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Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Giai phép hitu ich thude linh vuc héa duge va cac hop chét thién nhién, cu thé 1a
giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuét cao chiét chira hop chét tanshinon tir
cay Dan sdm Salvia miltiorrhiza & phat trién duoc liéu ding trong san xuét thude didu

tri bénh ung thu.
Tinh trang k¥ thuit cia giai phap hiru ich

Trong Dong y, Pan sam (Salvia miltiorrhiza) dugc dung trong cic bai thube bd
mau va tri bénh tim mach, da c6 nhiéu nghién ctru cong bd vé tac dung sinh hoc va
dugc 1y ctia cdy Pan sdm. Gan day tic dung chdng ung thu cia cdy Pan sam, dic biét

1a ctia thanh phén tanshinon dugc phét hién va thu hat nhidu sy quan tam.

Céc nghién ctru céng b chi ra rang tac dung chdng ung thu cia cdy Pan sim tap
trung vao thanh phan chinh tanshinon. Nghién ctru tdc dung chéng ung thu ciia cac
tanshinon chii yéu trén cdc mé hinh nudi cdy té bao. Mot s& hop chét tanshinon e ché
manh sy phat trién ctia cac dong té bao ung thu & ndng d6 thap véi gia tri ICsy nhé hon
10 uM. Bén canh d6, mdt s6 nghién ctru v& co ché tac dung trc ché su phat trién cua té
bao ung thu ctia cac hugp chit tanshinon da dugce cong bd va chi ra ring co ché gay

chét rung té bao apoptosis dong vai trd chinh.

Tai lidu CN105399796A da d& cap dén phuong phép tinh ché hoat chit tanshinon
chinh bao gdm tanshinon I va IIA tir cAy Pan sdm, trong d6 tai liéu ndy mo ta k¥ thuat
chiét bang etanol va tinh ché dung sic ky cot Sephadex v6i pha dong 1a metanol. Tuy
nhién, & cong doan chiét, sang ché nay chwa dé cap dén phuong phép chiét siéu am véi
dung moéi etanol 95% & nhiét do thép c6 tdc dung vira hoa tan tdt, triét dé va tranh su
phan hity ctia cac hoat chit tanshinon. Khong nhitng thé, & budc tinh ché, sang ché nay
chua ding phuong phép chiét phan bd 16ng-16ng dé tach riéng cic nhoém chit va dic
biét 1a séng ché nay st dung pha dong la metanol chir chua sir dung sic ky cot
Sephadex LH-20 v6i pha dong 1a etanol 95% din dén quy trinh chiét xuit chua hiéu

qua.
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O Viét Nam cho dén nay c6 rét it nghién ciru v& thanh phin hoa thyuc vat va hoat
tinh sinh hoc cta cdy dan sam. Gén day, nhém nghién ctru Vién Duogc li€u nghién ctru
vé thuc vat hoc va khao sat thanh phﬁn chét chinh tanshinon IIA cta dan sim thu hai &
Viét Nam. Chua c6 quy trinh cu thé ciing nhu nghién ctru toan dién vé thanh phén hoa

hoc cling nhu hoat tinh sinh hoc ctia dan sam Viét Nam.

Don yéu ciu cip bing doc quyén sang ché sb 1-2016-03772 da dé cap dén ky
thuét phan 1ap hop chét diterpenoit tir ré cdy Dan sam. Tai liéu cia tac gia Lai Thi
Thim, “budc dau nghién ctru thanh phén clia cdy dan sAm” dd mo ta k¥ thuat chiét mo
s6 thanh phan hoat chét tir cdy Pan sim, nhung khong dé cap dén quy trinh chiét hop
chit chira tanshinon c6 hoat tinh chéng ung thu. Tai liéu cia tac gia Pang Thi Ngan,
Nghién cttu phan 1ap va dinh lugng Cryptotanshinon tir ciy Pan sam, khéa luan tét
nghiép, Pai hoc Quéc gia Ha N6i, 2017 mic du da dé cap dén quy trinh chiét hop chit
tanshinon tir cdy Dan sdm, tuy nhién, k¥ thuat cua tac gia nay khong sir dung k¥ thuat
chiét phan doan va hip phu sic ky bang cot Sephadex thu phén doan chtra tanshinon.

K§ thuat nay dugc dénh gia phirc tap va khong hiéu qua trong viéc thu hdi tanshinon.

Do do, can c6 quy trinh san xuat, cu the la chiét hop chat tanshinon tir cdy Pan
sam Salvia miltiorrhiza don gian nhung déc hi¢u va véi hi€u suat du dé cé kha nang

phét trién dugc san phdm dé cung cip, tmg dung cho nganh duoc.
Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich nhim khic phuc cic van d& néu trén, cu thé 1a giai phap hitu
ich d& xuat quy trinh san xuét cao chiét chita hop chat tanshinon c¢6 hoat tinh chéng

ung thu tir cdy Dan sam Salvia miltiorrhiza, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) xir ly nguyén liéu bang cach thu hai r& cay Pan sdm Salvia miltiorrhiza, sau d6

thai nho, say kho dén d6 4m khoang 10%, tiép d6 nghién thanh bot;

b) chiét nguyén liéu bang cach chuyén bot r& cay Pan sdm Salvia miltiorrhiza thu
dugc tlr bude xur Iy nguyén liéu vao binh chiét, tiép dé chiét 3 1an trong diéu kién siéu
am bang dung moi etanol 96% voi tong ty 1& nguyén liéu/dung moi la 1/8 (trong
luong/thé tich), phan dich chiét duoc thu gom rdi c6 chin khong phan dich chiét nay
dén khi con 1/8, thu phan dich chiét long;
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¢) tinh sach so bd dich chiét long bing cach chiét phan bé 3 1an phan dich chiét
long thu dugce tir bude chiét nguyén liéu voi diclometan (CH,Cl,) theo ty 18 1:1 (thé
tich/thé tich), sau khi thu phan doan diclometan cit loai dung méi diclometan thu dugc

cao long chura tanshinon; va

d) thu cao chiét chira hop chit tanshinon c6 hoat tinh chdng ung thu bing cach
hip phu phan cao léng chita tanshinon 1én cdt sic ky Sephadex LH-20 dugc nhoi hat
nhua diaion HP-20 theo ty 1€ cao léng/hat nhya 1a 10/1 (thé tich/trong luong), tiép doé
dé can bang hap phu cot trong 8 gid roi rira loai tap chit bang etanol véi thé tich gép
hai 14n thé tich cot, cudi ciing rira giai bang etanol 96% véi lugng gap 5 lan thé tich
cot, phan dich rira giai nay duoc cét loai dung méi trén may cét quay thu dugc san

phim chira hop chat tanshinon dang cao dic.

Theo mdt phuong an, trong do quy trinh nay con thém budc sdy cao chiét chira
hop chét tanshinon trong thiét bi c6 sdy chan khong & nhiét do tir 55 dén 60°C dén khi

ham 4m khoang 5% dé thu duoc san pham cao chiét dang bot.

Theo mot phuong an uu tién, trong d6 budce chiét nguyén liéu bot ré cdy Dan sam
Salvia miltiorrhiza duoc thuc hién 3 1an, mdi lan 2 gio & nhiét dd 40°C trong diéu kién
&p suat giam.

Ngoai ra, giai phap hitu ich ciing dé cap dén cao chiét chira hop chat tanshinon
thu dugc tir quy trinh theo giai phap hiru ich, trong d6 san phdm nay c6 tac dung trc
ché khdi u thich hop dé san xuét thudc hd tro diéu tri bénh ung thu.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dwoc mé ta chi tiét véi cac phuong 4n va céc vi du
thuc hién cu thé, tuy nhién, cac phuong an va cac vi du nay chi nham 1am rd ban chét
ctia giai phap chir khong nhim muc dich han ché pham vi yéu cau bao ho cta giai
phép hitu ich.

Quy trinh san xuét cao chira hop chat tanshinon cé hoat tinh chéng ung thu tir
cay dan sam Salvia miltiorrhiza theo giai phap htu ich bao gdém cac budc: a) xir ly
nguyén liéu; b) chiét nguyén liéu; c) tinh sach so b dich chiét long; va thu cao chiét

chira hop chét tanshinon c6 hoat tinh chéng ung thu.
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Cay Dan sam c6 tén khoa hoc 1a Salvia miltiorrhiza, bd phan st dung dé san xuét
cao chiét theo giai phép hiru ich 14 r& ctia cdy. Theo do, trong budc xir Iy nguyén liéu,
ré cay Pan sam Salvia miltiorrhiza duge thu hai, sau d6 thai nho, séy kho dén do 4m

khoang 10%. Tiép d6, nguyén liéu duoc nghién thanh bot.

Ti€u chuan bt cdy Pan sam sau nghién can dat ti€u chuan co s theo Dugc dién
Viét Nam véi dicu kién ham lugng tanshinon cé trong dugc li€u dan sam khoéng dugc

thép hon 0,2% tinh theo dugc li€u kho tuyét dbi.

Cac thanh phan dung cu, nguyén li€u, dung méi va thiét bi dugc st dung trong
qué trinh diéu che cao giau tanshinon can phai dugc rira sach, say khd, dam bao vé

sinh an toan, dp Ung ti€u chuan san xuat nguyén liéu dung cho dugc pham.

Trong budc chiét nguyén liéu, viéc chiét nguyén liéu dugc thuc hién bing k§
thuat ngadm chiét trong thiét bi chiét. Theo d6 tién hanh chuyén bot ré cdy Pan sim
Salvia miltiorrhiza nguyén lidu dugc chuan bi trong budc xir ly nguyén liéu vao binh
chiét va bd sung dung méi la etanol dé tién hanh chiét. Dé tang hiéu sudt chiét, qua
trinh chiét dugc thuc hién trong didu kién siéu 4m véi hé dung mdi chiét 1a etanol
96%. Cac tac gia bang thuc nghiém da thiy ring, diéu kién chiét t6i wu dé thu duoc
lugng tanshinon cao, nhung giam dugc thoi gian chiét cling nhu thu duoc it tap chat
nhit. Theo do6, dé ting hiéu suét chiét, qué trinh chiét cn duoc tién hanh véi 3 1an
chiét trong diéu kién siéu 4m véi tdng ty 1é nguyén li€u/dung mdi la 1/8 (trong
lugng/thé tich). T4t hon nita la qua trinh chiét nay duoc thuc hién trong diéu kién ap
suat giam.

Theo mot phuong 4n cu thé, trong d6 bude chiét nguyén liéu bot r& dan sam
Salvia miltiorrhiza dugc thuc hién 3 lan, mdi 1an 2 gio & nhiét 6 40°C trong diéu kién
&p suat giam.

Phan dich chiét sau d6 duoc thu gom rdi c6 chan khong nay dén khi con 1/8 thé
tich, thu phan dich chiét long. Theo d6, lwong dich chiét sau khi chiét dugc tinh cho
lugng nguyén li¢u dat ty 1€ 1:1 (trong luqmg/thé tich). V&i luong dich chiét nay, hiéu
sudt chiét va lugng dung méi sir dung trong cac budc sau duoc tdi wu va tiét kiém

dugc dung moi can st dung.

Trong budc tinh sach so bo dich chiét long, tién hanh chiét phan bd 3 1an phan

dich chiét long thu dugc tir budc chiét nguyén li€u vai diclometan (CH,Cly) theo ty 1€
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1:1 (thé tich/thé tich). Muc dich ctia qua trinh nay nham chiét chon loc cac thanh phén
tan trong diclometan. Theo d6, phan dich chiét dugc bd sung voi lugng diclometan
trong mg va chiét phan doan biang cich lic. Sau khi chiét phan bd, phan doan
diclometan duogc thu gom bing phéu chiét va dugc cit loai dung méi dén dang cao

16ng. Phdn cao long nay da dugc tach cac thanh phan phén cuc than nude.

Trong budc thu cao chiét chita hop chit tanshinon c6 hoat tinh chéng ung thu,
budc nay dugce thuc hién véi k§ thuat séc ky, cu thé 1a béng cot sic ky Sephadex LH-
20 v&i nhwa hp phu thich hop. Cu thé, phin cao 16ng chtra tanshinon thu dugc & trén
duoc hép phu lén cdt séc ky Sephadex LH-20 da dugc nhdi hat nhua diaion HP-20
béng cach bom tur tir lugng cao long 1€n cot nhdi theo ty 1€ cao long/hat nhya 1a 10/1
(thé tich/trong lugng). Qua trinh nay duoc kiém soat bing sic ky mang moéng dé dam
bao phan cao chiét khong thoat ra khoi cot. Tiép d6, gitt cot dé can bing hap phu trong
8 gid dé hoat chit tanshinon hép phu 1én hat nhya. Sau d6 rua loai tap chét béng
etanol v&i thé tich gip hai lan thé tich cot. Sau khi loai tap chat, dé thu hop chét
tanshinon, tién hanh rira giai bang etanol 96% véi luong gép 5 14n thé tich cot. Phin
dich rira giai nay duoc thu gom va cat loai dung mdi trén méy cét quay thu dugc san

pham chira hop chét tanshinon dang cao dic.

San phém cao dic nay duogc kiém tra chit luong, ham lugng hoat chat dé truc
tiép dwa vao san xuat hodc co thé duoc dua vao sy cao chiét chira hop chét tanshinon
thu duoc nay trong thiét bi c6 sdy chan khong & nhiét do tir 55 dén 60°C dén khi ham
am khoang 5% dé thu duoc san phdm cao chiét dang bot.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
San xuét cao chiét chira hgp chit tanshinon tir ciy Pan sdm

Ré cay DPan sam Salvia miltiorrhiza Bunge dugc thu héi, rira sach, loai bo tap
chit va thai thanh lat nho va sy kho dén khi ham 4m khoang 10%, tiép d6 nghién
nguyén li¢u thanh bét.

Can 20 kg bot ré cay Pan sim Salvia miltiorrhiza Bunge thu duoc & trén chuyén
vao binh chiét. Tiép d6 chuin bi mdt lwong metanol 96% theo ty 1& nguyén liéu/dung
moi la 1/8. B6 sung 1/3 lugng dung méi vao binh chiét (khoang 53 lit metanol/lin

chiét) va tién hanh chiét trong diéu kién siéu 4m trong 2 gid & nhiét d6 40°C véi ap
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suat giam. Sau khi chiét, thu hdi dung méi va lap lai qué trinh chiét 3 1dn. Phén dich

chiét duoc thu gom va ¢b trong chan khong dén khi con 20 lit dich chiét.

Tiép do, bb sung mot luong diclometan twong tmg vao phan dich chiét thu duoc
va khudy tron déu dé qua trinh chiét phan bd xay ra hiéu qua. Qua trinh chiét duoc
thuc hién 3 14n, phan doan diclometan mdi 14n dugc thu gom bing phéu chiét. Tiép d6
phin doan diclometan nay dugc cét loai dung méi dén khi thu dwoc dang cao long,

sanh mau nau chtra tanshino.

Tung phén cao long dugc tinh sach br?lng cdt Sephadex. Theo do, nhdi nhua
diaion HP-20 1én c6t Sephadex kich thé tich 100 ml, tiép do cip tir tir mot lugng cao
l6ng theo lwong nhua diaion HP-20 véi ty 1 10/1 (thé tich/trong lugng) dé hip phu,
qué trinh hap phu 1én nhua nay duoc kiém soat bing sic ky léng sao cho luong hoat
chit khong bi du va thoat ra ngoai. Tiép d6 dé yén cot Sephadex nhim 6n dinh va cén
bang cot trong 8 gid, sau do rira tap chit khong hip phu 1én nhua bang etanol véi thé

tich gap 2 1an thé tich cot (200 ml).

Cubi cung, tién hanh rira giai hdp phu bing etanol 96% voi luong gap 5 lan thé
tich cot (500 ml), phan dich rira giai nay dugc gom va cét loai dung méi trén may ct

quay dén khi thu duoc dang cao dic.

Phén cao dic nay duoc chuyén vao thiét bi c¢6 siy chan khong voi ap suat giam,
say nhiét do 55°C dén khi ham am khoang 5% thu dwoc khoang 1kg cao chiét dang
bot.

Phén bot duoc dua di kiém tra cho thdy thanh phin cha yéu chira tanshinon. Cu
thé 14 chu yéu chua tanshinon voi hop chét trijuganon C. Cac hop chét nay da duoc
thir nghiém 1am sang cho thdy tic dung wc ché rdt manh sy phat trién cia t& bao ung
thu HL-60 véi ICsp = 6,1 pM, manh hon chét chuin duong mitoxantron (ICsy = 7,2
uM).

Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Quy trinh san xuét cao chiét chira hop chét tanshino tir ciy Pan sdm Salvia
miltiorrhiza theo giai phap hitu ich cho phép chiét dugc thanh phan hoat tinh da duoc
chimg minh c6 tic dung chéng ung thu voi hiéu sudt da dé co thé phat trién thanh

ngudn dugc liu san xuat thudc. Viéc tinh ché cac thanh phan tanshinon dya trén sac
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ky loc kich thudc phan tir, dd chon loc cao dua trén dic diém ciu tric cta cac hop chét
tanshinon gitip ting hidu suét chiét, don gian hoéa quy trinh so véi k§ thuat chiét va két

tinh truyén théng.

Bing cach van dung k¥ thuét chiét véi cac hop chat tanshinon it phan cuc tan
trong dung mdi hitu co nén cé thé tach nhém hgp chat nay bang chiét phan bd hai pha
than dau-than nudc. Ngoai ra, dua trén ciu tric khung va kich thudc phan tir va nhém
thé tuong ddng, quy trinh cho phép tinh ché hop chét tanshinon bang loc kich thudc
phén t hiéu qua hon la k¥ thuat sic ky hép phu. Pay la mot ky thut cho phép chiét
nhém chat ¢ nhiét d6 thdp nén khéng nhitng gitt duoc hoat tinh cta hop chit ma con

rat ngdn va don gian hoa qua trinh chiét.

Quy trinh san xuét cao chiét chira hop chét tanshinon tir ciy Pan sam cho phép
phét trién dugc nguyén lidu voi thu nghiém 1dm sang cho thiy tac dung tc ché rit
manh sy phat trién cta té bao ung thu HL-60 v&i ICso = 6,1 pM, manh hon chit chuin
duong mitoxantron (ICsy = 7,2 uM) m& ra huéng phét trién thudc dé diu tri ung thu

hiéu qua va it doc so véi nhiing thude duoc tong hop hoa hoc.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xudt cao chiét chira hop chét tanshinon c6 hoat tinh chdng ung thu tir

cay Pan sam Salvia miltiorrhiza, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) xir ly nguyén liéu bang cach thu hai ré cay Pan sim Salvia miltiorrhiza, sau do6 thai

nho, sdy kho dén d6 am khoang 10%, tiép d6 nghién thanh bot;

b) chiét nguyén liéu bang cach chuyén bot ré cay Pan sam Salvia miltiorrhiza thu
dugc tlr bude xir Iy nguyén lidu vao binh chiét, tiép d6 chiét 3 lan trong diéu kién siéu
4m bang dung mdi etanol 96% véi tdng ty 1& nguyén liéu/dung mdi 1a 1/8 (trong
luong/thé tich), phan dich chiét duoc thu gom rdi ¢d chin khéng phan dich chiét nay
dén khi con 1/8, thu phan dich chiét long;

¢) tinh sach so bo dich chiét long bing cach chiét phan bd 3 1an phan dich chiét long
thu duoc tir bude chiét nguyén liéu véi diclometan (CH,Cl,) theo ty 18 1:1 (thé tich/thé
tich), sau khi thu phan doan diclometan cét loai dung méi diclometan thu dugc cao

long chira tanshinon; va

d) thu cao chiét chira hop chét tanshinon ¢ hoat tinh chéng ung thu bang cach hép
phu phén cao 1éng chira tanshinon 1én cdt sic ky Sephadex LH-20 duoc nhdi hat nhua
diaion HP-20 theo ty 1€ cao long/hat nhya 1a 10/1 (thé tich/trong luong), tiép d6 dé can
bang hap phu cot trong 8 gio rdi rira loai tap chit bang etanol vai thé tich gp hai lan
thé tich cot, cudi cling rira giai bang etanol 96% véi luong gip 5 14n thé tich cot, phin
dich rira giai nay duoc cét loai dung mdi trén may cit quay thu duoc san phim chua

hop chat tanshinon dang cao dic.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con thém budc siy cao chiét chira hop
chét tanshinon trong thiét bi c6 siy chan khong & nhiét d6 tir 55 dén 60°C dén khi ham
am khoang 5% dé thu duoc san pham cao chiét dang bot.

3. Quy trinh theo diém 1 hoic 2, trong d6 budc chiét nguyén lidu bot ré cay Pan sim
Salvia miltiorrhiza dugc thuc hién 3 1an, mdi 1an 2 gio & nhiét d6 40°C trong diéu kién

ap suat giam.





