3. �"��������&%��'���(�	
��$�)!
��"�#��

0���	%!�� ������	
!+�	��$���'
�������:$!��'34%�E:�'�X�������
������')��
'
��0
E��	
!+

|2%����E��'������
�����&�������:$!��E�|���	
!+�$%��������0�� �	�)�����#E��'����~
��':4;��4;���"#�

�	�����#
������������#�
�	=k+'�4;��	
!+���	�����3��0��|2%��$��#��������#   E��{ 3�. 2544 ���'��

��� ������'�4;����"#��#�
�	=k+)��'�4;�����$��#���*2� 35000 #������    E��{ 3�. 2545 �=������@����

��0��
�!)3������:$!���#���
�������
�����E�����������"#����&����� ����#E�����������'�4;����"#��#�


�	=k+���	��#������:�����0���$�����=#�#���� "#��$�#���E��'��
������'#$;�����������~
��&�����

'�X��������� )2��$�!��)��'�X�E�����������3�'34%�E:���"�������:$!�� (����3�, 2545)

 )�����������'����-/���#��0)�#�E������������'�()���E����	� 0.2-0.5% ��4�'����

andrographolide E����	� 1.8-3.6 ppm 3�!�� ����#
���;����	� �����=������$%��� ������@���3E����E:�

����� "#� '���+'|(�
+���'#$;����� ��4� '���+'|(�
+|��"
�� ���
���)���#����!����"#��#���'�������:$!��

(���#"#�!��=3�, 2536; �	:��!��=, 2543) ��������(
�� '�4;����E��#���'����-/���#��0)�'�X��$%����	�

)��������0������!���#����4%� "#� ���#�����34;�'�4���$%����	�-/���#��0)�E������E����	� 0.2%                 

�$'���+'|(�
+|��"
��"#��������	�)��������0�������� ��!�E�����&�3�!�����'����-/���#��0)�E����	�

0.1-0.5% �����*'3�%��	
�����'#$;�����&��"�����"#��!��'&��&���&�"��'3�%����&2;�
�����	�   -/���#��

0)�'����������$%'3�%�&2;� "#�
�������������&���&��$%�#�
���'3�%�&2;�
�����	�-/���#��0)�E�������$%'3�%�

&2;� (�	:��!��=, 2543) )���#����2����#&�����'
��-/���#��0)�#�E���������3�!�������3�:����$;

���)��$�	����3E����E:�'34%���"�������:$!�����

-/���#��0)� (Andrographis paniculata Wall. Ex Nees) '�X�34:#��#�� �$����$%��� �@�� 2 :���

�4�����#��� lactones ���"�� andrographolide, deoxyandrographaolide "#� neoandrographolide "#����

E��#��� flavone ���'�(�'�$%�!�!�'�(�E�:�!��$%������ �������	
3�����$%����$%E�"#������$%����$%#��
��
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(����3�, 2545) Komsri (1997) '
�$�������	�)��
	!���#�#�� 4 :������"�� ethanol, benzene-ethanol,

hexane-ethanol "#� acetone  3�!��
	!���#�#��"
�#�:���E�� % yield �$%
����	��	��$; 13.89, 5.71, 1.81

"#� 10.92 
��#���	� �����	��$%����$�����= Andrographolide '�X� 6.57, 1.87-3.72, 0.12-4.67 "#�

18.54 %w/v 
��#���	� "#� '�4%�'��$��'�$��������@���3E�������':4;� P. gingivalis W50 3�!�����

minimum inhibitory concentration (mg/ml) '����	� 95.01

'�4%��)�������3�-/���#��0)��$�	����3
��������@���3E�����#�
 �����	�-/���#��0)�"#�!

�������������0���������!���$�����=�������	
'���E� ��)���E��������@���3&�������	�E���������

��%��'��� ����#���"����� ���������2���&	;�
��"#�!�@$����$%'������ �����*��!�@$"����������	�-/�

��#��0)��$%���������= andrographolide �$%"����� �$��=��3"#��!����
	!�$'34%�E:�����	������'#$;��

��� �	;�E����	���������	
����"#�E����	��$%&�������#�
��� )����E�������'#$;������$��=��3�$ 0�������


�������������	
!+�����*�����E:��#�
�()�'������0�:�+
������#�
"#�������0����� ���)���$;�	�:�!�#�

������'&��"#����E:������:$!��E���� '��
����	��$������)������#��-/���#��0)�'34%�)������� "#��	�

��)���E������3��0������	��#�
�	=k+����$%)�������
����E�����


���"!"��*
���

-/���#��0)� ((Andrographis paniculata Wall. Ex Nees) '�X����#��#��)	�����E�!��+

Acanthaceae 3��	%!��E��!$�'�':$��$:4%�����*�%�!�� �;��#��3	�3�� (����'�3) �
���	��� (��&#�) -/����

(3�	�����)  '&

������#�� (03@����) �������$ (����'�(�) '����#�� (��#�) -/������� (3	�#��)

Kalmegh (���'�$�) Chaun Xin Lian ()$�) Hempudu Bumi (��'#'|$�) E����'������$���E:����0�:�+���

��)���	;�
����4�'�3��E� -/���#��0)��$����$%��� �@���#	��4� diterpene lactones ���"��

andrographolide, neoandrographolide, deoxy-didehydroandrographolide, deoxy-oxoandrographolide

"#� deoxyandrographolide ��
�0��������"���E�����$% 1 "#����E��#��� flavones ':��  oroxylin "#�

wogonin �����= andrographolide E�-/���#��0)�&2;��	�����'!#����'�(� ��!�E�E�:�!������$%���)�

���3�����!�� 2% "#�)�3������!�� 0.5% �#	�������"#�!  #��
��3� andrographolide  0.1-0.4% �	�

�	;����'�(�'�$%�!�!�'�(�E�:�!����
�� (3����)�
"#��=�, 2543, !	��$ � �=3	�@+� 2537� ����3�, 2545

"#� ����*2�E� Herbal Research-Menoly: Chuan Xin Lian .

http://www.diagnostiki.gr/herbal/menolyte_08.shtml) �$�#	�������!�������
�+3�!�������	�-/���#��

0)���!��	#��Q�#+ 70 "#� 80% �����*���':4;��$%'�X���'�
����������'�$� ���"��  E. coli "#� Vibrio

cholerae  �����	���!��	#��Q�#+ 50 "#� 85% �$ �@��#�����$�
	!&��#����� �����	���!��	#��Q�#+ �;��

�#�0�-��+� �$ �@��#�����	�'��"#��$ �@�����
������������	� 0�����'3�%�������@���3&��'�(�'#4��&�!E�

������#����%�"�#��#�� (phayocytosis)  (�������*2�E�&����#)������	����&����#�����3� �=�'��	:

���
�+ ���!����#	�����# http://medplant.mahidol.ac.th/pubhealth/andro.html) ��3!	#�+"#�����#$ (2531)

��#��'��$��'�$�������	������� �@��)��-/���#��0)���!�
	!���#�#��:���
��� 6 3�!�� �����	�-/�

��#��0)��	;�
����!��#�0�-��+� E���#�	��	;����')��
'
��0
&��"���$'�$�E��#��� Staphylococcus aureus

,   b - hemolytic Streptococcus group A "#� Pseudomonas aeruginosa ����$�$%��� ��!������	�)��E�

"#��	;�
��&��-/���#��0)���!��;�� E���#�$E�����	��	;����')��
&��"���$'�$��$%'�X���'�
�&��0��������!�

Gupta "#��=� (1990) 3�!�������	�)��-/���#��0)��$�#E�����	���0��������!��$%�$��'�
�)��':4;� E.

coli 0�� andrographolide "#� neoandrographolide �$������@���3'��4�� loperamide (Imodium) |2%�'�X�

�����':4;�0��������!�  ���# "#�!��=3� (2538) ��#��'��$��'�$�����E:�-/���#��0)�"#�          ���
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���:$!���#�'

���|�#��'34%�'����	
�����')��
'
��0
&�����'�4;� 3�!�������*E:�-/���#��0)���"��

�#�'

���|�#�����  3	:�$ "#��=� (2544) 3�!�����E:� andrographolide ������@���$%��	�)��E�-/���#��

0)����E���������E�&��� 0.45-1.80 ��	�
�������  100 ��0#��	� ����$�#E�����/���	�"#��	���0��

���'������E)�	�'��'�4;��	�E����������$%*�����E��'�X�0����!� ':4;� Mycoplasma gallisepticum   ���@��

"#��=� (2545) ��#���	���#������$%������!�)���!� 136 
	! ��!������3� 5 :��� '��$��'�$���	���

���:$!��0�������3�3�!��-/���#��0)� E�^�	%� '�#4���#�	���� �3# "#�&��;�:	� �$%���E��#������������

��!�����$
��#���	� �����	�����	�������$%'�X�0���������'������E) 153 
	! 3�!�� �����3� 4 :���  �$%�$

�#����	���E�#�'�$�������:$!�� '�$��#���	��4� �3# -/���#��0)� E�^�	%�"#�'�#4���#�	���� 0���$%

&��;�:	�E���#E�����	���������� )���������� �@�������	�-/���#��0)� 3 '���+'|(�
+
��������':4;�

Vibrio spp. |2%�"�����)�������_!� )���!� 30 ���3	�@�+ 3�!������!��'&��&���$%���E��':4;� Vibrio spp. 
��         

�$��������= 16 ppm ��!�����!��'&��&���$%���E��#������ P20 
����2%���2%� ���E�'!#� 96 :	%!0�� 0��!�@$":�

�$��������= 688 ppm   |2%��$�!��'�X�3��
������
%����� ('
(��!�, 2545)  ���)���$; �	��$���������

���
������������	�"��'�3��')��)�"#����'�3��')��)�&�������	�-/���#��0)���!�'��@���# E����

��#�� (Puri et al., 1993) Ajaja  Kumar et al. (2004) 3�!�� andrographolide,

14-deoxyandrographolide "#� 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide �$%"�����)��

dichloromethane extract &�� methanolic extract )��
����-/���#��0)������*�	��	;� HT-29 (colon

cancer) cells "#� '3�%� human peripheral blood lymphocytes E��!��'&��&��
%�� "#�'3�%� interleukin-2

(IL-2) �$%'��$%�!���E� human peripheral blood lymphocytes

�����������	��!��'�X�3��&��-/���#��0)��$%��	���!�'��@���#)��
��-/���#��0)��	;�
�� 

�$%���E�����
����2%���2%� 0��!�@$����$�'&��:������� �$�������!�� 215 ��##���	�
����0#��	� (Weiming "#�

Xiaotion, 1982)   �����	� 50% '�@���#�$���'����	� 14.98 ��	�
����0#��	� "#����3�3��'�$��3#	�

'�4%�E�� �����	� 50% '�@���#&�������!�� 15 ��	�
����0#��	�������"#��$�'&�������!��	�  ���3�3��

�2%�'�4;��	�'�4%��/����!���E� ��!�����$%����	�E�&��� 150 ��	�
����0#��	� �$�	
�����')��
'
��0
�$%:��#�'#(�

���� (�������&����#)������	����&����#�����3� �=�'��	:���
�+ ���!����#	�����#)  ��������(
��  �$

�����������������	��!��'�X�3��&���������	
�$%��	�)��-/���#��0)��$%���E�����
����2%�'�4%�E�����

����	��$; total lactones 3.4 ��	�
����0#��	�, andrographolide > 40 ��	�
����0#��	� neoandrographolide

>20 ��	�
����0#��	� deoxyandrographolide >20 ��	�
����0#��	� 14-Deoxy- 11, 12-

didehydroandrographolide >20 ��	�
����0#��	� E���������3���2%�'�$��3#	�3�!��'�4%��/��

andrographolide ��4� deoxyandrographolide 1 ��	�
����0#��	�
����� rat "#����
������!	�
��
���	�           

7 !	����3�!���$���'�#$%��"�#�&���;����	�  ���������&������'#4�� 
	� �
 "#�'�4;�'�4%�E��!	�!��$%

����	
������$�	�����	
����*�
� "#�'�4%��$� deoxyandrographolide '&��:�������E�&��� 84 ��##���	�
��

��0#��	� 
��
���	� 10 !	� ���3�3��E���� rat  (����*2�E�  Herbal Research-Menoly: Chuan Xin Lian .

http://www.diagnostiki.gr/herbal/menolyte_08.shtml)
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����$% 1 ��
�0��������&�� andrographolide, neoandrographolide, 14-deoxyandrographolide "#� 14-

deoxy-11, 12-didehydroandrographolide (Ajaja  Kumar  et al., 2004)
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4. "��+�
���	�,(�	
��"�#��

    '34%�"����������	�-/���#��0)�E������E��������4�"����#'34%�E:����E���������0�����'������"�����

5. 
�����$!�!	�!"�#��

"����&%���

�*,:

���'��$�$%E:�E�����#�
 ���"�� 95% Ethanol (������3����
) ���'��$�$%E:�E����!�'�����+ '�X� AR

grade "#� HPLC grade ���"�� Disodium hydrogen phosphate "#� Potassium dihydrogen

orthophosphate, )�� Ajax, Orthophosphoric acid,  Acetonitrile  )�� BDH , Methanol  )�� Merck,

Andrographolide )�� Sigma. �;������'��4%�� Millipore �$"��
����--/� 18 0��+�   "�/��$%E:�E����

�2���: "�/��	�������#	� 
���#���� 5 ��! ����	� �$ �$ |$ '�$��
�)	%� )���	� ����'�3,

"�/�&��!03� Mc Garrett ("�����'�(
) ����	� '��"���+0� ����'�3, "�/�&��!')�� 
����! Thai Better

Food Co. Ltd, Bangkok, "�/�&��!'��$�! (:���0���;���$3�'��)  
��'��$�
��� ����	���
�������"�/�

��� )���	�, "�/�*	%!'&$�! 
��
���� ����	� ���@��	��+ )���	� ����'�3, lactose, �������
 )���	�

����'�3

I.  
���
��-/���%���#�

1. |4;���-/���#��0)�)��0��3����#3# )	��!	�&��"��� 20 ��0#��	�

2. :	%���-/���#��0)� 1.5 ��0#��	� '
�� 95% Ethanol 3 #�
� #�E�&!��#�

3. �������	���!� Soxhlet apparatus ��� 3 :�

4. ��������	��$%��������E��'&��&��0�� rotary evaporator

5. �������'��'���	#��Q�#+���)�"�������0��E:� lyophilizer

6. ����!=�� % yields 0������!=)�������=����#�&�������	��$%"�������
����-/���#��0)�

1.5 ��0#��	�

II. 
���6
8��"��$(��
�!��	
��9�;(�	����
������-/���%���#�<!�����!�����	= &�� Binary

mixture ��� Differential Scanning Calorimetry (DSC)

2.1 
����� Binary mixture

"�/��$%E:��2���: "�/��	�������#	�, "�/�&��!'��$�!, "�/�&��!')��, "�/�&��!03�, "�/�*	%!'&$�! "#�"#�0
�

������
	!�����:

1. :	%������	�-/���#��0)��� 3 ��	�����	�"�/� 1 ��	�)�'�X�'�4;�'�$�!�	�

2. :	%���!���������"���������)�#�E� Aluminium pan �}�E������

3. �����!	��� Thermogram &�����'�$%�!"#�������'34%������'�#$%��"�#�&�� Thermograme 0��

Differential scanning calorimeter (DSC 822 Metler Toledo, Switzerland) E�:�!� 30-250oC

10oC/min

III. 
���6
8��"��$(��
�!��	$��'(�	����
������-/���%���#�<!�����!�����	= &�� Binary

mixture

3.1 
��$��'����"����	&�� Binary mixture

1. :	%������	�-/���#��0)��� 2 ��	� ����	�"�/� 2 ��	� '
���;�� 0.2 �# ���E��'&���	� �}�&!�E��

����3	��	���!� parafilm

2. �����'�(��$%��=����� 45OC "#�!'�(�
	!�������!�'�����+�������= Andrographolide �$%'!#� 0, 2

"#� 5 �	����+
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IV.  Formulation optimization using 32 Factorial design


	!"���$%�2���: �����="�/�&��!')��, ��=�����

��	�

Variables High (+) Medium (0) Low (-)

�����	�:"�/�&��!')�� (gm) 1:4 1:3 1:2

��=������$%E:��� (oC) 80 60 40

Formulations

Formula No. �����"! ��*�9����'�<���� (oC)

1 - -

2 0 -

3 + -

4 - 0

5 0 0

6 + 0

7 - +

8 0 +

9 + +

��"!
��
��(�	�������'������

��"!
��
�� �������'� 1 �������'� 2 �������'� 3

�����	�-/���#��0)� (��	�) 40 30 24

"�/�&��!')�� (��	�) 80 90 96

10% tapioca starch paste(��	�) 32 32 32

!�@$'
�$��

1. #�#�������	�-/���#��0)�E� 95% Ethanol '3$��3��$%���E�������	�)	��	�'�X����� '
��"�/����

"�� geometric dilution  ���)�'&���	�

2. '
�� 10% starch paste #�E�
���	����)���� wet mass

3. ��������� Sieve No. 10

4. :	%�"����#'�{��"
�#�
���	�6 #� 40 ��	� )���!� 3 �����  ���"
�#�����������$%��=����� 40, 60

,80 oC ��� 3 :�

5. ���"����#"�����"������� Sieve No. 10  "#�!���)�E�&!�"��!�}�E������ ��;��!� 24  :	%!0��   �����

��&���"����#0�� sieve analysis "#� �� % Loss on drying ��!�'��4%�� Sartorious Thermal

Control, Switzerland.

6. ���
	!������	;���������$% 45 oC '�(���!�'�����+�������=�$%'!#� 0, 2, 5 �	����+
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V.  
���6
8��%(�	��"����	-/���%���#��	&%�&
�!�%���
������"����Q!

1. '
�$��  saturated salt solution ���"�� potassium sulfate , potassium chloride, sodium chloride

"#� ammonium nitrate  �����E��E���:���$%�}�����3����&!����)�
	!�����'�(��!��$%��=���������

(26.1 ± 0.6 oC) ��������� 48 :	%!0�� '34%�E�����E���:���$�!��:4;��	�3	�@+�$%  96%, 84%, 75%

"#� 59% 
��#���	�

2. :	%�
	!����������= 2 ��	� �����"������ #�E���:�����)��$%�}�������#!� 6 ���)�
	!����� #�E�

��:���$%�}������$%'
�$��E�&�� 1

3. �	��2��;����	��$%'�#$%���� = !	��$% 0, 7, 14, 21 "#� 28 
��#���	�

4. ����!=���;����	�
	!������$%'3�%�&2;��$%'!#�
���6

5. 3#�
���-���!���'!#��	��;����	��$%'3�%�&2;�'34%��� moisture sorption profiles

6. ���	
���������!��:4;�E����!���!	��$% 0 �	� !	��$% 7 (rate of moisture uptake) �������� 3#�
�

��-���!���  rate of moisture uptake 
�� % relative humidity

7. ������!��:4;�!�� 
0��#��'���
��
	��	�"�� x ��������!��:4;��	�3	�@+�$% rate of  moisture

uptake  '�X� 0

VI. 
��$��'����"����	���$;���(!��
���%����"�$�����	����!�


���'
�$����)�������	�-/���#��0)�

1. ���"�/�&��!')�� 1350 ��	� "�/��	� 48 ��	� E� Sigma blade mixer ��� 10 ���$

2. #�#�������	�-/���#��0)���	�  270 ��	�  ��!� 95% ethanol 500 �#. �#	;!�����	��$%
��

��:����!� 95% ethanol '�#�����!��	� ���� 6 '
��#�E� &�� 1 E������	�E� Sigma blade

mixer ��� 30 ���$ ��������$% 60 OC ��� 3  :	%!0��

3. ���
	!�����-/���#��0)����$%�����!�'�����+�����  Loss on drying "#� Moisture sorption profile

"#� % Andrographolide

���'
�$��"����#)�������	�-/���#��0)�

1. #�#�������	�-/���#��0)���	�  960 ��	�  ��!� 95% ethanol 500 �#.

1. '�"�/�&��!')�� 2880 ��	� #�E� Sigma blade mixer '�}�'��4%�����3�����	�'����#�#��-/�

��#��0)���	� 1460 ��	� ���)�'�X�'�4;�'�$�!�	� ��� 30 ���$

2. '� 10% tapioca starch paste ��	� 102 ��	� #����)���� wet mass "#�!�����'&��'��4%��

oscillating granulator ����"���'���+ 30  "#�!��������$% 60 OC )�"�������0��"���^�
����'#(�

���� ��������= 3-4 :	%!0��

3. ���"����#�$%��"���"#�!������ "���'���+ 20 0��E:�'��4%�� oscillating granulator

4. ���
	!�����-/���#��0)�"����#�$%�����!�'�����+�����  Loss on drying "#� Moisture sorption

profile "#� % Andrographolide

����2����!����
	!&����"#�"����#�$%���!�'���

1. ���
	!������$%'
�$��������)�E���:��"��!E������= 30 ��	� )���!������#� 3 &!� ���$% 45 oC

"#���=������������'!=�$%�$"������*2�

2. ����
	!�������!�'�����+�������= andrographolide "#� total lactones �$%'!#� 0, 1, 2, 3, 4 '�4��
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���'
�$��-/���#��0)�"����# 50 ��0#��	�)�������	�-/���#��0)��$%|4;���E������"���

1. ��������	�:�����"����$%|4;���)�����+���'��	:����)���!� 21 ��0#��	�"#�����	�&�!#���'��	:

)���!� 4  ��0#��	� ���������#�
0����	�!�@$����#�
"�����!$@$'���0���$��!�����	��$; �����	�

-/���#��0)� 1752 ��	� "�/�&��!')�� 3456 ��	� 95% �	#��Q�#+ "#� 10% w/w Tapioca starch

paste 750 ��	� 0��"���'
�$�� 10 ��	;�

2. ���"�/�&��!')���	������	�-/���#��0)�E� Sigma blade mixer ��� 15 ���$

3. '� 95% alcohol #����E���	%! ��� 5 ���$ "#�!'� 10%  w/w tapioca starch paste  ���
����

��� 20 ���$)���� wet mass

4. �����"������� sieve no. 30 ��!�'��4%�� oscillating granulator #�*�� ��������$%  55-60 o C

��� 12 :	%!0��

5. ���"����#�$%��"�����"������� sieve no. 30 ��!�'��4%�� oscillating granulator

6. ���"����#"����$%'
�$�����E�"
�#���	;������E��'&���	�0��E:�'��4%�� cubic mixer ��� 5 ���$

7. "������)�E�*��3#��
��*��#� 2 ��0#��	� "#�!������*��#� 200 ��	� )���!� 3 *��'34%������
�!)

�����=��3���'��$ ���"��  % andrographolide "#�  total lactones �!������=��3������

��3 ���"�� ������)��
	!&��&��������� &���������  flow ability,  test compressibility,

moisture content.

VII. 
���"������*9�;

7.1 
���"������*9�;��	$��'

7.1.1. 
��"�$�����,��
����* Andrographolide

���� HPLC �$%E:�!�'�����+

'��4%���4��$%E:�!�'�����+�������= Andrographolide: HPLC (Agilent 110

0 series,  Agilent Technologies, Germany).

�����$%E:�E�����2����$�	��$;

Column: Column Nova Pak � C-18 &��� 39 X 150 mm

Detector: 230 nm.

Flow rate: 1.5 ml/min

Volume of injection: 20 �l

���'
�$�� Mobile phase

1. #�#�� Na2HPO4 12 gm  H2O 2.52 gm "#� KH2PO4 1.505 gm

2. '
���;�� 400 ml ��	� pH E��'����	� 4.0 ��!� phosphoric acid "#�!��	������
�E����� 500 ml

3. '
�� Acetonitrile 215 ml ���E��'&���	����������"#� degas 45 ���$

���'
�$�����#�#����
����

Standard Solution:
1. '
�$�� Stock Standard Solution of Andrographolide (12mg/ml) 0��:	%� Andrographolide  12

mg '
�� methanol )���� 10.0 ml.  sonicate 5 ���$ )�#�#�����

2. �}'�
���#�#����
������ 50, 100, 200, 500, 700, "#� 1000 �l '
�� methanol )���� 1000

�l 
��#���	� ���E��'&���	� "#�!�}'�
�� 100 �l '
�� mobile phase )���� 1000 �l
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���!�'�����+�������= Andrographolide "#� Total lactones

��������= Andrographolide

�����= andrographolide ����!=0��E:� peak area '�$���	� standard curve &��

andrographolide

����������= Total lactones

�������!=�� total lactones ���0����� peak area &�� peaks �4%�6 �$%������ chromatogram ��

'�$��'�X��	���!�
�� peak area &�� andrographolide "#�!'�$��'�X� % E����&��

andrographolide

���'
�$��
	!�����'34%�!�'�����+�������= Andrographolide

��������	�
���
���	���
1. :	%������	������� 0.03 gm '
�� methanol )���� 10 ml '&���E��'&���	���������= 1 :�.

2. ����'�(� filtrate ��!����������� Wattman No. 1  �}'�
 filtrate �� 1.0 ml ')4�)��E� mobile

phase )���� 10.0 ml �����!�'�����+0�� HPLC

Binary mixture
1. :	%������	�����-/���#��0)��$%����	�"�/�:���
���6 �� 0.05 gm E���$�����=
	!�������= 3

mg

2. '
�� methanol )���� 10 ml '&���E��'&���	���������= 1 :�. ����'�(� filtrate ��!�������

���� Wattman No. 1 �}'�
 filtrate �� 1.0 ml ')4�)��E� mobile phase )���� 10.0 ml �����

!�'�����+0�� HPLC

Formulation optimization
1. :	%�
	!�����E���$ �����	�-/���#��0)������= 0.05 ��	� ��	������
���!� methanol )����

50.0 ml '&���E��#�#�������= 1 :�.

2. ����'�(� filtrate ��!����������� Wattman No. 1 "#�!�����!�'�����+��!� HPLC

7.2 
���"������*9�;��	
��9�;

7.2.1 
����(!��&
�!�%��"�"�U' Sieve analysis

1. '
�$�� Sieve (RETSCH, Germany)  '�$��
��#���	�)������#����	��$; Sieve No. 14, 16, 18,

20, 40, 60, 80, 100 
��#���	�

2. :	%�"����# 20 ��	� '�#$%�E����%��'��� �}�^������'&�����'��4%��'&��� (RETSCH VIBRO S/N

02359045, Germany) �!��*$% 50 Hz ��� 15 ���$

3. :	%����;����	�&��"����#�$%��������E�"
�#� Sieve �����!�'�����+��&���&��������&��"
�#�


���	� ����������� 3 |;��

4. �������$%�����3#�
���-���!���&���&��������
�� % �;����	�&��"����#E�"���"
�#�'���+'34%���

������)��
	!&��&���������

5. ��&���&���������$% 50% over size 0�����3#�
���-���!��� &���&�������� ��4� log

(&���&��������) 
����� Cumulative frequency

7.2.2 
���� % Loss on drying (%LOD)

1. :	%�"����# 2 ��	� '�}�'��4%�� Moisture determonating balance (Satorius, Thermo control

YTC01L)   �$% 80  o C  30 ���$ ������� % LOD
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2. ��������#���	;���� 3 |;��

1.2.3 
������� Flow ability &%� angle of repose

1. '
��
	!�����#�E� cone &��'��4%��!	� Flowability test (Pharma Test PTG S/N1-4611/B) 
	;�'!#�

E����'�}� shutter ��� 5 !����$

2. ������!	����	
�������#&��"����# 0��
	;�0��"���������	
�������# �	��2��	
�������#

'�X���	�
��!����$

3. ������!	� angle of repose 0��
	;�0��"������������&�����
	!����� �	��2���� angle of

repose &�����
	!������$%!	����

4. ����������� 3 |;��

1.2.4 
�������  %Compressibility

1. �� Bulk density &��
	!�����0��������
	!�������	� 50 ��	�'�#� ������
!�&��� 100 �#. �$%


�"�������� 45 ����  ����6 
	;�������
!�&2;� ��	���!����
	!�����E��'�$��������������
��$%���

����!=������!�����"���'�X���	�
����##�#�
�

2. �� Tapped density 0��������'���������
!��$%���)�
	!�����E�&�� 1 ��������= 1 ��;!�����


��'�4%��)���!� 100 ��	;����������
��$%�������!=������!�����"���'�X���	�
����##�#�
�

3. ����!=�� % Compressibility )����
�

% Compressibility = (Tapped density –Bulk density) x 100

     Tapped density

4. ����������� 3 |;��

6. �%
��"�#��&%��9�
����%

I. ���������	
�
����
�� Andrographolide "#� Total lactones

standard andrographolide �$ retention time �$% 2 � 0.04 ���$ (����$% 2)  E�&=��$% E�
	!�����
�!)3�

peak andrographolide "#� peak �4%� 6  �����$%  2.38 , 2.7. 5.25 "#� 9.02 ���$  (����$% 3  "#� 4 ) |2%�
����

3�!������$% elute ������$% �����= 9 ���$�4� 14-deoxy, 11, 12-didehydroandrographolide |2%�'�X����

�#	�)������#��
	!

II. �����������	������

)�������	���-/���#��0)���|2%�'�X�!	
*����)��0��3����#3# )	��!	�&��"��� (
�����$% 1) 3�!��

��-/���#��0)���'�4%���	���!� 95% ethanol )�E�������	����� 4.3�1.0 % ����!��:4;�����! '��$�!&��

'�4%���;��!��$%��=��������� �	��	;������	��$%���)2�'�(��!�E�
��'�(�:���":�"&(����������E:� '�4%�������������=

andrographolide 3�!��E���-/���#��0)����$ andrographolide '�#$%� 2.37 %w/w ��!������	��$

andrographolide   '�#$%� 18.63 %w/w

III. �����������
�������������!�"�#������������	��������$�%&#'���* +,�������03 DSC

���������!��'&���	�&��
	!������	
�	���!�������E�
���	���������3��!�!�@$ Differential Scanning

Calorimetry (DSC) 0���!�����	
��'�(!E����E���!�������$% 10oC  
�����$ '�4%���� andrographolide ��

-/���#��0)��� �����	� "#�"�/�:���
���6  ���2��� DSC thermograms "��'�$%�! 6 "#�"�����E�

�	���!�&�������	�
��"�/� 3 : 1 (����$% 5-12; 
�����$% 2) 3�!���������#4�3#	����'�X�:��� endothermic
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peak 0�� andrographolide "��� endothermic peak E�:�!� 233.82-238.20 o C E�� peak �$% 236.61 o C

��-/���#��0)��� "��� endothermic peak E�:�!� 145.89-168.17 o C E�� peak �$% 148.98 o C ��!����

��	�-/���#��0)� "��� endothermic peaks )���!� 6 peaks �4�E�:�!� 131.30-134.91 o C    E�� peak

�$% 132.52 o C   :�!� 175.11-179.58 o C E�� peak �$% 177.70 o C :�!� 180.74-184.76 o C  E�� peak                 

�$% 181.79  o C :�!� 195.07-199.93 o C E�� peak �$% 196.23  o C :�!� 209.21-219.40 o C E�� peak �$%

212.78  o C  "#�  :�!� 230.48-233.52 o C E�� peak �$% 231.49  o C  '�4%���������	�������	�"�/��	�

������#	�3�!�� enthalpic peak &���	;������	�"#�"�/��	�������#	��$���'�#$%��"�#�0�� onset &��

andrographolide E������	�-/���#��0)�'3�%�&2;� 6.12 o C  DSC thermogram �$ endothermic peaks

'3�%����&2;�"#�"��� peak E�#��	�
��"����&�� peak andrographolide (����$% 4)  ��!������	�'�4%�����	�

"�/�&��!03�3�!���$���'�#$%��"�#�0�� onset &�� andrographolide E������	�-/���#��0)�'3�%�&2;�

4.41 o C  (
�����$% 2) '�4%�'��$��'�$��    DSC thermogram &��������'�$���	����'�$%�! 3�!��
��"����

peak &��"�/�&��!03�"#������	��$����!��	� ��!�
��"�����$%E�#��	� andrographolide �$#	��=� broad

(����$% 6) '�4%���������	��	�"�/�&��!'��$�!3�!���$���'�#$%��"�#�0�� onset &�� andrographolide E�

�����	�-/���#��0)�'3�%�&2;� 8.59 o C  ��!� DSC thermogram �$#	��=�������'�$�!�	��	��������	�

"�/�&��!03� (����$% 7) '�4%���������	��	�"�/�&��!')��3�!���$���'�#$%��"�#�0�� onset &��

andrographolide E������	�-/���#��0)��������'3$��  –0.28  o C "
�
%���!�� andrographolide (
�����$% 2)

'�4%�'��$��'�$�� DSC thermogram 3�!��'�4%���������	�'&���	�"�/�&��!')��
��"���� endothermic peak

&��"�/��$�������#4�3#	����'3�%����&2;�3�����	�
��"����E��������#4�3#	�������&2;� ���)���$;�	��$

)���!� endothermic peaks '3�%����&2;� (����$% 8) '�X��$%����	�'�
!��'�4%���������	��	�"�/�*	%!'&$�!

thermogram &�����������"��� endothermic peak &�������	� (����$% 9) ���)���$; onset &��������

�	��$"�!0���!��)�#�#��$���!� "#�'�4%���������	��	�"#�0
�3�!���$���|����	�&�� endothermic peak

���!��� andrographolide �	� "#�0
� "#� peak &�������	������!������ (����$% 10)  '�4%�'��$��'�$��

DSC thermogram ���!���"�/��	�������#	�"#�"�/�&��!')��3�!���$ enthalpic peak E�#�'�$���	�
��"����

&��  98% andrographolide peak '�4%�����	������	� ��������(
��
��"���� endothermic peak &��

andrographolide E�"�/��	�������#	�)�
%���!��&�� 98% andrographolide peak "#��$&����$%E�
����

'�4%�'�$���	������	�'3$�������'�$�!|2%�"��� peak &�� andrographolide �$%'#(����"#���#�
��"�����	�

98% andrographolide peak |2%���)'�X�&�����:$;*2��!�����'&���	�&�������	��	�"�/��	�������#	� &=��$%

andrographolide &�������	�E�"�/�&��!')��)�����E�
��"�����$%E�#��	� onset &�� 98% andrographolide

peak (����$% 11 ) |2%�'�4%�'��$��'�$�� DSC thermogram &��"�/����:���'�4%�����	������	� (����$% 12) 3�

!���$'3$��"�/�&��!')���$%"��� peak &���E�
�E�
��"����E�#�'�$���	� andrographolide E������	� �������

�(
��  �	�
���
�!)����!����
	!���'��$'34%��4��	��#�!��'&���	����'��$
����

IV. �����������
������������
3�#������������	��������$�%&#'���* +,�������03 Binary mixture

'�4%������!�������!�������	�
��"�/�E��	
����!� 1:1 '�(��!��$% 45 oC ��!�'�����+�$%'!#� 0, 2 "#� 5

�	����+ 3�!�������= andrographolide E������	�'�4%�����	�"�/����:����$"�!0���!��)���
	!�$�$%

��=����� 45 oC (
�����$% 3)
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V. Formulation optimization

#	��=���������3&��"����#E�"
�#�
���	�

)���#����2����!��'&���	������������3"#����'��$&��"�/�:���
���6 3�!�������	�'�4%�����	�"�/�

�$�#E�� DSC thermogram &�������	�'�#$%����0�����E�� onset &�� andrographolide ���&2;���4�

melting point &�� andrographolide E������	�'3�%�&2;�       ��������(
�� '�4%��2���*2��!����
	!���'��$

3�!�� "�/����:�������$�#
���!����
	!&�� andrographolide '�4%�'�(��$% 45 oC ��� 5 �	����+ "#�'�4%����

DSC thermograms &����������3�)��=� 3�!��"�/��$%���)��$�	����3E����������2���
���4�"�/�

&��!')�� '�4%��)��"�/�&��!')��"��� endothermic peak &�� andrographolide E�#�'�$���	�

98% andrographolide ����$%��� "#�'�4%�'��$��'�$���	������= andrographolide (
�����$% 3)  3�!��

"�/�&��!')���$�!����
	!�$ )2��������2����~))	��$%�$�#
���!����
	!���'��$&��
���	�-/���#��0)�"����#

0���~))	��$%�2��� ���"�� �	���!�&��"�/� "#���=������$%E:�E������"��� '�4%�'
�$��"����#"#���������

"����$%��=����� 40, 60, 80 o C (
�����$% 4) 3�!����=������$%E:����$�#
��&���&��"����#�	��$; �$%�	���!�

&�������	� 1 ��!�
��"�/�&��!')�� 2 ��!� 3�!���$% 60 oC )�E��"����#�$%�$&���'#(��$%��� (1.98 ��.) "#� )�

E��"����#�$%�$����!��:4;�"#�&��������!�����$%  40 "#� 80 oC 
��#���	� "#��#'�X���E�������'�$�!�	�

�	��	���!�&�������	�
��"�/�&��!')�� 1 
�� 3 "#� 1 
�� 4 '�4%��	�'�
"�!0���&��&���"����#3�!��&���

)�'#(�#��$%��=����� 60 o C "
��#	�0
&2;�'�4%����$% 80 oC '�4%��)��&���&��"����#�$%����#	����$%��=�����


����	�����$�!���	�3	�@+�	�':��'��� )2�'�X��������$%)��@����!��'�������&2;� ���3�)��=�)�� 3 
�����

&��&��"&(�E����!��������"��� (Lachman et al., 1986) ��)'�X������!�� �$%��=����� 40 o C drying rate

E�:�!� initial adjustment E�#�'�$���	� constant rate period ���E�������=�!��:4;�����6 #�#������:��6

���E���������#
��&���&��"����#����	� "#�'�4%�*2�)���$%'��%��$ dry spot  '���&2;� drying rate )�#�
%��#�

)���!� dry spots '3�%�&2;�'�4%��6  )� drying rate #�
%��#��������%��'��� ��4�����E�:�!� first falling rate

period '�4%��;���$%��!��'���������� drying rate )�&2;��	��	
�����"3��&���!��:4;����$%��!&��"����#

�����$; dry rate )�'�(!�!������"����4�'�$��!��  second falling rate period  E�&=��$%'�4%����$%�$%��=�����

60 o C  drying rate E�:�!� initial adjustment )�����!���$%��=����� 40 o C ���E���!��:4;���'�������

������!�'�(!'�4%�*2�:�!� first falling rate period "#� second falling rate period  �;��)���'��������'�(!�!��

���E��"����#��
	! &����$%���)2�'#(�#� "
�'�4%����$%��=����� 80  o C drying rate E�:�!� initial adjustment,

first falling rate period "#� second falling rate period  )�����!���$%��=����� 60 o C ��� |2%���)���E���;��

�$%��'���	�:���!���E�"����#E���!���������&2;� ��4��#��!�$��	���2%�!��"����#�$�!��3������&2;� ���E��

&����$%���E�
��!��'�4%����$%��=�����  60 o C  ��������(
��'�4%����
	!�����E��  ��! 
�!)���3�!��"����#

�$%'
�$������$&���E�
�'����!���$%)���������E��'&���	������'34%�������	�'�(� 
���������������$%)������

E:� )2����������'
�$��'�X� 2 ���"���4�E����"���� "#�"����# 0��#�&���"����##���3�!��"����#

&����$%�������!��� Sieve No. 20/40 '�X�&����$%'������

�!����
	!���'��$&�� andrographolide E�"
�#�
���	�

)��
�����$% 5 3�!���	���!�&�������	�
��"�/�&��!')��"#���=�����E�������$�#
�������= andrographolide

������� "#������= total lactones |2%�����!='�$���	� andrographolide �(E���#E�������'�$�!�	�

|2%�����#����	�����2���&�� Lomlim et al. (2003) �$%3�!�� andrographolide E�����#2���
	!������������

3 '�4���$%��=����� 70oC 75% RH "#�#���	�����#��
	!'�X�:���#���	��$%��� 0���$������$%&������#��
	!
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�$% 25 oC '����	� 3.8 x 10-6 (�!��'&��&��)-1 (:	%!0��)-1 0������#	��$%���)������#��
	!�4� 14-deoxy-11,

12-didehydroandrographolide

VI. ��������������4��+����	������4�5�	5���6�

)�����&���&�������#�
0��E:�'��4%���4���	� 0��'
�$��-/���#��0)��������= 2 ��0#��	� "#�

-/���#��0)�"����#�����= 4 ��0#��	� '�4%���������'�����=���	
���������3 (
�����$% 6) 3�!���	;�E�

���"����"#�"����#�$�����=�!��:4;�����&������ ��)'�X������!��'�4%�'��
	!��������)��
���� 
	!�����

��))�����!��:4;�E�����������!�������!�'�(! '�4%�������2���'34%����!�������*&��
	!�����'34%���)��

�!��:4;�!�� 
 (critical relative humidity) ��4��!��:4;��	�3	�@+�$%���E��
	!������$�;����	�'3�%�&2;�������!�

'�(! (Kuu et al., 1998)  3�!��-/���#��0)����$)���!��:4;�!�� 
'�X� 66.96 %RH (����$% 13) ��!�"����#�$

���'�X� 67.35 %RH (����$% 14) �$%�!��:4;��	�3	�@+ 96%RH 3�!���	;� 2 ���"���$':4;���&2;������'�(����:	� =

!	��$% 30 ���)���$;�	�3�!���;����	��!��:4;�&��
	!������	;� 2 ���"��#�#�������!�'�(! (����$% 15 "#� 16)

|2%��	���������*�@�������!��'���)����'�
�E� �	;��$;��)'���)��
	!���������!��:4;��!�����&������'�4%����

�����)����:���$%�!�����!��:4;�'34%������:	%��$%��=���������|2%��$�!��:4;��	�3	�@+�$%
%���!�� ���E��

�!��:4;�E�
	!����������!������ "#��$%�!��:4;��	�3	�@+ 75 "#� 84% RH 3�!���	;� 2 
	!�����'&�����

�!��:4;�����# = !	��$% 14 ��!��$%�!��:4;��	�3	�@+ 59 % RH �!��:4;�E�
���	��	;� 2 �$"�!0���!��)�#�#�

'�4%��)��
	!���������E����!��$%�$�!��:4;��	�3	�@+
%�� "���!�����
������'�(�-/���#��0)���E���$�!��:4;�

�����$%���
���'�(�
	!������!��$%�!��:4;��	�3	�@+
%���!�� 66.96 %RH "#�
���'�(�-/���#��0)�"����#�$%

�!��:4;��	�3	�@+
%���!�� 67.35 %RH "#����'�(�E��$�$%�$�!��:4;��	�3	�@+��� ��)'����~
�������'�bj��

&��':4;��������� �	��	;��#�
�	=k+�$%'
�$��&2;��!����"����:�����)�E���$�!��:4;��	�3	�@+�$%
%���!��

)���!��:4;�!�� 
 '�4%��������&���0��'�#$%�&��������3�!��-/���#��0)����$&���'����������+�#��&��

������'�X� 190.57 �m 0�����)�����������!���	�3	�@+':��'���
�����!��� cumulative % frequency


�� Log particle size (����$% 17 "#� 18) ��!�-/���#��0)�"����#�$&��� 648.86 �m 0�����)�������

����!���	�3	�@+':��'���
�����!��� cumulative % frequency 
�� particle size (����$% 19)    &��'�$�&�����

'
�$��E����"����3�!��'�4%�'�(��!�����)	��	�'�X�����
���'&���"��6 '34%�E���������)��
	! E�&=��$%E�

���"��"����#)����)	��	�'�X�����'&���'��6 �(���)��
	!����$ �	;��$;��)'�4%����)��������&�������$

&���'#(�0�����$%����)�'����--/��*�
�+���E���������	����&2;� &=�'�$�!�	����$%���	��	��������	�

�!��:4;�E�����������)���E������)	��	�'�X�����  E�&=��$%"����#�$&���E�
��$�����#"������� )2����

3��~
��'�4%�����)	��	�'�X�����  ���)���$;���'�(�����E���:��E� '�4%�*��"����)���E���$'&$�!&��

�#�0�-}#*�����|���|+�$�#���E�������$�$)��#� *2�"��!�������= andrographolide "#� total lactones           

���'�#$%��"�#��(
��  "
���)���E�����E:�'&��E)���!�������=�������	
#�#�)���$�$%'�#$%���� '�4%������&���

���	�����#�
'�X� 52 ��0#��	� 0��'
�$��'�4%������
'�$�E����!�������#�
"#�)������2�����=���	
�&��

"����# (
�����$% 8) 3�!�������="����#�$%'
�$�����'�X� 48 ��0#��	�0���$�����
'�$�E����!�������#�


"#����!�'�����+��=��3'�X������= 4 ��0#��	� ��4� 7.7 %  "����#�$%'
�$������$��� repose angle 32.43

± 0.15 ���� |2%�����!�� 30 ���� "���!��"����#�$%'
�$������$�����#����&����$ (Lachman et al.,1986)

��� flowability (7.44 ± 0.03) |2%��	�3	�@+�	���� % compressibility (14.84 ± 0.01) ���:$;*2������#&��"��

��#!������E����	��$'�$%�� 0���$'���+'|(�
+�!��:4;�&��"����#�$%'
�$�����'����	� 3.96 ± 0.03 &���&��"��

��#'�#$%�'����	� 603.99 ± 0.50 ������
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����2����!����
	!���'��$&��-/���#��0)���"#�"����#

)������$% 20 "#�
�����$% 7 '�4%�'�(�
	!�����-/���#��0)���E���:���}������!��$% 45 oC 3�!�������=

andrographolide #�#�'�#4� 89.55 � 4.45% = '�4���$% 3  "#�'�#4� 82.92 � 5.31% = '�4���$% 4 0���$

% total lactones ����!��   % andrographolide = '�4���$% 4 0���$ �����=    total lactones '�#4�����

91.69 � 4.27% '�4%�3�)��=��!����
	!&�� andrographolide "#� total lactones E�
	!�����-/���#��

0)�"����# (����$% 21) 3�!�������= andrographolide "#� total lactones ���#�#� = '�4���$% 4 �4��$

andrographolide '�X� 102.79 � 2.23 % "#� total lactones '�X� 100.54 � 3.85 % �����=&�����

����	
�	;� andrographolidea "#� total lactones #�#�"������$�!���	�3	�@+':��'���
���	�����'!#���4�

������'�X�"�����������#���	��$%����+ (Powder; r2andro = .8154; r2lactone.=.4300; Granule r2andro
 = .0153;

r2lacton=.0141) "#� �����=�������	
�	;� 2 :���������#�#�"�� exponential 
��'!#��$%'3�%�&2;� ��4� ������

'�X�"�����������#���	��$%��2%� (Powder; r2andro
 = .8218; r2lacton= .4324; Granule r2andro

 = .0131; r2lacton =

.0140)  '�4%���#���	�����#��
	!:����$%���E���0�����!���	�3	�@+':��'���
�����!�����!��#	�&�����

�!��"
�
������!����!��'&��&��&�� andrographolide �$%'��%�
���	��!��'&��&����'�#4�
��'!#� 3�!��

��� linearity (r2) '�X� 0.6977 "#�'�4%���#���	�����#��
	!:����$%���0�����!���	�3	�@+':��'���
��

���!�����!��#	�&������!��"
�
������!����!��'&��&��&�� andrographolide �$%'��%�
���	��!��'&��&����

'�#4������#	����
��'!#� 3�!����� linearity (r2) '�X� 0.7121 "���!��#���	�����#��
	!&��

andrographolide E�
���	�-/���#��0)����$"�!0���!��)�'�X�����#��
	!:����$%��� 0���$������$%&�����

�#��
	!'����	� 8 x 10-5  
��'���+'|(�
+ 2 
��!	� E�&=��$%#���	�&������#��
	!&��
���	�-/���#��0)�"��

��#3�!�� �$%#���	�����#��
	!:������"#���� �$��� linearity '�X� 0.8629, 0.5251 
��#���	� |2%�3�!���$

"�!0������������#���	�:����$%��� �$������$%&������#��
	!'����	� 1.37 x 10-2 
��'���+'|(�
+
��!	� ��!�


	!������$%'�(��!� �$% ��=��������� = '�4���$% 4 3�!��-/���#��0)����$ andrographolide    '�#4����� 99.85

� 3.38%  total lactones '�#4����� 99.23 � 3.13%  ��!�-/���#��0)�"����#�$ andrographolide '�#4�����

101.95 � 3.46%  total lactones '�#4����� 101.37 � 3.50% )�'�(����!��'�4%�'�(�
	!�����E����!�'��� -/�

��#��0)����$�!����
	!�����!��-/���#��0)�"����# �	;���)'�X������!��E����"����)��$34;��$%��!����$%

�	��	��	���%�"!�#��� ���"�� "�� �!������  �!��:4;��	�3	�@+ ����� ����#E��'�������#��
	!�������!�����

"��"����# )��"�!������������!�������3&����&�����!�'�����+�� ���!�������
�+���"3��+

�����!���@��=��& (2535) '�4%������2����!�������3"��'����$%���!�         ���'�(��$% 45oC �!��:4;�

�	�3	�@+ 75% 0���$&��������!�� ��������!�����	�����=��3��
����E�'�4���$% 4 �����*����������

E:�:	%!���!���*2� 2 �{ )������2����$;3�!�� = '�4���$% 4 -/���#��0)����$�����= andrographolide #�#�


%���!�� 10 % (�����= andrographolide ��'�#4�'����	� 82.92�5.31%) "���!��-/���#��0)������)��$

���������!�� 2 �{ ��!�-/���#��0)�"����# 3�!���	����$�����= andrographolide ��'�#4�'�X� 102.79 �
2.23 % "#� total lactones '�X� 100.54 � 3.85% "���!������&��-/���#��0)�"����#:	%!���!���)��$����

���*2� 2 �{ ��������(
�� �	�
����2���*2��!����
	!E����!�)���'�X�'!#���������� 2 �{ ���)���$;�	�
���

�2����#&����:�����)��$%���)�-/���#��0)�E����!�)���
���!����
	! '34%��������������������&��

�#�
�	=k+
����

VII.+���7�8����4��+
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)�����'
�$��-/���#��0)�"����#E����	� 52 ��0#��	� 0��E:������	�-/���#��0)��	;���� 26 ��0#��	�

3�!�� �$�����
'�$�-/���#��0)�"����#E����!�������!�����#�
"#��!������=��3�� 4 ��0#��	� ����#

�#�
�	;���� 48 ��0#��	� �	��	;�
�����E�����#�
0���������2�*2������= andrographolide �����
'�$�

���!����#�
 ���'�4%������"#�����--/�)������$%   953.29  ���
����0#��	� (�������'�#$%�)�� 2 0�����)

��������(
��
���������#�
�#	�)�&2;��	�����
�����&�������	�|2%�����&���)�"����!� ':�� �����	�-/�

��#��0)�&�����+���'��	:���� )������$% 2500 ���
����0#��	� &=��$%����	�&�!#���'��	:����)�'�X�

856 ���
����0#��	� �	��	;�
�����
����0#��	�)��������!��� 1225.89 - 680.69 ���  0��-/���#��0)�"����

# Lot �$;�$�����= andrographolide '3$�� 1.48 % total lactones 1.74% (
�����$% 9 ) ��������(
�� ���

�����= andrographolide E�
���	��$��� �����=�����������������	
!+�()�
%��#���)���E��
�����
��

������	
!+*��#� ���
������#�
�������)E:��4%��4%�6 �$%�$����*��#� ':�� "��^~�&��!03� �	;��$;
�������2�*2�

�!��'&���	����&���������	
"#��4%��$%'#4��E:�"#��!����
	!&���������	


7. ���
�%

0���������'
�$�������	�-/���#��0)�E����"��"����#'34%�E���$��=��3�$ '34%�E:�'�X����'���������

�����	���� 0���$����&���#�
�	=k+��������� 2 �{ �!�'
�$��"����# 0��!�@$ wet granulation '�4%��)��E�


���	��$��!����&���	#��Q�#+ �	��	;�'34%��/���	��	�
���)�������'��� E������"���
�������}�
����E��

���� "#����$%��=�����  60 oC "#�!�����"���"���E���$&����������$%�������!��� "���'���+ 20/40 0��E:�"�/�

&��!')��'�X����')4�)� E�������)�
���'#4����:�����)��$%�����*�!�����!��:4;�E��
%���!���!��

:4;��	�3	�@+  67.35 % ��4����E���:�����)���)
���E:� Silica gel '34%��!�����!��:4;�"#��/���	����E��

�#�
�	=k+����!��:4;�������!�'�(!"#��/���	������'�bj��':4;���E����!��!��:4;��	�3	�@+�$%��� ��4�E:�

��:�����)�"����

���� ���)���$;��:�����)��!�E:�!	����2�"��'34%��/���	����'�#$%���$&���#�


�	=k+ E�������'���#�
�	=k+��'
�$��'�X���������'�()���:���'�(� |2%�����!�����#�

��������!������

���*2� 80 oC ��� 3 ���$ )������2����$;3�!�������"����#�$% 80 oC ��� 3 :�. ����$�#
���!����
	!

&�� andrographolide "#� total lactones �	;��$; ����#�

�������2�*2��!��'&���	����&��-/���#��0)�"����#

"#���!�������&�������'�(�|2%�)�'�X��~))	��$%����	

���!����
	!&�� andrographolide "#� total

lactones E�
���	���4�����&�������'�(� )���������!=
���������#�
3�!��-/���#��0)�"����#�$
�����

����&������'�4%�'�$���	� premix �$%��������:$!���$%�$)�������E��~))��	� �	;��$; ���
������#�
�����E����

�#�
)�
���'#4��E:������	�-/���#��0)��$%�$�����= andrographolide ��� 0����)����������'!#����'�(�

'�$%�!�$%'������ 3	�@+�$%'������ ��!��$%)��������	� ���)���$;��)#�
�����0�����E:��4%��$%�$����*��'&��

�	�����	������	�"#��������2���)���0�������'���������'#$;���	
!+E�-��+�
����
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������	��	
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����	�'� 1 
����* andrographolide <!-/���%���#�

��"����	 % Andrographolide (%w/w) %�
8*�

��-/���#��0)��� 2.37 �0.32 ��#�'�$��&��� 60 mesh

�����	�-/���#��0)� 18.63�0.28 ��'��$�!�$'&$�!'&��

% Yield &�������	�)����-/���#��0)��� 4.3�1.0 %w/w

����	�'� 2 enthalpic onset (�	 Thermograms ���$�'��"&%�������

��"����	 Onset (oC) Onset (oC) Onset (oC) Onset (oC) Onset (oC) Onset (oC)

Andrograholide 233.82

-/���#��0)��� 145.89

�����	�-/���#��0)� 131.30 175.11 180.74 195.07 209.21 230.48

"�/��	�������#	� 147.47

"�/�&��!03� 152.17

"�/�&���'��$�! 161.03

"�/�&��!')�� 162.57

"�/�*	%�'&$�! 158.42

"#�0
� 147.99 160 215.07 223.63

�����	�+"�/��	�������#	� 171.43 181.89 197.07 222.40 236.60

�����	�+"�/�&��!03� 130.19 184.04 189.58 203.99 225.25 234.89

�����	�+"�/�&��!'��$�! 178.55 201.85 210.64 229.50 239.07

�����	�+"�/�&��!')�� 177.34 187.96 195.64 224.55 230.20

�����	�+"�/�*	%�'&$�! 129.76 151.86

�����	�+"#�0
� 92.21 165.35 237.93 245.00

����	�'� 3 �%(�	�����!�����	= ����"���	��"(�	 andrographolide

��"����	 % Andrographolide content, 45oC

��
���,�'� 0 ��
���,�'� 2 ��
���,�'� 5

�����	�+"�/��	�������#	� 100.00 94.59 94.22

�����	�+"�/�&��!03� 100.00 103.86 102.23

�����	�+"�/�&���'��$�! 100.00 101.43 106.91

�����	�+"�/�&��!')�� 100.00 125.34 125.34

�����	�+"�/�*	%!'&$�! 100.00 120.48 126.55
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����	�'�  4  
���6
8���*������(�	&
�!�%&��	

�������'� �����"!

����
��: &
/	(��"$#��

��*�9����'��� (oC) %LOD mean particle size (mm)

1 1:2 40 4.33 2.51
2 1:3 40 3.69 2.46
3 1:4 40 4.61 2.13
4 1:2 60 1.89 1.98
5 1:3 60 2.57 1.72
6 1:4 60 2.55 2.03
7 1:2 80 3.56 2.60
8 1:3 80 5.17 1.89
9 1:4 80 5.24 2.15

����'�
� &��� "����#����!=)��������!���	�3	�@+���!��� cumulative % frequency  "#�. particle size �$%
��"����

50% oversize

����	�'� 5  �"���	��"(�	 andrographolide &%� total lactone <!������-/���%���#�&
�!�%

�������'� % Andrographlide content % Total lactone

��
���,�'� 0 ��
���,�'� 2 ��
���,�'� 5 ��
���,�'� 0 ��
���,�'� 2 ��
���,�'� 5

1 100.00 97.53 98.40 111.71 110.36 116.15

2 100.00 94.06 94.69 110.00 105.16 106.72

3 100.00 97.36 104.47 112.80 109.96 122.56

4 100.00 96.34 101.89 112.74 107.67 116.63

5 100.00 92.46 105.97 113.19 104.87 120.72

6 100.00 99.18 100.21 111.29 111.91 114.17

7 100.00 99.29 97.76 110.86 112.87 113.22

8 100.00 96.12 92.39 110.71 108.70 107.92

9 100.00 95.87 100.00 110.74 107.64 117.56

����	�'� 6 
��
��$��!��*������(�	-/���%���#��	&%�&
�!�%$����$;���(!��
���%�� (n=3)

��"����	 % LOD

(80oC 30 min)

Critical relative humidity (!���!�9���'�

50% oversize (�m)

-/���#��0)��� 8.33�0.06 66.96 190.57

-/���#��0)�"����# 8.13�0.13 67.35 648.86
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����	�'�  7 �"���	��"(�	-/���%���#��	&%�-/���%���#�&
�!�% <!�9�"�$��	

$"%� ("�!) -/���%���#��	 -/���%���#�&
�!�%

% Andrographolide % Total lactones % Andrographolide % Total lactones

0 100.00�7.00 100.10�5.86 100.00�5.08 100.05.�5.16

30 90.20�3.92 96.54�3.28 99.03�0.68 101.14�0.90

60 90.55�3.98 99.12�2.68 94.80�0.45 98.19�0.40

120 89.55�4.45 99.11�2.03 95.96�1.78 99.18�1.43

180 82.92�5.31 91.69�4.27 102.79�2.23 100.54�3.85

����	�'� 8 
��
��$��!��*9�;(�	-/���%���#�&
�!�%�'�$��'��<!
����*  50  
��%
���


��
��$��! �%  ( n = 3)

% Andrographolide 1.48 � 0.03

% Total lactones cal as andrographolide 1.74 � 0.03

Angle of repose (degree)                 32.43 � 0.15

Flow ability (gm/sec)   7.44 � 0.03

% Compressibility 14.84 � 0.01

% LOD   3.96 � 0.03

Mean Particle size (μm) 603.99 � 0.50
����'�
�  �����	�-/���#��0)�)�����+���'��	:�����$ andrographolide 5% "#�&������	�&��#����'��	:�$ 3%

����	�'� 9 
�����!"*��!��!<!
���%��*

���
�� ��!��! 
����* (
���) �����"� (���)

�����	�-/���#��0)�** 1678.00 ���
����0#��	� 1752 2939.86

"�/�&��!')�� 
������+��!     16.50 ���
����0#��	� 3456   57.02

"�/��	�������#	�      8.00 ���
����0#��	� 75     0.60

95% Ethanol (������3����
)  100.00 ���
��#�
� 700  70.00

Deionized water     0.25 ���
��#�
� 675 168.75

���)���'��� 200.00 ���
�� lot - 200.00

�����	�-/���#��0)�"����# 953.29 ���
����0#��	� 5283*** 5036.23
* ����!�����--/�"#����'�4%������"#��������2�*2������= andrographolide

** '�X�����'�#$%�)�� 2 ����	� �����	�-/���#��0)� (GPO) ���� 2500 ���
����0#��	� )��&�!#���'��	:����

    856 ���
����0#��	�

*** �������;����	�����$%�����*��'�����"#������=�����
'�$�E����!�������#�
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����$% 2 HPLC chromatogram of  98% Andrographolide
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����$% 3 HPLC chromatogram of Andrographis Powder

����$% 4 HPLC chromatogram of Andrographis Granule
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