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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chat 1-metoxy-3-metyl-9H-

carbazol (murrayafoline A) tur ré cdy com ruou trai hep (Glycosmis stenocarpa), quy trinh

bao gdm cac bude: a) xir 1y nguyén liéu; b) thuy phén nguyén liéu; c) chiét hop chat
murrayafoline A; d) tao phirc hop chat murrayafoline A voi B-CD; e) chiét thu hdi hop chat
murrayafoline A va f) tinh ché hop chét murrayafoline A. Quy trinh st dung cac phuong
phap két hop 1a: thuy phéan nguyén liéu bang enzym laccaza tho tur nam G. Lucidum; tao

phuc voi B-cyclodextrin va két tinh hop chit murrayafoline A trong ~dung moi n-

hexan/axeton dé thu hgp chit 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol v6i hiéu suat thu hoi hop

chat murrayafoline A tinh sach so véi hop chat murrayafoline A c6 trong nguyén liéu 1én

toi ~ 80%.
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Linh vye k§ thuat dwoc dé cap

Séng ché thudc linh vuc hoa sinh nham phéan lap, tinh ché cac hop chét giéli
hoat tinh sinh hoc c6 nguén gbc tir thién nhién. Cu thé 13 sang ché d& cap dén quy
trinh ng dung enzym két hop cyclodextrin trong phan 1ap va tinh ché hop chét 1-
metoxy-3-metyl-9H-carbazol (Murayafoline A hoic muA) tir r& cdy com rugu trai

hep (Glycosmis stenocarpa).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Theo théng ké cua td chirc Y té thé gioi (WHO), trén thé gisi hién nay co
trén 14 triéu ngudi méc ung thu va sb ngudi tir vong hang nam do ung thu 14 8,2
triéu ngudi/nim. Viét Nam hién nay 1& mot trong nhimng nudc c¢é tbe d6 mic ung
thu ngay cang cao vé6i trung binh mdi ngay c6 trén 300 ngudi chét vi ung thu. Cling
voi sy phat trién cta cac phuong phéap diéu tri ung thu méi st dung cac k¥ thuat va
thiét bi hién dai, cac thudc & ché phidm diéu tri, hd trg didu tri va phong ngira ung
thu méi ludn 14 yéu cau cip thiét dugc dit ra cho cac nha nghién ctu.

Trong nhitng nim vira qua, cic nha nghién ctru khong nglmg nd luc tim kiém
céc chét c6 hoat tinh sinh hoc cao, trong do hoat tinh phong ngtra va hd tro diéu tri
ung thu rdt dugc quan tdm. Trong s& cic hop chit dd dugc nghién ctu, hop chét
murrayafoline A dwoc phan lap lan dau vao nim 1985 va tai Viét Nam vao ndm
2005 tir cdy com ruqu tréai hep (Glycosmis stenocarpa) thé hién céc hoat tinh sinh
hoc phong phu, dic biét 1a hoat tinh tidu diét té bao ung thu theo co ché apoptosis.
Céc nghién ctru da xac dinh hop chét nay cé tac dung ddi voi nhidu dong té bao da
dugc thir nghiém, trong d6 co tic dung rit tét ddi véi cac dong té bao ung thu biéu
md (KB), ung thu phdi (LU-1), ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu méau (HL-
60) v&i gid tri 1Cso 14n luot 12 0,97; 0:74; 0,68 & 0,64; tuong duong véi elipticine (
ICs v6i céc dong té bao nay lan luot 1a: 0,89; 0,72; 0,70 & 0,66). Tuy nhién, khéc
vé6i elipticine, cac nghién ciru in vivo cho thdy murayafoline A hiu nhu khong thé
hién doc tinh déi v6i dong vat thir nghiém. Danh gia in vivo d6i v6i hoat tinh chdng
ung thu trén dong té bao LLU (Lewis Lung Carcinoma) cho thdy hop chét nay &
lidu ding 100mg/kgP/ngay khong nhitng c6 kha ning trc ché sw phat trién ctia céc té
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bao ung thu, lam cho thé tich khdi u giam t61 91,4% ma con c6 kha nang diét té bao
ung thw (16,67% sb dong vat thir nghiém khong con u, khde manh trd lai va hoat
dong binh thuong).

Cay com ruou trdi hep (Glycosmis stenocarpa (Drake) Tan.) thudc ho
Rutaceae. Dy 1a loai c¢6 than gd nhd, cao 1 m, tai Viét Nam thuong moc & ving
rimg nui cac tinh trung du va mién nai phia bac nhu Ctc Phwong — Ninh Binh; Chi
Linh — Hai Duong, Bic Giang, Quang Ninh .... Cac hop chét di dwoc phén 1ap chi
yéu tir cAy nay 1a alkanoids nhu murrayafoline A, murrayanin, bisisomahanin ...
trong d6 hop chat murrayafoline A chiém 0,3-0,4% khdi luong.

Céc nghién ctru phan 1ap hop chit 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol tir nguyén
liéu déu str dung két hop cac phuong phép chiét xuét, trich ly va sic ky khac nhau.
Néam 2001, Sukari va cdng su da tién hanh chiét tach va phéan lap murrayfoline A tir
1& clia cAy Murraya st dung cac phuong phéap sic ky khac nhau va xéac dinh ciu trac
bang k¥ thuat quang phd nhu IR, NMR va MS. Bot ré kho duoc chiét xuit bing
céch ngam chiét lién tiép vai ete dau héa, clorofom va metanol. Dich chiét bang ete
dau hoa dugc cb quay loai dung méi. Cao chiét ete dau hoa tho duge dua vao sdc ky
cot chan khong trén silica gel va rira giai bing hdn hop ete ddu mé, ete dau hoa /
CHCl3, CHCI; va cudi cung 1a CHCIl; / MeOH dé thu dugc 27 phan. Trong d6, phan

doan 12 cuda séc ky cot tao ra murrayafoline A - & dang dau nh6t mau néu.

Nam 2016, Tran Quéc Toan va cong sy da tién hanh phén tach murrayfoline
A tir r& clia cAy com ruou trai hep (Glycosmis stenocarpa) Viét Nam. Trong nghién
ciru ciia minh, nhom tac gia dd nghién ciu hai phuong phdp tadch va tinh ché
murrayafoline A va phat trién phuong phap HPLC dé x4c dinh ham lugng cta n6
trong nguyén li€u thuc vat va dich chiét metanol. D& chiét tach va phéan lap
murrayfoline A, bot ré kho G. stenocarpa duge chiét siéu 4m v&i metanol thu duoc
cao chiét metanol thd mau den. Cao chiét metanol tho sau d6 dugc hoa trong
MeOH: H,0 (1: 1, thé tich / thé tich) va dugc chiét phan bd bing n-hexan, etyl
axetat va n-butanol. Mot nira cao chiét & phﬁn n-hexan duogc dua vao séc ky cot dé
thu dugc murrayfoline A. Ntra con lai ctia cao chiét n-hexan dugc tién chung cét hoi
nude dé thu murrayfolin A. Két qua thu duoc cho thiy, hidu sudt cia Murrayafoline
A st dung phwong phép chung ct hoi nudc cao hon 1,5 lan so véi phuong phap

tach stt dung séc ky cot. Nhom tac gia ciing da phat trién phuong phap HPLC ap
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dung dé xac dinh ham luong Murrayafoline A trong nguyén liéu va chiét xudt G.
Stenocarpa. Ham luong Murrayafoline A dugc xac dinh 1a 0,38% (khéi luong)
trong 1& va 16,69% (khdi luong) trong cao chiét methanol cua G Stenocarpa.

Phuong phap nay cé uu diém la khong phai st dung cac phuong phap sic ky dit
tién, tuy nhién thoi gian cén thiét cho mot qua trinh 1a dai va lugng murrayafoline A

chua dugc chiét triét dé.

Do d6, dé phat trién dwoc ngudn nguyén liéu dé cung cip hop chét c¢6 hoat tinh
sinh hoc tir thuc vat cho nganh y dugc dé phat trién duogc phém nhim diéu tri cac
bénh nan y thi can thiét phai cai tién cac quy trinh chiét da biét d& c6 hiéu suét chiét
thu héi cao hon. Cu thé 1a cén cai tién quy trinh chiét tach va phan 14p hop chét 1-
metoxy-3-metyl-9H-carbazol tir r& cdy Com ruou trai hep (Glycosmis stenocarpa)

mot cach hiéu qua hon

Ban chét k§ thuit cia siang ché

Dé giai quyét vin dé nay, cac tic gia sang ché da nhan thiy ring trong ré cay
com ruou trai hep c6 thanh phin chinh 1 xenlulozo va lignoxenlulozo. Pay la céc
polyme thién nhién, thanh phén chinh c4u tao nén 16p vo té bao ré cdy com rugu tréi
hep. Céac hop chét thir cdp alkanoit nhu murrayafoline A, murrayanin,..., ndm trong
té bao cling nhu trong mang ludi lignoxenlulozo, dé phan 1ap duoc cac hop chét nay
can phai c6 céc tac dong tir bén ngoai pha v 16p céu tric polyme phirc tap niy. Céc
nghién ctru vé phan 14p muA trude ddy st dung phuong phap nhiét hodc séng siéu
4m lam tac nhan dé phé v& chung, tuy nhién ching chua thuc sy triét dé nén hiéu

qua phén ldp muA con chua cao (< 70%).

Céc tac gia cling nhan thdy rang, chung ndm G. Lucidum thudng sdng ky
sinh trén cac cdy than gd. Trong qua trinh sinh trudng va phat trién ctia minh chiing
can phai tiét ra cac enzym dé phan hiy cic té bao vo gb giau xenlulozo va
lignoxenlulozo thanh céac chit don gian d& hip thu. Loi dung tinh chét d6, cac tac
gi4 st dung dich enzym laccaza thd thu duoc tir dich loc mdi truong nudi cdy ching
ndm G. Lucidum 1am tac nhan phén giai cac xenlulozo va lignoxenlulozo dé giai
phéng murrayafoline A ra moi truong tu do, tir @6 dé dang st dung mot lugng nhé

n-hexan dé chiét xuat va lam giau murrayafoline A. Cén chi€t n-hexan thu duogc la
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mdt hdn hop cac chit khong tan trong nude, thanh phan chu yéu 14 céc alkanoids
nhu murrayafoline A (>30%), murrayanin, mahanin, bisisomahanin,v.v..

Mit khac, khi nghién clru tinh toan, céc tic gid xac dinh kich thudc phén ti
cua murrayafoline A trong khoang 4-9 angstrom (A) rit phu hop véi kich thude 15
ctia phan tit B- cyclodextrin (7,8 A), do d6 d& dang xay ra qua trinh tao phirc giita p-
cyclodextrin (B-CD) va hop chat murrayafoline A:

B-CD + muA = f-CD-muA

Quaé trinh tao phirc trén 13 qué trinh x4y ra thuan nghich, khi & nhiét d6 thap
qué trinh s& dich chuyén vé& bén phai dé tao ra phirc bén gitta muA va B-CD, ngugc
lai khi & nhiét do cao s& xay ra qué trinh pha hay phic dé giai phong f-CD va muA
tw do. Trong séng ché nay, céc tac gia da nghién ciru tmg dung tinh chit tao phirc
gitta muA va B-CD d& lam giau murrayafoline A tir cin chiét n-hexan.

Cu thé, quy trinh téng thé phan 1ap va tinh ché murrayafoline A tir ré cay
com ruqu trai hep duoc tién hanh nhu sau:

a) Xt 1y nguyén liéu ré cdy com rugu trai hep sau khi thu hoach dugc ria

sach, thai nhé va sy kho dén d6 4m nam trong khoang tir 10 dén 12%, tiép

d6 r& khd dugc nghién min dén kich thude dudi 0,1 mm, sau d6 duge bd

sung dung dich HCI 0,01M theo ti 18 1:4 (trong lugng : thé tich) va ngim

trong 6h, sau khi xir 1y, bot r& duoc bd sung thém nude dén ti 18 1:10 ( khbi

luong bdt nguyeén lidu : thé tich dung mdi), sau d6 dun sbi trong 10 phit réi

dé ngudi dén nhiét d6 phong;

b) diéu chinh pH ctia hdn hop sau khi dé ngudi vé khoang d6 pH nim trong

khoang tlr 5 dén 5,5 rdi bo sung enzym laccaza thd thu dugc tir dich loc moi

trudong nudi cdy ndm G. Lucidum (hoat dd 180-190 UI) theo ti 1& enzym/ co

chét 12 9 : 1000 (thé tich : trong luong), tiép d6 nang din va gitr nhiét do on

dinh & 50°C trong thoi gian 2 gid;

¢) chiét hdn hop sau thiy phin da dé ngudi dén nhiét do phong véi n-hexan

theo ti 1€ 10:1 (thé tich) trong ba l4n, thu pha hitu co va tién hanh loai bd

dung moi bing may ¢ cAt chan khong dé thu dugc can chiét n-hexan giau

hop chét murrayafoline A;

d) lic déu cin chiét n-hexan véi dung dich B-CD (5:1) bdo hoa & 20°C trong

thoi gian 1 gio, qua trinh dugc lip lai 3 14n, thu pha nuéc chira phirc cta B-

CD va hop chit murrayafoline A;
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e) nang nhiét do pha nude thu duge 1én 40°C va bd sung n-hexan véi ti 16
bang 1/5 thé tich dung dich, lic déu trong 30 phut rdi thu pha hitu co, 13p lai
'qua trinh 3 1an, tai sir dung lai pha nuéc, c6 pha hitu co du6i 4p sudt giam dé
thu duoc hop chét murrayafoline A tho;

f) hoa tan hop chét murrayafoline A thé dén bdo hoa trong dung dich n-
hexan/axeton (70/1) & 45°C, sau d6 lam lanh tir tir dén 0°C, giit yén trong 4
gi0, loc thu két tda va rua lai b%lng n-hexan lanh, sau dé séy kho dén trong
luong khong ddi dé thu duoc hop chit murrayafoline A tinh khiét c6 ham
lugng > 98%.

Mo ta van tat hinh vé

Hinh 1 14 so dd tém tit cdc budce cua quy trinh tng dung enzym két hop
cyclodextrin trong phan lap va tinh ché hop chit 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol

(Murayafoline A hodc muA) tir ré cay com rugu trai hep (Glycosmis stenocarpa)
MO ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc md ta chi ti€t véi cac phuong an thuc hién cu the,
tuy nhién, cdc phuong an nay chi nhim muc dich mé ta sang ché chir khong nhim

lam han ché pham vi yéu cau bdo hd cta sang che€.

Sang ché dé cap dén quy trinh chiét hop chét 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol
tir ré cdy com ruou trai hep (Glycosmis stenocarpa), quy trinh theo sang ché bao
gdm cac bude: a) Xt Iy nguyén lidu; b) thity phan nguyén liéu; c) chiét muA; d) tao
phirc muA véi B-CD; e) chiét thu hdi muA va f) tinh ché muA.

Trong budc xir Iy nguyén lidu, r& cdy com rugu trdi hep sau khi thu hoach
dugce rira sach, thai nho va sy kho dén do 4m nim trong khoang tir 10 dén 12%. R&
khé sau d6 duoc nghién min dén kich thudc duéi 0,1 mm sau d6 duge bd sung dung
dich HCI 0,01M theo ti 1& 1:4 (trong luong : thé tich) va ngdm trong 6h dé 1am
treong nd céc polyme thién nhién nhu xenlulozo va lignoxenlulozo. Bot ré sau khi
xtt Iy duoc bd sung thém nude dén ti 18 1:10 ( khdi lugng bot nguyén lidu : thé tich
dung moi/ giml) sau d6 dun soi trong 10 phit rdi dé ngudi dén nhiét d6 phong aé
diét men va diét khuén.

Trong budc thiy phan nguyén liéu, hdn hop sau khi dé ngudi duoc diéu
chinh pH vé khoang 5-5,5 rbi b6 sung enzym laccaza thd thu duge tir dich loc mdi
truong nudi cdy ndm G. Lucidum (hoat do 180-190 UT) theo ti 1& enzym/ co chét 1a
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9 : 1000 (thé tich (ml)/ khéi lugng (g). Nang dan va gitr nhiét do on dinh & 50°C
trong 2h. Muc dich ciia budc nay la sir dung enyzme phén l4p tir nAm d thiy phan
céc polyme thién nhién nhu xenlulozo va lignoxenlulozo cdu tao nén mang té bao
thanh céc cdu triic nho hon, giai phong muA trong té bao ré cdy com rugu trai hep
ra moi truong tu do dé qué trinh chiét muA béng n-hexan dugc dé dang va c6 hiéu
qué cao hon

Trong budc chiét muA, hdn hop sau thuy phén dugc dé ngudi dén nhiét do
phong va tién hanh chiét v6i n-hexan theo ti 18 10:1 (thé tich/thé tich) trong ba lan.
Thu 14y pha hitu co va tién hanh loai bé dung méi bing may cb cét chan khong dé
thu duogc cin chiét n-hexan giau murrayafoline A. Muc dich ctia buéc nay 1a st
dung n-hexan, dung méi hoa tan tét murrayafoline A dé chiét murrayafoline A tir
hdn hop sau khi thity phan ré cdy com rugu tréi hep.

Trong buéc tao phiic véi B-CD, cin chiét n-hexan dugc lic déu véi dung
dich B-CD (5/1) bdo hoa & 20°C trong 1 gio, qua trinh dugc lap lai 3 1an, thu 14y pha
nudce chira phirc cua B-CD va muA. Muc dich ctia budc nay la tién hanh tao phirc
boc gifta muA va -CD, phtic nay hoa tan trong pha nudc vi vay co thé d& dang loai
bo mot luong 16n céc tap chét co trong cin chiét n-hexan

Trong budc chiét thu hdi muA, pha nudc thu duge tiép tuc dugc nang nhiét
d6 1én 40°C va bd sung n-hexan véi ti 1¢ bang 1/5 thé tich dung dich. Lic déu trong
30 phit rdi thu 14y pha hitu co, qué trinh duoc lap lai 3 1an. Pha nudc duge tai sir
dung lai. Pha hitu co dugc c6 can dudi ép suét giam ta thu dugc muA thé. Muc dich
cua budc nay la nang nhiét do dé giai phong muA dang phirc v6i B-CD tan trong
nudc thanh muA dang tu do tan trong n-hexan; c6 can dung dich n-hexan dé thu
duoc muA tho

Trong budc tinh ché, muA thé dugc dem hoa tan bdo hoa trong dung dich n-
hexan/axeton (70/1) & 45°C sau dé lam lanh tir tir d&n 0°C, giit yén trong 4h. Loc
thu két tda va rira lai bing n-hexan lanh sau d6 dem sdy kho dén khéi lwong khong
d6i thu dugc muA tinh khiét ¢6 ham luong > 98%.

Kiém tra do tinh sach bing phuwong phip do diém néng chay, do phd cong

hudng tir hat nhan NMR va xéac dinh cong thirc phén tir, két qua nhu sau:

Hop chét murrayafoline A thu dugce c6 cAu trac hoa hoc nhu sau:
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Céc thong sb hoa 1y cia 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol:
+ Cong thirc phan ti: CisH13NO
+ Khdi lugng phan tir: 211 g/mol
+ Chét ran, mau tring vo dinh hinh

+ Ph6 khéi lwong phun mu dién tr ESI m/z:234 [M + Na]*

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: quy trinh cu thé phan lap va tinh ché murrayafoline A tir ré cdy com rugu
trai hep (G.stenocarpa) dugce tién hanh nhu sau:

10 kg ré cay com ruou trai hep tuoi sau thu hoach duge rira sach, théi nho va
sdy kho & nhiét do 80°C dén do 4m 12%. Nghién nhé trong may nghién bua dén
kich thudc 0,1mm thu dugc 2,5kg bot ré cdy com ruou trai hep c6 ham lugng muA
12 0,38% (HPLC). Bt sau khi nghién dugc bd sung 10 lit dung dich HC1 0,01M va
ngdm trong 6h. Sau do tiép tuc bd sung 15 lit nudce sach, khudy déu va dun soi trong
10 phut rdi dé ngudi dén nhiét do phong.

Hbn hop sau khi dé ngudi dwoc diéu chinh pH vé khoang 5-5,5 bang hé dém
axetat, khuéy déu rdi bd sung tir tr 22,5ml dich enzym laccaza thd (hoat do 190 UI)
thu dugce tir dich loc mdi trudng nudi cdy nim G. Lucidum. Ting tlr tir nhiét do hdn
hop 1én 50°C, khudy déu & tdc do 50 — 80 rpm trong 2h.

Hdn hop duogc dé ngudi dén nhiét do phong roi bd sung 2,5 lit n-hexan,
khudy déu trong 15 phut rdi d& yén dén khi phan 16p hoan toan, thu l4y pha hitu co
phia trén. Lip lai qué trinh 3 1an sau d6 gom toan bd pha hitu co roi tién hanh loai
b6 dung moi bang may cd cit chan khong thu dugc 127g cdn chiét n-hexan

Can chiét n-hexan duogc lic déu véi dung dich 635ml dung dich B-CD bao
hoa (18,5g/lit) & 20°C trong 1 gid, thu 14y pha nuéc chra phirc ctia f-CD va muA.
Qua trinh duogc 13p lai 3 lan, gom chung tht ca pha nudc thu duge 1905ml dung dich
chtra phirc muA va B-CD.
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Dung dich thu dugc tiép tuc duoc ning nhiét d6 1én 40°C va bd sung 380ml
n-hexan. Lic d&u trong 30 phat rdi thu lay pha hitu co, qua trinh duoc 13p lai 3 1an.
Pha nuéc duge tai st dung lai. Gom chung pha hitu co 1di ¢6 can dudi ap suit giam
bing méy cd cit chan khong thu duge 12,7g muA thé dudi dang diu dic.

MuA th6 dugc dem hoa tan trong 32 ml dung dich n-hexan/axeton (70/1) &
45%C sau d6 lam lanh tir tir dén 0°C, giit yén trong 4 gid. Loc thu két tia va ria lai
bing n-hexan lanh sau d6 dem sdy khd dén khdi lwong khong dbi thu duge 7,54¢
muA tinh khiét ¢6 ham lugng > 98%. Cac dit lidu phd cong hudng tir hat nhan cia
hop chit muA thu duoc nhu sau:

H NMR (500MHz, CDCls), 8u (ppm): 2,65 (s, 3 H); 4,06 (s, 3 H); 6,83 (s, 1
H); 7,28-7,35 (m, 1 H); 7,48-7,50 (m, 2 H); 7,60 (s, 1 H); 8,14 (d, J=7,8 Hz, 1 H),
8,27 (br. s, 1 H).

BC NMR (125 MHz, CDCl3), dc(ppm): 22,4; 55,9; 108,2; 111,4; 113,0;
119,6; 120,9; 124,0; 124,8; 125,9; 128,5; 129,9; 139,9; 145,8.

Hiéu qui dat duwgc cta sang ché

Sang ché nay dua ra quy trinh c6ng nghé phén lap va tinh sach hop chét 1-
metoxy-3-metyl-9H-carbazol tr ré cdy com ruou trai hep (Glycosmis stenocarpa).
Quy trinh dwgc mo ta bdi sang ché hiéu qua, c6 kha ning phan lap hop chét
murrayafoline A Ién t&i ~ 80% so véi luong murrayfoline A cé trong nguyén liéu
v6i dd sach lén t6i trén 98% (HPLC). Céc quy trinh khac dugc md ta ¢ hiéu suét
phén lap chi vao khodng 60%, vi vay ddy la mot quy trinh hiéu qud md ra mdt
huéng diéu ché méi tao ngudn nguyén lidu tét cho nganh dugc phim va thuc phdm
chirc nédng.

Quy trinh sang ché nay dua trén dic tinh ctia nguyén liéu 1a r& cdy com rugu
trai hep d& dang bi thiy phan boi enzym laccaza cia ndm G. Lucidum cling nhu kha
ndng tao phtc ciia murrayafoline A véi B-cyclodextrin. Pay la nhitng dédc tinh tao
nén tinh khéac biét nén co6 hi¢u qua thu hoi murrayafoline A — mdt hop chét ¢6 hoat
tinh t5t cho tim mach ciing nhu ¢6 hiéu qua cao trong phong ngira va hd trg didu tri
céc bénh ung thu. Do d6, quy trinh dwoc mé ta béi sang ché nay co vai trod thiét thuc
trong dinh hudng nghién ctru va ung dung hoat chat nay vao cac linh vuc y hoc,

dugc pham va thue phim chirc ning dé phuc vu doi sdng.
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Quy trinh dugc mod td bdi sang ché giip ning cao hiéu qua phéan tach
murrayafoline A. Quy trinh nay giup gidm mdt lugng 16n céc loai dung moéi hitu co
va héa chét st dung, ddng thoi trong qué trinh thuc hién ddu c6 kha ndng tai su
dung dung mdi n-hexan va dung dich B-cyclodextrin. Vi véy, khi 4p dung sang ché
ndy s& thu dugc nhidu lgi ich v& kinh té ciing nhu mdi truong.

-10-
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh phén 14p va tinh ché hop chét 1-metoxy-3-metyl-9H-carbazol (hop chit
murrayafoline A) tir ré cAy com rugu trdi hep (Glycosmis stenocarpa) theo phuong
phap thiy phan bdi enzym va tao phirc véi f-cyclodextrin, quy trinh nay bao gdm

cac budc:

a) Xt Iy nguyén lidu ré cdy com rugu trai hep sau khi thu hoach dugc rira
sach, thai nho va séy kho dén do 4m nidm trong khoang tur 10 dén 12%, tiép
d6 ré kho duoc nghién min dén kich thude duéi 0,1mm, sau d6 duge bd sung
dung dich HC1 0,01M theo ti 1& 1:4 (trong lugng : thé tich) v ngam trong 6
gio, sau khi xtr ly, bot ré duogc bd sung thém nudce dén ti 16 1:10 ( khdi luong
b6t nguyén liéu : thé tich dung moi), sau d6 dun s6i trong 10 phit rdi dé
ngudi dén nhiét do phong;

b) didu chinh pH cta hdn hop sau khi dé ngudi vé khoang do pH nam trong
khoang tir 5 dn 5,5 rdi bd sung enzym laccaza tho thu dugc tir dich loc moi
trudng nuoi cdy ndim G. Lucidum (hoat @ 180-190 UI) theo ti 1 enzym/ co
chit 12 9 : 1000 (thé tich : trong luong), tiép d6 nang dan va git nhiét do én
dinh & 50°C trong thoi gian 2 gio;

¢) chiét hén hop sau thiy phan da dé ngudi dén nhiét do phong véi n-hexan
theo ti 1& 10:1 (thé tich : thé tich) trong ba 14n, thu pha hitu co va tién hanh
loai bd dung méi bing may co cit chan khong d8 thu dwoc can chiét n-hexan
gidu hop chit murrayafoline A;

d) lic déu can chiét n-hexan v6i dung dich B-CD (5:1/ khdi lugng : thé tich)
bdo hoa & 20°C trong thoi gian 1 gid, qua trinh dugc ldp lai 3 lan, thu pha
nudc chira phic cia 3-CD va hgp chét murrayafoline A;

e) nang nhiét d¢ pha nudc thu duoc 1én 40°C va bd sung n-hexan vdi ti 1¢
bang 1/5 thé tich dung dich, lac déu trong 30 phit rdi thu pha hitu co, 13p lai
qué trinh 3 1an, tai st dung lai pha nuge, ¢6 pha hitu co dudi ap suét giam dé
thu duoc hop chét murrayafoline A tho;

f) hoa tan hop chit murrayafoline A tho dén bao hoa trong dung dich n-
hexan/axeton (70/1) & 45°C, sau d6 lam lanh tir tir dén 0°C, gift yén trong 4
gio, loc thu két tha va rua lai b%mg n-hexan lanh, sau do séy kho dén trong
lwong khong d6i dé thu duge hop chit murrayafoline A tinh khiét c6 ham
lugng > 98%.

-11-



28816

Hinh 1: So dd quy trinh phan 14p va tinh ché theo sang ché

R& khd

G. stenocarpva

1. Nghién min dén 0,1 mm
2. Ngim trong dung dich HC1 0,01M (1:4); 6gio

A 4

Bot ré da xur 1y 1

1. B4 sung nude dén ti 18 1:10 (khédi luong nguyén lidu
: the tich dung m6i); 2. Pun sbi trong 10 phit
3. D€ ngudi dén nhiét do phong

A

Bot ré da xir 1y 2

1. Piéu chinh pH 5-5,5

2. B6 sung ezym laccaza tir dich loc méi trudong nudi
cAy nidm G. Lucidum

3. Nang dan va gift nhiét @6 én dinh 50°C trong 2 gid

\ 4

Hon hop sau thiy phan

1. Ha t}hiét do x,uéng nhiét 4§ phong .
2. Chiét phan bd véin —hexan ( 1:10); 3 lan

A y

v

Pha nuéc

v

Pha n-hexan

Co can
v v

Cao n-hexan n-hexan

Léc v6i dung dich B-CD béo hoa (5:1)
1gid; 20°C; 3 lan

A

v v

Dung dich B-CD chira Mu-A Cao didc

Chiét phan bd n-hexan (1:5)

A

v

40°C; 3 lan
v

Dung dich B-CD

Dung dich n-hexan chira Mu-A

n-hexan

Y

Cod can

v
Mu-A tho

1. Hoa tan bdo hoa trong dung dich n-hexan/
Axeton (70/1) & 45°C

2. Lam lanh dén 0°C trong 4 gio

3. Loc két tia, rira bing n-hexan lanh; sdy khd

)
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