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Linh vic ki thuit dwge dé cip

Giai phép hiru ich d& cip dén phuong phép diéu ché thudc, cu thé 1a dé cap dén
dung dich tiém chira ginkgolit va phwong phap didu ché ginkgolit, thudc linh vuc thude
phong chita bénh.

Tinh trang ky thuit ctia gidi phap hiru ich

Bit dau tir thip nién 60 cta thé ky trude, nhiéu quic gia trén thé gidi da 4p dung k¥
thuat chiét tach hién dai dé tién hanh nghién ctru cic thanh phin héa hoc ctia 1a bach qua,
qua thuc nghiém dugc ly va thuc chimg 1am sang cho théy, hoat tinh sinh vat da phuong
dién cta 14 bach qua c6 lién quan dén céc thanh phan hoéa hoc riéng biét ctia né. Tién si
Willar Schwabe ngudi Puc 1an dau tién da dang ky mot loai chat chiét xuat don gian tir 14
bach qua, bang doc quyén sang ché nim 1972 (W Schawabe DE 176708 va DE 2117429),
dat tén 1a EGb 761, c6 hi¢u qua didu tri 13 rét trong didu tri cac bénh huyét quan tim, ndo
va cac bénh thudc hé than kinh. Céc quéc gia dua thudc bao ché tir bach qua vao danh muc
thudc diéu tri 1a Pic, Phép va Trung Qudc; cic nude khac déu dua vao thuc pham chirc
niang hoic thudc ding khong theo toa; thue pham chirc ning tir bach qua do M§ tim ra da
duoc Cuc quan 1y Duoc phim va Thue pham Hoa Ky (Food and Drug Administration -
FDA) phé chuén.

Ginkgolit 1a hop chat tdng hop loai Terpen, goi 1a Terpen lacton, do sesquiterpen
lacton va diterpenoit — 14 thanh phan hoat tinh quan trong trong 14 bach qua, hop thanh.
Bilobalit 14 sesquiterpen lacton, do R.T. Major chiét tich duoc nam 1967 va K. Weinges
chiét tach dugc nam 1969, hién nay hop chat tng hop duy nhat phat hién trong 14 bach
qua 1a hop chéit sesquiterpen lacton. Ginkgolit A, B, C, M, J 1a hop chit tdng hop
terpenoit, dugc S.Furukawa l4n dau tién chiét tach duogc tir 14 bach qua ndm 1932, dén
nam 1967 dugc K.Nakanish, M. Maruyama va K.Okabe tiép tuc chiét tach va xac dinh
lién két hoa hoc ctia ching. Tir lién két hoa hoc ctia ching cho thiy, c4u tao phan tir cia
bilobalit do 15 nguyén tir cacbonium cAu tao thanh 4 vong dang 5 canh dan xen v6i nhau,
trong d6 c¢6 01 vong cacbonium 5 canh, 03 vong lacton cacbonium 5 canh, lién két trén
vong 5 canh cé mot chét tertbutyl hiém gdp trong cac sdn vat tu nhién. Bilobalit c6 hoat
tinh sinh hoc vo cling manh, c¢6 tac dung thic ddy than kinh sinh trudng, c6 thé cai thién
chitrc ning ngan ngira img kich oxy héa ti thé (mitochondria) té bao ndo gy nén, cai thién
chirc nang ghi nhé & ngudi cao tudi, phong tranh phét sinh bénh dang tri & ngudi gia va
tac dung phong chdng bénh mit myelin (demyelination) hé than kinh trung wong, tuy, tac
dung bao vé hé than kinh va dinh dudng than kinh ctia né manh hon ginkgolit. Ginkgolit
B c6 tac dung khang viém, chdng chodng, bao vé huyét quan tim va ndo, diéu tri viém
tuyén tuy cdp. Cau tao phdn tir ctia hop chat trong hop ginkgolit do 20 nguyén tir
cacbonium tao thanh, cé 6 vong dang 5 canh, trong dé cé 2 vong cacbonium 5 canh, 3
vong lacton 5 canh va 1 vong tetrahydrofuran; 2 vong cacbonium 5 canh duoc lién két
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v6i nhau theo kiéu vong X04n, cac vong con lai déu duoc lién két theo kidu dan xen, tao
ra mot lién két hoa hoc 1ap thé dic biét dang 1dng chic chan. Trong céc phan tir ginkgolit
ddu c6 chét tertbutyl hiém gdp trong san vat tw nhién. Ginkgolit gdm cé diterpenoit va
sesquiterpen lacton, diterpenoit chu yéu c6 ginkgolit A, B, C, J va M; con sesquiterpen
lacton c6 bilobalit.

Dau thap nién 70 cta thé ky XX, sau khi phat hién ra PAF, cic nha dugc hoc da
tién hanh nghién ctu ddi voi ginkgolit, xédc dinh 15 ginkgolit 13 chit déi khang
(antagonist) nguyén t6 lam tdng hoat tinh cta tiéu cau, co tac dung bao vé hé mién dich,
hé thin kinh trung khu, tén thuong thiéu méu, ddng thoi c6 tac dung chdng choéang,
chéng di tmg va khang viém. Su khac biét vé lién két cta ginkgolit A, B, C, M va J & chd
s& luong gbc OH va vi trf lién két gbc OH khéac nhau. ginkgolit déu 1a chit déi khang
nhén 6 1am tang hoat tinh cua tiéu cau, 1a thanh phén quan trong véi hoat tinh sinh ly dédc
biét trong 14 bach qua.

Kiéu lién két ctia ginkgolit A Kiéu lién két ctia ginkgolit B
Cong thirc phan tr: Co0Hp409 Cong thtrc phan ti: CoHp401p
Phéan tr luong: 408,4 Phéan tr luong: 424,4

Kiéu lién két ctia ginkgolit C Kiéu lién két ctia Bilobalit
Cong thure phan ti: CoH,4O13 Cong thtrc phén tu: Cy5H;30g
Phan tr luong: 440,4 Phan tu luvong: 326,3

Ginkgolit c6 tac dung rc ché dic biét manh dbi v6i thu thé PAF nguyén td hoat
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héa cua tiéu cau, trong d6 hoat tinh khang PAF cua ginkgolit cao nhit. PAF 1a mot loai
phospholipid ndi sinh do nhiéu loai t& chirc viém bai tiét san sinh ra, 1a chat dan du tap
trung tiéu cdu ¢ hidu qua nhit ma dén nay méi phat hién ra, n6 c6 quan hé mat thiét véi
viéc phat sinh, phat trién cia nhiéu loai bénh khac nhau. Ginkgolit hién nay dugc cho 1a
chét déi khang thu thé PAF thién nhién c6 trién vong tmg dung 1am sang nhét, hoat tinh
tac dung ddi khang ctia n6 c6 lién quan mat thiét voi lién két hoa hoc. Khi R3 trong lién
két lacton 12 géc OH hoic sb lugng géc OH téng cao, thi hoat tinh db6i khang ddi voi PAF
yéu di; khi R2 1a gbc OH va R3 1a H, thi hoat tinh ting lén 13 rét, trong d6 tac dung déi
khang ma ginkgolit B san sinh ra dbi véi PAF manh nhat.

C6 nhidu cach @& chiét xuat va tinh ché ginkgolit, nhung chu yéu 1a phuong phép
chiét xuét bang dung moi, phuong phap chiét xudt cot, phuong phép két hop chiét Xuét
bing dung mdi — cot, phuong phap chiét xuat sidu téi han, phuong phép tinh ché sic ky
phd hoic sic ky cot. Nhitng phuong phép nay déu khong thé chiét xuét mot cach hiéu
quéa hop chit téng hop ginkgolit ham luong cao, mit khéc lai cling khong x4c dinh dugc
céc ty 16 hop thanh cta ginkgolit, vi vAy, hidu qua cta thudc cling khic nhau trong sir
dung 14m sang, do ham lugng ctia né khong cao, ciing t6n tai nhimg riii ro an toan nhét
dinh, doc chit dugc 1y va sd liéu thuc nghiém 1dm sang khong hoan chinh. Chinh do vay,
céc phuong phép néu trén déu dimg & giai doan thir nghiém, chwa thuc hién ap dung vao
qué trinh san xudt thudc. Ngay tai Trung Qudc, tuy c6 bing doc quyén séng ché dé cap
dén dung dich tiém ginkgolit, nhung két cdu ctia né déu khong gidng vai giai phép hitu
ich nay, qua tim kiém trén céc trang web chinh phii cic nudce thanh vién ICH, dén nay
van khong c6 san phém thudc tiém ginkgolit khac duoc dua ra thi truong. Viéc tric dinh
cac thanh phan trong ginkgolit hién nay chu yéu st dung phwong phiap HPLC-UV,
HPLC-MS va HPLS-ELSD. Céc phuong phép nay chi cé thé tién hanh tric dinh ham
luong dbi voi céc thanh phin cia ginkgolit, do thiéu su kiém soat chit ch& ddi véi cac
chit gy hai c6 trong san phim, va khong thé phan anh mot cach chan thuc dic tinh chat
lugng ctia dugc phém, do vay khong thé tao thanh mot hé théng kiém soat chit luong
dugce pham hoan thién.

Trong céc sang ché khac co ding meglumin hodc natri hydroxit dé 1am chét trg
dung mdi, do ginkgolit ¢6 lién két vong 5 canh dic biét, trong moi trudng kiém d& lam
cho lacton bi h¢ vong va lam cho thuéc mit hiéu qua diéu tri, khong thé tranh duogc
nhitng hiém hoa ngdm mét an toan cho viéc ding thudc trong diéu tri 1am sang. Giai phap
hiru ich hy vong dé xuét dung dich tiém ginkgolit bang cong nghé san xuit hoan hao véi
phuong kiém soat chét luong nghiém ngit.

Ban chit ky thuit clia giai phap hiru ich
Vén d& k¥ thuat duoc giai quyét

Do ginkgolit 14 chét c6 tinh tan trong lipit, va dudng nhu khéng tan trong nudc,
ding etanol va glyxerin — t4 duoc c6 tinh an toan cao dé lam chit trg dung moi theo giai
phép hiru {ich, kiém soét chit chd ty 18 chét trg dung moi & khoang 1:1 ~ 5:1, lién két ctia
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ginkgolit khong c6 thay ddi, da giai quyét hidu qua van dé hoa tan cta thude, ding axit
xitrat hodc axit clohydric 1am chat didu chinh d6 pH, c6 thé lam cho thudc 6n dinh hon,
tranh duoc tach két tinh trong qua trinh luu gitt thudc 1am cho d6 trong va vi hat khong
tan kém chét luong, giai quyét duoc hiém hoa ngdm an toan trong diéu tri ldm sang.

Muc dich ctia giai phap hiru ich 1a d& xudt dung dich tiém ginkgolit véi wu diém
chét hop thanh rd rang va cé ty 18 ¢b dinh, hon nita lai loai bé hidu qua cic dai phén tt,
protein, tranh dugc phét sinh cdc phan Umg bat loi. Thanh phan hoat tinh ctia dung dich
tiém theo giai phap hitu ich 1a ginkgolit c6 do tinh khiét cao, chat hop thanh rd rang, ty 1€
¢b dinh, ham luong hitu hiéu dat trén 95%, trong d6 4 chit hop thanh gdm bilobalit
(CsH50g) 12 25,0% ~ 50,0%, ginkgolit A (Cy0H400) 12 20,0% ~ 45,0%, ginkgolit B
(C20H24010) 14 10,0% ~ 30,0%, ginkgolit C (C20H24011) 14 5,0% ~ 15,0%.

Céch thire giai quyét vén dé

Pé dat duoc muc dich trén ddy, theo mot khia canh, sing ché dé xuat dung dich
tiém ginkgolit theo gidi phap hitu ich gdm c6 cac thanh phan duéi day:

- Ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 1 - 10 mg/ml (chon phuong an
t61 wu 1a 5 mg/ml)

- Glyxerin: 0,2 - 0,5 ml/ml (chon phuong an t61 wu 13 0,4 ml/ml)

- Etanol: 0,4 - 0,7 ml/ml (chon phuong an tdi vu 12 0,6 ml/ml)

- Nuée dimg dé tiém: 0 - 0,5 ml/ml (chon phwong an t6i wu 1a 0 ml/ml)
Trong cong thic néu trén, thuc chét ton tai hai tinh huéng:

1. Khi chon phuong én nugc dung dé tiém véi lugng bang Oml/ml, st dung
glyxerin hodc etanol lam cht trg dung mdi.

Kiém soét chiat chd ty 1& thé tich chét trg dung mdi & khoang 1:1 ~ 5:1, thc ty 1€
thé tich gitta etanol va glyxerin1a 1 - 5 phin etanol va 1 phan glyxerin.

Cong thtic Iyra chon t81 vu nhu sau:

- Ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 10¢g

- Glyxerin: 800 ml

- B4 sung etanol: 2000 ml

Cheé thanh: 1000 dng

Nhu vay, dung dich tiém ginkgolit theo giai phéap hitu ich gdm c6 céc thanh phan
dudi day:

- Ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 5 mg/ml

- Glyxerin: 0,4 ml/ml

- Etanol: 0,6 ml/ml
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2. Khi chon phuong 4n nudc dung dé tiém véi luong khac Oml/ml, st dung
glyxerin hodc etanol 1am chét trg dung moi.

Kiém so4t chat ché ty 1& thé tich chét tro dung mdi ¢ khodng 1:1 ~ 5:1, thc ty &
thé tich gifta etanol va glyxerin 1a 1 - 5 phan etanol va 1 phén glyxerin.

Cong thuc lya chon td1 uu nhu sau:

- Ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 10g

- Glyxerin: 400 ml

- Etanol: 1200 ml
- B sung nudc dung dé tiém: 2000 ml
Ché thanh: 1000 6ng

Nhu vy, mdi mot ml dung dich tiém ginkgolit theo giai phap hiru ich gém c6 cac
thanh phan dudi day:

- Ginkgolit (tinh theo ham luong Terpen lacton): 5 mg/ml

- Glyxerin: 0,2 ml/ml
- Etanol: 0,6 ml/ml
- Nude ding dé tiém: 0,2 ml/ml

Etanol va glyxerin cling v6i nude ding dé tiém c6 tinh hoa tan trong nhau rét t6t,
dung dich sau khi d& duoc hoa vao nhau c6 tinh dn dinh tét, voi vai tro 1a chat dung moi
nén c6 thd bao dam duoc lién két hoa hoc vdn c6 cia thude, cb loi cho co thé hép thu,
phat huy t6t hiéu qua didu tri cta thubc. ginkgolit c6 tinh hoa tan rat tdt trong etanol,
nhung hoan toan 14y etanol lam dung méi dé tiém sé tao ra kich thich twong d6i manh ddi
v6i co thé con ngudi, vi vay, ding glyxerin va mot it nuéc dung dé tiém pha lodng etanol,
c6 thé lam giam mot cach hidu qua muc d6 budt nhiic trong qua trinh tiém vao tinh mach
va kha nang chiu dung ctia co thé nguoi ddi voi etanol, dong thoi khong thé thay ddi tinh
hoa tan ctia dung dich dbi véi thude ciing nhu tinh dn dinh ctia dung dich.

Phuong phap diéu ché thudc tiém ginkgolit theo giai phép hiru ich nhu sau:

a. Didu ché: Tron etanol véi glyxerin (ty 18 chét tro dung moi 1: 1 ~ 5:1), cho thém
ginkgolit, khudy déu hoa tan, bd sung etanol hoc nuéc ding dé tiém cho dén khi du liéu
luong, léy dung dich axit xitric 5 ~ 10% hodc dung dich axit clohydric 1 ~ 10% dé diéu
chinh d¢ pH dén khoang 2,5 ~ 6,5, @3 pH wu tién lua chon trong khoang 3,2 ~ 3,8.

b. Loc va loai bo vi khuan
c. bong kin
d. Diét khuén.

Phuong phép kiém so4t chit lwong dung dich tiém trong phét minh bao gdm:
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- Tinh trang: Chét long khong mau trong sudt.
- Do pH: 3,0 —4,5. D6 pH uu tién lya chon trong khoang 3,2 ~ 3,8.

- Mau cta dung dich: It hon chét léng do mau tiéu chuén sé 4 mau vang (Trung
Quéc duoc dién).

- Tanin, Nhua, Oxalat, Kali: Khong duogc co6.

- Poc tinh khac thuong: Trong mdi mot ml c6 0,2 mg dung dich, pht hop véi tiém
tinh mach.

- Gay sbt: Lidu luong tiém 5 ml dung dich dat chuan/mdi kg trong lugng thd nudi
(Trung Qudc duoc dién).

- Huyét tan (Hemolysis) va dong két: Lay 6 ml dung dich tiém theo giai phép hitu
ich pha loAng v&i 100 ml dung dich tiém clorua natri 0,9%, kiém tra dat tiéu chuin
(Trung Quédc duoc dién).

- Thir nghiém di tng thudc: Lay dung dich tiém, cho thém dung dich tiém Clorua
natri 0,9% pha lodng thanh 0,4 mg/ml (tinh theo ham lugng terpen lacton), dung dich thtr
duoc tiém vao tinh mach tho, chd 30 phut sau, khéng dugc ¢ hién twong phan tmg véi
thudc.

- Thir nghiém tinh kich thich: Liy dung dich tiém theo giai phap hitu ich pha lodng
v6i dung dich tiém clorua natri 0,9% thanh dung dich véi ndng d6 0,5 mg/ml; ding 3 con
thd nudi, khong phan biét duc cdi, can kiém tra trong luong timg con, tiém dung dich vao
tinh mach tai phai cta thé nudi mdi ngay véi lidu lugng 10 ml/kg, déng thoi tiém dung
dich clorua natri 0,9% vao tinh mach tai tréi, téng cong 03 1an. Mdi 1an trude khi tiém
thudc 01 tiéng, sau khi tiém thudc 06 tiéng va 1an cudi cing 48 tiéng sau khi tiém thudc,
quan s&t bing mat thudng huyét quan tai vi tri tiém xem c6 c4c tridu ching phan ing nhu
xung huyét, xuét huyét, hoai tir hay khong. 48 tiéng sau lan tiém cudi cting, chich mau
tinh mach co dé giét tho, tir chd choc kim tiém gén cudi tim 1 cm, cat léy 2 ¢m vanh tai,
¢ dinh trong dung dich FAA, tich nuéc thong thuomg, nhing miu cit vao parafin,
nhudm mau HE, tién hanh kiém tra bénh hoc t& chirc huyét quan duéi kinh hién ¥i quang
hoc dé dénh gia c6 tinh kich thich hay khong. Mau vt thir nghiém tiém tinh mach khong
duoc ¢6 phan tmg kich thich huyét quan.

- Tong axit ginkgolic: Cot sic ky C18, pha luu dong: Metanol — axit axetic 1%
(90:10), budce séng kiém tra 1a 310 nm, tinh téng ham luwong axit ginkgolic bing phuong
phap tiéu chudn ngoai vat ddi chiéu axit ginkgolic, khong dugc vuot qua 1ppm.

- D6 thi ddu van tay: Cot sic ky C18; pha luu dong: Metanol — Tetrahydrofuran —
nuée (25:10:65); may kiém tra tén xa bay hoi (ELSD); nhiét d6 dng chuyén dong: 105°C;
luu téc tai khi: 3,00 L/phat; nhiét do cot: 40°C. Vat tham chiéu gém vat déi chiéu
bilobalit, vat ddi chiéu ginkgolit A, vat déi chiéu ginkgolit B, vét d6i chiéu ginkgolit C;
dénh gia hé théng theo mac do tuong tu dd thi déu van tay s&c ky thudc Béc, 4 chi tiéu
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du c6 dinh muc do twong tu dd thi ddu van tay ddi chiéu > 0,95.

- V6 khuan: Theo phwong phap loc miang méng, 14y dung dich clorua natri vo
khuén 0,9% pha loang d loc, ddng thoi dung rira mang moc 3 14n bang clorua natri vo
khuan 0,9%, vo khuén dat tiéu chuin (Trung Quéc dugce dién).

- Ham luwong: Cot sic ky C18; pha luu dong: Metanol — tetrahydrofuran — nudc
(25:10:65); may kiém tra tan xa bay hoi (ELSD); nhiét do bng chuyén dong: 105°C; uu
tdc tai khi: 3,00 L/phut; nhiét d6 cot: 40°C. Tric dinh sau khi ding cot Extrelut-20 hép
thu xt 1y vat mau, tinh tong luong terpen lacton trong mdi mot ml 1a 4,5 — 5,5 mg (lay
theo bilobalit (C;sH;303), ginkgolit A (CyoH,40y), ginkgolit B (Cy0H24040) va ginkgolit
C (CyoHp4Oy).

Dung dich ginkgolit c6 tdc dung hoat huyét héa 1, thong kinh hoat lac, dung dé tri
ching @ huyét tro lac giai doan phuc hdi kinh lac (téc ngh&n mrc d9 nhe va trung binh)
do triing gi6, ban than bét toai, méo miéng, khan tiéng, t& moi tr chi.

Dung dich tiém theo giai phap hitu ich st dung ginkgolit c6 d6 tinh khiét cao, chat
hop thanh rd rang va co ty 1¢ c¢b dinh, ham luong chét c6 hiéu qua 1én té1 trén 95%, trong
d6 trong d6 4 chét hop thanh gdm bilobalit (C;sH;30g) 14 25,0% ~ 50,0%, ginkgolit A
(Cy0H2400) 12 20,0% ~ 45,0%, ginkgolit B (Cy0H4010) 1a 10,0% ~ 30,0%, ginkgolit C
(CyHp401y) 12 5,0% ~ 15%, téng axit gingko dudi 5 ppm, dat yéu ciu cta EU. Toan bd
cong nghé san xuét da dam bao duoc tinh 6n dinh ty 1¢ thanh phﬁn terpen lacton va hiéu
qua diéu tri 1Am sang; ddng thoi phuong phép sic ky gel va k¥ thuit sic ky
1ong ghép khdi phé (HLPC-MS) duge tng dung vao trong linh vuc kiém tra, da giai
quyét duoc cac chit dai phan tir va tdn du polyme va protein trong cong nghé san Xuat
thudc tiém Trung duoc thuong thay, giam bét viée phat sinh cac phan ung xAu, 4 chi tiéu
dd thi dau van tay déu ¢ dinh mirc d§ tuong tu > 0,95. Tinh chat khong tan trong nude
cta terpen lacton, chit tro dung mdi hidu qua cao duge chon — dung mdi hdn hop etanol
va glyxerin, cling di giai quyét dugc vin d& nan giai vé k¥ thuét cia cong nghé thong
thuong, tranh phai ding cac nguyén liéu phu c6 tinh axit kiém khac khién ginkgolit bi hé
vong ma pha v& lién két thanh phin, 1am cho céc thanh phan hiru hidu cang 6n dinh hon,
déng thoi cling da dat duoc yéu cAu vo khuin dung dich tiém. Chi ti€u kiém soat chét
luong san phdm duoc thuc hién tir nhidu goc d6 va toan dién, di thiét 1ap hitu hiéu
phuong phap kiém soat tap chét hoan thién, da 4p dung cac k¥ thuit va cong nghé kiém
tra thudc tiém Trung dugc nghiém ngat nhét hién nay nhu dd thi ddu van tay, doc tinh
khac thuong, thir nghiém tinh kich thich, huyét tan (Hemolysis) va dong két, thir nghiém
di mg thudc dé kiém soat chit luong san phdm, tinh an toan trong st dung 1dm sang
dwoc nang cao rd rét, k¥ thuat kiém soat chit lugng da vuot xa hon han phuong phap
didu ché dung dich tiém tir 14 bach qua duoc thé giGi cong nhédn hién nay, dat dén trinh do
tién tién déng cip quc té.

Giai phép hitu ich la dung dich tiém Trung dugc c6 hiéu qua cao, da loai bo hiru
hiéu céc dai phan tu va protein, ngén ngra va tranh dugc viéc phat sinh cac phan tng xéu,
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ddng thoi ¢6 cac wu diém nhu tiéu hao ning luong thip, hiéu qua diéu tri chic chén, kiém
so4t chat luong d& dang, gia thanh san xudt thap, tinh an toan cao hon so véi dung dich
tiém Ginkgo khic.

M5 ta vin tit cic hinh vé

Hinh 1: Db thi sic ky long ghép khdi phd (LC-MS) ctia 1 16 dung dich tiém
ginkgolit (phan tr lwong 400~1000)

Hinh 2: D0 thi sic ky long ghép khdi phd (LC-MS) cua 1 16 dung dich tiém
ginkgolit (phan tr lugng 400~3000)

" Hinh 3: D) thi sic ky long ghép khdi phd (LC-MS) ctia 2 16 dung dich tiém
ginkgolit (phan tr lugng 400~1000)

Hinh 4: D) thi sic ky long ghép khdi phd (LC-MS) ctia 2 16 dung dich tiém
ginkgolit (phan tir lugng 400~3000)

Hinh 5: D6 thi sic ky long ghép khdi phdé (LC-MS) cta 3 16 dung dich tiém
ginkgolit (phén tr lvgng 400~1000)

Hinh 6: Db thi sic ky long ghép khdi phd (LC-MS) cta 3 16 dung dich tiém
ginkgolit (phan tr lugng 400~3000)

Hinh 7: D6 thi quan hé tuyén tinh cua axit ginkgolic

Hinh 8: D4 thi ddu van tay dbi chiéu dung dich tiém ginkgolit, trong d6 dinh 2 1a
ginkgolit C, dinh 3 1a Bilobalit, dinh 4 la ginkgolit A va dinh 5 la ginkgolit B.

MG ti chi tiét giai phap hiru ich

Nguyén liéu theo giai phap hitu ich — ginkgolit chtra 25,0% ~ 50,0% bilobalit
(C15H1803), 20,0% ~ 45,0% glIlkgOht A (C20H2409), 10,0% ~ 30,0% gmkgoht B
(C20H24010), 5,0% ~ 15,0% gmkgoht C (C20H24011, téng luorng bilobalit, glﬂkgOht A,
ginkgolit B va ginkgolit C > 95%.

Du6i day 1a can ¢t lva chon chit tro dung mdi va chét didu chinh d6 pH:

1. Lua chon chét trg dung moi: Can ctr vao tinh chét nguyén li€u, phu li€u va yéu
cdu cong nghé diéu ché dung dich tiém, ty 18 lidu luong dung mdi va chét tro dung moi
Iwra chon.

Thir nghiém 1: Lay 1200 ml etanol va 800 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khqu tan, diéu chinh do pH dén khoang gia tri 3,2 ~3,8, vat trung gian sau khi
duoc kiém tra dat tiéu chuén, loc trong, dong kin va diét khuén.

Thir nghiém 2: Liy 400 ml etanolva 1600 ml glyxerin, khudy d&u, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, didu chinh d6 pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8, vit trung gian sau khi
duoc kiém tra dat tiéu chudn, loc treng, dong kin va diét khuén.

Thir nghiém 3: Lay 300 ml etanol va 1700 ml glyxerin, khudy d&u, cho thém 10 g
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ginkgolit, khqu tan, diéu chinh d6 pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8, vat trung gian sau khi
duoc kiém tra dat tiéu chuan, loc trong, déng kin va diét khuén.

Thtr nghiém 4: L4y 1200 ml etanol va 400 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khuéy tan, diéu chinh do pH dén khoang gid tri 3,2 ~ 3,8, vat trung gian sau khi
duoc kiém tra dat tiéu chudn, loc trong, dong kin va diét khuén.

Thir nghiém 5: Lay 400 ml etanol va 1000 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, diéu chinh d6 pH dén khoang gid tri 3,2 ~ 3,8, vat trung gian sau khi
duoc kidm tra dat tiéu chudn, loc trong, dong kin va diét khuén.

Mang nhitng vét mAu trén thyuc hién 3 14n tudn hoan tht nghiém rd dong nhiét do
thép, 14n luot kiém tra tinh trang cta dung dich, thay ddi do pH cta dung dich va vi hat
khong tan, ddng thoi quan sat sau khi thir nghiém c6 tach két tinh hay khong. Két qua thtr
nghiém dugc thé hién & bang 1 dudi day.

Bang 1: Két qua thtr nghiém lua chon chét tro dung moi

Tén thir
enm Tht nghiém 1 | Thit nghiém 2 | Thtr nghiém 3 | Thtr nghiém 4 | Thtr nghiém 5
nghiém
Mic dd he Tan nhanh Tan cha
© ,Q f)a Tan nhanh sau anr.1 an P sat Tan chdm sau | Tan nhanh sau an C am;sau
tan khi tron ) P khi khuay . . i P khi khuay
) khi khuay tron ) khi khuay trdn | khi khuay tron R
dung dich tron tron
. . Thé long Thé long Thé long Thé long
i Thé long t
Tmh‘ trang k;;ngmrsélg trong khong trong khong trong khong | trong khong
ngoat quan 8 mau mau mau mau
sau khitht .| Khone bi tach
nghiém i%fﬁ;h " | Khong bi tach | Khong bi tach | Khong bi tach | Khong bi tich
' két tinh két tinh két tinh két tinh
Vi hat khd . Dat tié . . Pat tié
1 Higt xhong Pat ti€u chuan e ;eu Dat tiéu chuan | Pat tiéu chuan ? ;eu
tan chuén chuan
Do pH ct Co ban kho Hoi c6 th Co ban kho
°p f:ua an ;)ng o C?_ ay Téng cao 0,5 © ban A(‘)ng Tang cao 0,6
dung dich thay doi doi thay doi

Khi khong cho thém nudc ding dé tiém, ty 1é thé tich gitta etanol va glyxerin

trong dung dich thudc 1a 1:1 ~ 5:1, ty 18 tot nhét 13 3:2; ty 18 tot nhat khi thém nudc ding
dé tiém 13 4:1. Ty 1¢ etanol cang 16n thi t5c do hoa tan cta ginkgolit cang nhanh. D6 pH,
vi hat khong tan va tinh trang ngoai quan ctua dung dich thudc sau khi thir nghiém ra
d6ng déu phit hop véi quy dinh Dugc dién.

2. Lua chon chat diéu chinh d6 pH: Do ginkgolit twong d6i 6n dinh trong moi
truomg kiém yéu, 1an luot dung axit xitric 5 ~ 10% va axit clohydric 1 ~ 10% dé tién hanh
sang loc lua chon.
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Thir nghiém 1: Lay 1200 ml etanol va 800 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, diéu chinh d6 pH dén khoang gié tri 3,2 ~ 3,8 bang axit clohydric
5%, vat trung gian sau khi duoc kiém tra dat tiéu chudn, loc trong, déng kin va diét
Kkhuén.

Thir nghiém 2: Lay 400 ml etanol va 1600 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, diéu chinh d6 pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8 bang axit clohydric
10%, vat trung gian sau khi duoc kiém tra dat tiéu chudn, loc trong, déng kin va diét
khuan.

Thir nghiém 3: Liy 1200 ml etanol va 400 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, didu chinh d6 pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8 bang axit xitric 10%,
vat trung gian sau khi dugc kiém tra dat tiéu chudn, loc trong, dong kin va diét khuén.

Thir nghiém 4: Liy 1200 ml etanol va 800 ml glyxerin, khudy déu, cho thém 10 g
ginkgolit, khudy tan, didu chinh d6 pH dén khoang gi4 tri 3,2 ~ 3,8 bang axit xitric 10%,
vat trung gian sau khi dugc kiém tra dat tiéu chun, loc trong, dong kin va diét khuén.

Lan luot kiém tra thay ddi tinh trang, vi hat khong tan ctia dung dich va do pH cta
dung dich trudc va sau diét khudn, bio quan san pham 03 ngay & nhiét do thip (0~6°C),
quan sat c6 bi tach két tinh & mdi trudong nhiét &o thdp hay khong. Két qua thir nghiém
duoc thé hién & bang 2 dudi diy:

Bang 2: Két qua thir nghiém sang loc lwa chon chit diéu chinh d¢ pH

Tén tht nghi€ém | Thtir nghiém 1 | Thir nghiém 2 Thir nghiém 3 Tht nghiém 4
Thé 16 Theé 1¢ ,
© orig © orig i ) . Thé 16ng trong
) trong khong trong khdong | Thé long trohg khong Khone mau
Tlnh‘trang mau mau mau 8
ngoai quan . Khong bi tach
Khong bi tich | Khong bi tich | Khong bi tach két tinh ore i tac
o o két tinh
ket tinh ket tinh
Vi hat khd . . ' . .
! atan ons Pat tiéu chuan | Pat ti€u chuan Pat tiéu chuan Pat tiéu chuan
Do pH cta
j H t3 H t3 . Co ban kho
dung dich sau P e(l)nzg cao P znf cao Co ban khong thay doi Othzn d(;ng
khi diét khuén ’ ’ Y

Qua thtr nghiém sang loc lua chon chit diéu chinh do pH, co thé ding dung dich
axit xitric 5 ~ 10% hodc dung dich axit clohydric 1 ~ 10% dé 1am chit diéu chinh d6 pH
trong san phim, diéu chinh d6 pH bang dung dich axit clohydric, hoi c6 ting cao sau khi
diét khudn, nhung thay dbi d6 khong 16m, con didu chinh d6 pH bang axit xitric én dinh
hon (vi axit xitric la axit yéu). Axit clohydric va axit xitric déu c6 thé dung lam chét didu
chinh d¢ pH ctia dung dich.
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Vi du thyce hién gidi phdp hitu ich

Téc gia da tién hanh nghién ctu va m6 ta ndi dung giai phap hiru ich néu trén e
chimg minh hiéu qua k¥ thuét cta giai phap hitu ich. Thir nghiém duéi day s€ thuyét
minh va giai thich thém cho giai phap hiru ich nhung khéng lam gidi han giai phdp hitu
ich.
Vi du tht nghiém 1: Kiém so4t chét lugng ginkgolit — Trac dinh ham luong.

Ther nghiém tinh phi hop hé théng va diéu kién sic ky: Ding Octadexylsilyl-silica
gel (ODS) 1am chat bd sung; ding Metanol — Tetrahydrofuran — nuéc (25:10:65) 1a pha
luu dong; méy kiém tra tén xa bay hoi (ELSD); nhiét do bng chuyén dong: 105°C; luu toe
tai khi: 3,00 L/phut; nhiét d6 cot: 40°C; s phan Iy thuyét tinh theo dinh bilobalit khong
thip dudi 2500. Do tach roi gifta dinh bilobalit va dinh ginkgolit C phai 16n hon 1,5.

Diéu ché dung dich dbi chiu: Lan luot can chinh xac vat dbi chiéu bilobalit, vat
dbi chiéu ginkgolit A, vat dbi chiéu ginkgolit B va vat dbi chiéu ginkgolit C v6i luong
thich hop, cho thém metanol dé pha lodng, pha lodng dinh lugng ché thanh dung dich hdn
hop mbi mot ml lan luot chira 0,15 mg, 0,12 mg, 0,1 mg va 0,1 mg, khudy déu la duoc.

Diéu ché dung dich thir nghiém: L4y 6 mg ginkgolit, cAn chinh x4c, cho vao trong
binh dung tich 10 ml, cho thém 1 ml metanol dé hoa tan, thém pha luwu dong pha loang
dén d6 khéc, khudy déu 1a duoc.

Phuong phap tric dinh: Lan luot 1y chinh xéc 10 pl, 20 pl dung dich vét d6i
chiéu va 10 ~ 20 ul dung dich thit nghiém, bom vao may sic ky 1ong hiéu ning cao, ghi
lai dd thi séc ky, tinh ham luong bilobalit, ginkgolit A, ginkgolit B va ginkgolit C bing
phuong trinh logarit bién ching (ludng diém phap) ngoai tiéu.

Tinh theo vat liéu khd, ham luong bilobalit (C;sHigOg) la 25,0% ~ 50,0%,
ginkgolit A (CyH,400) 12 20,0% ~ 45,0%, ginkgolit B (C50H4010) 1a 10,0% ~ 30,0%,
ginkgolit C (C20H24OH) la 5,0% ~ 15,0%, téng lugng bilobalit, ginkgolit A, ginkgolit B
va ginkgolit C khong dudi 95,0%.

'Vi du thir nghiém 2: Kiém soét chat lugng ginkgolit — Kiém tra chat lién quan.

(1). Protein: Lay 2 ml dung dich tiém theo giai phép hiru ich, cho thém nudc ché
thanh 50 ml d& lam dung dich thir nghiém. Lay khoang 50 mg Coomassiebrilliantblue
G-250, hoa tan vao 25 ml Etanol, roi cho thém 50 ml axit phosphoric 85% (w/v), cho
thém nudc pha lodng thanh 500 ml, khuéy déu, loc, léy chinh x4c 5 ml dung dich loc cho
vao dng nghiém, roi cho thém 1 ml dung dich chét thtr nghiém dt trix, khudy déu, dé yén
3 phut. Twong tu, dudi budc séng 595 nm, tric dinh do hép thu anh sang, do hép thu anh
sang ctia dung dich thtr nghiém nho duai 0,05.

(2). Tanin: LAy 1 ml dung dich tiém theo giai phap hitu ich, cho thén 1 giot axit
axetic lodng, khudy déu, dé yén 10 phut, khong thdy xuét hién van duc hodc két ta.

(3). Nhwa: Liy 5 ml dung dich tiém theo giai phép hitu ich, cho thém 1 giot axit
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clohydric, dé yén 30 phut, khong c6 hién tugng nhua tach ra.

(4). Oxalat: Liy 2 ml dung dich tiém theo giai phap hitu ich, di¢u ché pH dén 1 ~
2 bang axit clohydric lodng, loc, didu chinh d6 pH dung dich loc 5 ~ 6 bang dung dich
Amoni, cho thém 3 giot dung dich Canxi clorua 3%, dé yén 10 phut, khong thiy xuat
hién van duc hoac két tua.

(5). Ton kali: Lay 2 ml dung dich tiém theo giai phap hitu ich, d& vao trong dng do mau
Nessler 10 ml, cho thém 0,6 ml dung dich formaldehyt tinh kiém, 2 giot dung dich EDTA
3%, 0,5 ml dung dich natri tetraphenylborat 3%, cho thém nuéc pha lodng thanh 10 ml,
léy thém 0,8 ml dung dich canxi clorua tiéu chuén, thur nghiém tuong tu, mic do duc cua
dung dich thir nghiép thdp hon dung dich dbi chiéu.

Vi du thir nghiém 3: Kiém soat chat lugng ginkgolit — Kiém tra doc tinh khic thuong.

Didu ché dung dich thir nghiém: Lay dung dich theo gidi phap hiru ich va cho
thém dung dich tiém canxi clorua ché thanh dung dich chtra 0,2 mg/ mdi ml.

Phuong phap kiém tra: LAy 5 con chudt nhét 17 ~ 20g, lan luot tiém 0,5 ml dung
dich thir nghiém vao tinh mach dudi chudt nhét, trong vong 48 tiéng chudt khong chét.

Vi du thtr nghiém 4: Kiém soat chit luong ginkgolit — Kiém tra gay sét.

Diéu ché dung dich thir nghiém: Liy 2 ml dung dich tiém theo giai phép hitu ich,
khudy déu trong 50 ml dung dich tiém canxi clorua 0,9%.

Phuong phap kiém tra: Dung 3 con thd nu6i, 15 phut sau khi kiém tra nhiét do
binh thudong co thé tho, tiém chdm dung dich thtr nghiém vao tinh mach tai theo lidu
luong 5 ml/mdi kg thé trong, 30 phut kiém tra nhiét d6 co thé tho 1 lan, téng cong kiém
tra 6 1an, than nhiét ting déu thap dudi 0,6°C, tong cong than nhiét tang clia ca 3 con dudi
1,3°C.

Vi du thir nghiém 5: Kiém soat chét lugng ginkgolit — Kiém tra huyét tan (Hemolysis) va
dong két.

Didu ché dung dich thir nghiém: Lay 6 ml dung dich tiém theo giai phap hitu ich,
khudy déu trong 10 ml dung dich tiém canxi clorua 0,9%.

Phuong phap kiém tra: Lay 5 6ng nghiém thiy tinh sach va danh s6, 6ng s6 1 va
s6 2 1a 6ng dung dung dich thir nghiém, 6ng s 3 1a dng @i chiéu am tinh, bng sb 4 1a
bng dbi chiéu duong tinh, éng s6 5 1a 6ng dbi chiéu dung dich thir nghiém. Lan luot cho
dung dich van duc héng cau 2%, dung dich canxi clorua 0,9%, nudc cAt nhu bang 3 thé
hién, sau khi khudy ddu nhanh chéng tién hanh 0 trong ti nhiét d6 6n dinh 37°C + 0,5°C.

Liéu lugng cho thém ctia dung dich thir nghiém thé hién tai bang 3.

Bang 3: Lidu lugng cho thém dung dich thit nghiém huyét tan va dong két

Ky hiéu 6ng nghiém 1 2 3 4 5
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Dung dich van duc ‘
5 R i 2,5 2,5 2,5 2,5
hong cau 2%/ ml ’
Dung dich Canxi
i 2,2 2,2 2,5 4,7
clorua 0,9% ’ ’ ’ ’
Nuéc cat/ ml 2,5
Dung dich thudc thir 0,3 0,3 0,3

Néu dung dich trong dng nghiém c6 mau hdng trong sudt, phan day dng khong c6
té bao tdn du hodc c6 it hdng cau ton du, chimg t c6 phét sinh hién tugng huyét tan; néu
hdng cau ling xudng dudi hoan toan, dung dich phin trén trong sudt khong mau hozc
dung dich trong & trén tuy trong subt c6 mau, nhung quan sat bang mat thuong bngsb 1,
2 va 5 khong c¢6 khac nhau rd rét, chung t6 khong phat sinh hién tuong huyét tan. Néu
trong dung dich c6 mau nau do hodc két tha dang s¢i mau nau do, lic nhe 3 lan van
khong tan, chimg t6 c6 thé phat sinh hién twong dong két hong cau.

Sau 3 tiéng quan sat, khong c6 phan tmg huyét tan va dong két.

Vi du thir nghiém 6: Kiém soat chit luong ginkgolit — Kiém tra chit dai phan tir va
polyme.

a. Méay méc thir nghiém va thude thir:

May séc ky 1ong hiéu ning cao Agilent 1200, may kiém tra tia tr ngoai, may kiém
tra khtic xa vi sai. Cot sic ky gel Phenomenex BioSep-SEC-S2000.

Viat dbi chidu dextran D2000 (blue dextran 2000), S& kiém dinh san phim sinh
hoc duoc phidm Trung Qudc, 16 s6 140646-2000-01.

Vat dbi chiéu glucoza (DO), ham lugng 99,5%, 16 s6 086K 0166, SIGMA.
Nudc dung siéu sach ché tir hé théng loc nude siéu sach Millipore-Q.
Chét thir con lai 14 thuan phan tich.

Ngudn gbe vat mau: dung dich tiém ginkgolit, 16 s6 100501, 100502 va 100503,
déu c¢6 quy cach 2 ml.

b. Lua chon pha luu dong: Lua chon dung dich natri sulfat 0.71% (chtra natri azit
0,02%) la pha luu dong.

c. Lua chon mdy kiém tra: Chon ding may do khiic xa vi sai — may do loai thong
dung, loai may nay déu c6 phan tng rat tot doi vdi cac chat ¢ khdc nhau he¢ so khuc xa.

d. Piéu kién sic ky mubn xac dinh:
Cot séc ky: Phenomenex BioSep-SEC-S2000, 300 x 7,8 mm, 5 um.
Pha luu dong: Dung dich natri sulfat 0,71% (chtra natri azit 0,02%).
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Nhiét do cot: 35°C; nhiét d6 nay kiém tra: 35°C; téc d6 dong chay: 0,5 ml/phiit.

e. Phan tr lugng cua ginkgolit:

Ginkgolit Ginkgolit A Ginkgolit B Ginkgolit C Bilobalit Ginkgolit J
Codng thirc
Ag \ Ca0H2409 Ca0H24010 Ca0H24011 CisHi50s C20H24019
phén tt
Phén tu 408.,4 424 4 440,4 326,3 424.4
lugng

f. Nghién ctru phuong phép luan:

1. Mang vt di chiéu dextran va glucoza 1an luot cho thém pha luu dong ché thanh dung
dich 10 mg/ml, 1an luot liy chinh x4c dung dich d6i chiéu mdi loai 20 ul, bom vao may
séc ky, ghi lai dd thi séc ky, két qua 1a dextran xuét hién dinh & thoi gian bao luu 9,816,
glucoza xuét hién dinh & thoi bao luu 18,7127, chimg t6 sir dung phuong phép séc ky gel,
chit c6 phén tir luong 16n xuét hién dinh trude, chit ¢6 phan tir lugng nho xuét hién dinh
sau.

2. Lay 2 ml dung dich tiém ginkgolit, khudy déu v6i 1 ml dung dich d6i chiéu dextran (10
mg/ml), ldy chinh xac 10 pl, bom vao mdy sc ky, ghi lai dd thi sic ky, két qua 1a kiém
tra thiy dextran ¢ thoi gian bao luu 9,698’, dinh thanh phan dung dich tiém ginkgolit
xuat hién dinh sau 18 phut, chimg t6 thoi gian xudt hién dinh 180 ~ 450 cta phéan t
luong & khoang 18 phut, thoi gian xuét hién dinh 5000 ~ 2000000 ctia phan ti ludng &
khoang 9 phut, chung t6 4p dung phuong phap sic ky gel dé kiém tra chat dai phan tir 1a
hoan toan kha thi.

Dé nghiém chtig mét lan nita trong san phdm khong chita dai phan tr va polymer,
lai tiép tuc tién hanh thir nghiém sic ky long ghép khéi phd (LC-MS).

a. Bidu kién sic ky:
Pha Iuu dong: Metanol — nudc 990:10); cot sac ky: Agilent RX-Cg (2,1 x 50 mm).
Nhiét do cot: 25°C; téc d6 dong chay: 0,3 ml/phut.

b. Diéu ché dung dich thir nghiém: Ly chinh x4c 2 ml dung dich tiém ginkgolit
theo giai phép hitu ich cho vao trong binh dung tich 10 ml, thém pha luu dong pha lodng
dén d6 khic, khudy déu, duoc san phidm dung dich thir nghiém.

c. Kiém tra sic ky long ghép khdi phd (LC-MS): cin cir vao phuong phép thir
nghiém da xac dinh, lan luot léy 3 16 dung dich thir nghiém, mobi loai 10 pl, bom vao may
sdc ky, kiém tra phan tr luong trong gidi han phan ti lugng 400 ~ 1000 va 400 ~ 3000,
két qua thir nghiém thé hién & bang 4 dudi day:

Bang 4: Két qua tric dinh phan tir lugng bang phwong phép sic ky 1ong ghép khdi phd
(LC-MS)
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[M+Na]"

419,1

431,5

4474

463,3

475,7

532,2

588,8

701,8

M

369,1

408,5

4244

440,3

4527

509,2

678,8

Tu két qua tric dinh phan tir luong bang phuong phép sic ky 1ong ghép khdi phd
(LC-MS) c6 thé thiy, 1in luot kiém tra thiy ginkgolit A (phan ti lugng 408,5), ginkgolit
B (phan tir luong 424,4), ginkgolit C (phén tir lugng 440,4), hoan toan théng nhat véi
phén tu luong hop chét hiru hiéu ca ginkgolit. Do giéi han phan tr lugng kiém tra lan
luot & khoang 400 ~ 1000 va 400 ~ 3000, nén khong tién hanh kiém tra phan tir luong
ctia Bilobalit (326.3), khong kiém tra that chét c6 phén tir lugng 16n trén 700 trong dung
dich & giai phap hitu ich, viéc ton tai cht ¢ phan tir luong thép sé luong it khac khong
hé anh hudng dén chit luong ctia dung dich tiém theo giai phép hitu ich, qua kiém tra
phan tir luong ddi véi cac thanh phan khaic nhau trong ginkgolit bing phuong phap sic
ky long ghép khdi phd (LC-MS), da giai thich 1 trong san phim nay khong chtra dai
phén tir hodc polyme.

Giéi han tric dinh phén tu lugng cta 3 16 dung dich tiém ginkgolit lan luot &
khoang 400 ~ 1000 va 400 ~ 3000, d thi LC-MS xem tir hinh 1 ~ 6.

Vi du thtr nghiém 7: Kiém soét chit luong ginkgolit — Kiém tra tdng axit Ginkgolic.

Thir nghiém tinh pht hgp hé théng va didu kién sic ky: Dung Octadexylsilyl-silica
1% 1a pha luu dong; toc
do dong chay 1,0 ml/phut; bude song kiém tra 14 310nm. S6 phan 1y thuyét tinh theo dinh
bilobalit khong thap dudi 4000.

gel (ODS) lam chét bd sung; ding Metanol — axit glacial axetic

Didu ché dung dich ddi chiéu: Lay vat dbi chiéu axit ginkgolic v&i luong vira phai,
can chinh xac, cho thém metanol ché thanh mdi ml dung dich chira 5 ug dé lam dung
dich d6i chiéu; 1iy vat dbi chiéu tong axit Ginkgolic v&i lugng vira phai, can chinh xac,
cho thém metanol ché thanh mdi ml dung dich chira 100 pg d& lam dung dich dbi chiéu
dinh vi.

Didu ché dung dich thir nghiém: Liy 1 ml dung dich tiém theo giai phap hitu ich,
thém nudc pha lodng thanh 10 ml, khudy déu, chét loc 3 14n (20 ml, 15 ml, 15 ml) béﬁg
n-hexan, hop nhit n-hexan, chung khd theo phuong phép ting nhiét bing moi gidi truyén
nhiét nude (bé nudc), chit cin duge hoa tan bang metanol va pha lodng thanh 2 ml,
khudy déu dé lam dung dich thir nghiém.

Phuong phép tréc dinh: LAy chinh xéc dung dich thir nghiém, dung dich-ddi chiéu
va dung dich d6i chiéu ding dinh vi, mdi loai 20 ul, bom vao méy sic ky long, tinh tong
dién tich dinh cta dinh sic ky twong Gmg vdi vat ddi chiéu tong axit ginkgolic trong dung
dich thir nghiém, tinh tong ham luong axit ginkgolic theo phuong phép ngoai tiéu vat adi
chiéu axit ginkgolic. Téng axit ginkgolic thdp dudi 1 ppm.

Nghién ctru phuong phép luln:
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a. Thir nghiém tuyén tinh:

Didu ché dung dich dbi chiéu: Lay vat dbi chiéu axit ginkgolic, cho thém metanol
ché thanh m&i m! dung dich chra 0,104 mg axit ginkgolic dé lam dung dich di chiéu (1);
LAy chinh x4c 0,5 ml dung dich dbi chiéu (1) cho vao binh 100 ml, pha loing bang
metanol dén do khéc, khudy déu dé 1am dung dich dbi chiéu (2).

Phuong phap tréc dinh: Lan luot 1y chinh xac 2,5 ul, 5 pl, 10 pl, 20 pl dung dich
dbi chidu (1) va 10 pl dung dich déi chiéu (2), bom vao may séc ky 1ong, ghi lai db thi
sc ky trong moi trudng sic ky néu trén. Két qua thir nghiém thé hién & bang 5 dudi day.

Bang 5: Két qua thir nghiém tuyén tinh axit ginkgolic

Lu £ %
uong lay mau | 260 520 1040 2080
(ng)
Dién tich dinh | 2545 102162 213093 426512 843249

Luong 1y mau 14 toa do truc tung, dién tich dinh 14 toa dd truc hoanh, tién hanh
hdi quy tuyén tinh s& dugc phuong trinh hoi quy: Y = 0,0025X — 0,6448 r = 0,9999.

Két quéa thir nghiém cho thdy, lugng ldy miu axit ginkgolic & khoang 5,2 ~ 2080
ng, lugng léy mau va dién tich dinh c6 quan hé tuyén tinh rat tot.

D4 thi quan hé tuyén tinh axit ginkgolic thé hién nhu hinh 7.

b. Thir nghiém gidi han kiém tra gi61 han dinh luong:

Phuong phép tric dinh: 1an luot 14y chinh xac 5 pl va 2 ul dung dich di chiéu (2)
& muc Thir nghiém tuyén tinh, bom vao may séc ky léng, ghi lai d6 thi séc ky, tinh gi6i
han kiém tra va gi6i han dinh luong cla axit ginkgolic, gidi han dinh luong axit ginkgolic
14 2,24 ng, gidi han kiém tra 13 0,69 ng.

c¢. Thtt nghiém dd chinh x4c:

Phuong phap tric dinh: LAy chinh xac 2 pl dung dich d6i chiéu (2) cta axit
ginkgolic, lién tuc &y mAu 5 1an, ghi lai do thi sic ky, tinh gia tri RSD. Két qua thu
nghiém duogc thé hién & bang 6 dudi day.

Bang 6: Két qua thir nghiém do6 chinh xac

STT 1 2 3 4 >
Dl@fl tich 4850 4874 4845 4873 4837
dinh

Gi4 tri RSD dién tich dinh dung dich déi chiéu 1a 0,35%, két qua thir nghiém
chimg to do chinh xéc rét tot.

d. Thir nghiém tinh 6n dinh:
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Phuong phap tréc dinh: Lay chinh xac 20 ul dung dich déi chiéu (2) cta axit
ginkgolic, bom vao méy sic ky 1ong 1an luot 0, 2, 4, 8, 12 tiéng, ghi lai dd thi sic ky
trong didu kién sic ky ndi trén, tinh gia trj RSD. Két quan thir nghiém duoc thé hién &
bang 7 dudi day.

Bang 7: Két qua thir nghiém tinh 6n dinh ctia dung dich ddi chiéu

Thot gian 0 2 4 8 12
(tiéng)
Dién tich dinh 4861 4853 4865 4843 4870

Két qua thir nghiém ching té, dung dich d6i chiéu én dinh trong khoang 12 tiéng.

e. Thir nghiém ty 18 thu hdi:

Diéu ché dung dich ddi chiéu: Léy chinh xac 5,03 mg vat dbi chiéu dung dich axit

Ginkgolic cho vao binh dung tich 10 ml, hoa tan bing metanol va pha lodng dén d6 khac,

khudy déu dé 1am dung dich ddi chiéu.

Diéu ché dung dich thir nghiém: Ly 9 phan dung dich tiém theo giai phap hitu ich

ting 3 phén mdt cho thém 1,6 ml, 2,0 ml va 2,4 ml dung dich a8 chiéu, khqu déu, chét
loc 3 1an (20 ml, 15 ml, 15 ml) bang n-hexan, hop nhat n-hexan, chung khé theo phuong
phap tang nhiét bing méi gi6i truyén nhiét nude (b nudc), chit can duge hoa tan bing

chloroform va pha lodng dinh lwong thanh 2 ml, khudy déu dé lam dung dich thir nghiém.

Phuong phép tric dinh: Lan luot léy chinh x4c dung dich d6i chiéu va dung dich

thir nghiém, mdi loai 20 pl, ghi lai d thi sic ky trong didu kién sic ky n6i trén, tinh ty 18

thu hoi. Két qua thir nghiém duoc thé hién & bang 8 dudi day.

Bang 8: Két qua thir nghiém ty 1¢ thu hdi

STT Luong cho vao Luong do dugc Ty 16 thuhdi | Ty 1é thAu hdi binh RSD (%)
(D) (uD) ) quan (5)
1 0,780 96,95
2 0,8046 0,797 98,97
3 0,778 96,97
4 1,007 100,05 98;04 1,41
5 1,006 0,997 99,06
6 1,001 99,46
7 1,272 1,161 96,18
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8 1,173 97,16

9 1,181 97,85

Ty 1¢ thu hdi binh quéan 1a 98,04, RSD 1a 1,41%, Két qua thir nghiém cho thay, han
lwong tric dinh axit ginkgolic ctia phuong phap hoan toan chinh x4c va tin cay.

Vi du thir nghiém 8: Kiém soat chét luong ginkgolit — Kiém tra d6 thi du vAn tay.

Thit nghiém tinh phi hop hé théng va diéu kién séc ky: Dung Octadexylsilyl-silica
gel (ODS) lam chét b6 sung; ding metanol — tetrahydrofuran — nuéc (25:10:65) 1a pha
luu dong; may kiém tra tdn xa bay hoi (ELSD); nhiét do bng chuyén dong: 105°C; Tuu toc
tai khi: 3,00 L/phut; nhiét d cot: 40°C; sé phan ly thuyét tinh theo dinh bilobalit khong
thap dudi 2500. D9 tach roi gitta dinh Bilobalit va dinh ginkgolit C phai 16n hon 1,5.

Pidu ché dung dich vt tham chiéu: Lan luot 14y chinh x4c vat ddi chiéu bilobalit,
vat dbi chiéu ginkgolit A, vt dbi chiéu ginkgolit B, vt ddi chiéu ginkgolit C véi lugng
vira phai, cho thém metanol ché thanh mdi ml dung dich hdn hop lan luot chira 0,15 mg,
0,12 mg, 0,1 mg, 0,1 mg, khqu déu dé lam dung dich tham chiéu.

Diéu ché dung dich thir nghiém: L4y chinh xdc 1 ml dung dich tiém theo giai phap
hitu ich, cho 14 ml dung dich hon xung phosphat (pH 6,5), khudy déu, hip phu 15 phit
qua cot Extrelut-20, dung 100 ml etyl axetat dé tay tach, thu gom dung dich tay tach,
chung khé theo phuong phap ting nhiét bing moi gisi truyén nhiét nuéc (bé nudc), chat
cin duoc hoa tan bang pha luu dong va chuyén sang binh dung tich 10 ml, cho thém pha
luu dong pha lodng dén do khic, khudy déu, vi loc bing mang kich thudc 18 0,45 um dé
lam dung dich thu nghiém.

Phuong phép tréc dinh: Lan luot 14y chinh x4c dung dich tham chiéu va dung dich
thir nghiém, mdi loai 20 pl, bom vao méy séc ky long, ghi d6 thi sdc phd 60 phut.

Dénh gia hé théng theo mtrc d6 tuong tu d6 thi ddu van tay sic ky thube Béc, tinh
muc d tuong tu dd thi dau van tay vat thu nghiém véi dd thi dau van tay vat dbi chiéu
l6n hon 0,95.

Tac gia da tién hanh nghién ctru va thuyét minh ndi dung giai phép hitu ich néu
trén dé ching minh hiéu qua k§ thudt cta giai phap hitu ich. Thir nghiém dudi day s&
thuyét minh va giai thich thém cho giai phép hitu ich nhung khong lam gi6i han giai phap
hitu ich.

Trong d6 thi ddu van tay ginkgolit, trong d6 dinh 2 la ginkgolit C, dinh 3 la
bilobalit, dinh 4 1a ginkgolit A, dinh 5 1a ginkgolit B, 4 dinh dac trung trong dung dich
tiém & phat minh nay du c6 thé dbi tmg 1 — 1 trong do thi dAu van tay. D) thi diu van
tay d6i chiéu ctia dung dich tiém ginkgolit dugce thé hién & bang 8.

Trudce tién dung phdn mém chi dinh dd thi ddu van tay nam 2004 ctia Uy ban
Duoc dién — ban A hé théng ddnh gia mirc d6 tuong tu dd thi déu van tay séc ky thube
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Bic, tao sinh dd thi déu vén tay déi chiéu dbi véi 10 16 dung dich tiém ginkgolit, rdi tinh
mic 46 twong tu db thi ddu van tay vat thir nghiém va do thi dau van tay ddi chiéu ctia
ginkgolit theo ban B hé thong dénh gia mtc do twong tu dd thi ddu van tay séc ky thude
Béc. K&t quan thir nghiém dugc thé hién & bang 9 duéi day.

Bang 9: Két qua muc do tuong tu 10 16 ginkgolit

S6 16 Muc d6 tuong tu
100501 0,991
100502 0,987
100503 0,995
100504 0,996
110201 0,993
110202 0,989
110203 0,992
110701 0,989
110702 0,993
110703 0,991

Mtrc do tuong tu 4 chi tiéu co dinh dd thi d4u vén tay cta’'10 16 dung dich tiém
ginkgolit theo giai phép hitu ich v6i dd thi d4u van tay ddi chiéu déu 16n hon 0,95.

V1 du thir nghiém 9: Kiém soat chat lugng ginkgolit — Tréc dinh ham lugng.

Thtt nghiém tinh pht hop hé thong va didu kién séc ky: Dung Octadecylsilyl-silica
gel (ODS) lam chét bd sung; ding metanol — tetrahydrofuran —nudc (25:10:65) 1a pha
luu dong; may kiém tra tin xa bay hoi (ELSD); nhiét do dng chuyén dong: 105°C; luu tbe
tai khi: 3,00 L/phut; nhiét do cot: 40°C; s6 phan 1y thuyét tinh theo dinh Bilobalit khong
thap dudi 2500. D6 tach roi gitta dinh Bilobalit va dinh ginkgolit C phai 1én hon 1,5.

Diéu ché dung dich ddi chiéu: Lan lugt 1iy chinh xac vat ddi chiéu bilobalit, vat
dbi chiéu ginkgolit A, vat dbi chiéu ginkgolit B, vat ddi chiéu ginkgolit C véi luong vira
phai, cho thém metanol ché thanh mdi ml dung dich hdn hop lan luogt chira 0,15 mg, 0,12
mg, 0,1 mg, 0,1 mg, khudy déu dé 1am dung dich dbi chiéu.

Didu ché dung dich thir nghiém: LAy chinh x4c 1 ml dung dich tiém theo giai phap
httu ich, cho 14 ml dung dich hoén xung phosphat (pH 6,5), khudy déu, hap phu 15 phut
qua cOt Extrelut-20, dung 100 ml etyl axetat d8 tdy tach, thu gom dung dich tay tach,
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chung kho theo phuong phdp tang nhiét bang moi gidi truyén nhiét nude (bé nude), chat
cin duoc hoa tan bing pha luu dong va chuyén sang binh dung tich 10 ml, cho thém pha
lwu dong pha lodng dén do khic, khudy déu, vi loc bing mang kich thuéc 16 0,45 um aé
lam dung dich thur nghiém.

Phuong phép tric dinh: Lan luot ldy chinh xac 10 pl, 20 pl dung dich vat ddi
chiéu va 15 pl dung dich thir nghiém, bom vao méy sic ky long hi¢u ning cao, ghi lai o
thi séc ky, tinh ham luong bilobalit, ginkgolit A, ginkgolit B va ginkgolit C bing phuong
trinh logarit bién chimg (ludng diém phap) ngoai tiéu.

Tinh téng luong chtra ginkgo terpen lacton (léy theo bilobalit (C;5H;gOs),
ginkgolit A (CyoH,409), ginkgolit B (CyoHp4O1p), ginkgolit C (CyHp4Oy;) trong mdi ml
dung dich tiém theo giai phap hitu ich, ham luong 1a 1 — 10 mg/ml, lva chon phuong an
t61 wu 14 4,25 ~ 5,75 mg.

Du6i day 1a vi du cu thé diéu ché dung dich tiém theo giai phap hitu ich:
Vidu I:

Céng thic toa thude:

- ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 10g

- Glyxerin: 600 ml

- B6 sung etanol: 2000 ml
Cheé thanh: 1000 ong

Lay glyxerin va 80% téng luong etanol theo cong thic toa thudc, khudy déu, cho
thém ginkgolit, khudy tan, cho thém etanol dén khi du lidu luong, khudy déu, diéu chinh
dé pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8 béang axit clohydric 1 ~ 10%, V4t trung gian sau khi
duoce kiém tra dat tiéu chuén, loc trong, dong kin va diét khuén.

Vidu 2:

~ Cong thuc toa thudc:

- Ginkgolit (tinh theo ham luong terpen lacton): 10g

- Glyxerin: 800 ml

- B6 sung etanol: 2000 ml
Ché thanh: 1000 dng

Lay glyxerin va 80% tong lugng etanol theo cong thirc toa thudc, khudy déu, cho
thém ginkgolit, khudy tan, cho thém etanol dén khi du lidu luong, khudy déu, didu chinh
do pH dén khoang gia tri 3,2 ~ 3,8 béng axit xitric 5 ~ 10%, vat trung gian sau khi dugc
kiém tra dat tiéu chudn, loc trong, déng kin va diét khuén.

Vidu 3:
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Cong thirc toa thude:

- Ginkgolit (tinh theo ham luong terpen lacton): 10g

- Glyxerin: 1000 ml
- B sung etanol: 2000 ml
Che thanh: 1000 6ng

Lay glyxerin va 80% tong lugng etanol theo cong thirc toa thudc, khudy déu, cho
thém ginkgolit, khudy tan, cho thém etanol dén khi du liéu lugng, khudy déu, dicu chinh
dé pH dén khoang gié tri 3,2 ~ 3,8 béng axit xitric 5 ~ 10%, vat trung gian sau khi duoc
kiém tra dat tiéu chuén, loc trong, dong kin va diét khuén.

Vidu4:

Cong thirc toa thude:

- Ginkgolit (tinh theo ham luong terpen lacton): 10g

- Glyxerin: 400 ml

- Etanol: 1200 ml
- B sung nude dung dé tiém: 2000 ml
Ché thanh: 1000 6ng

LAy glyxerin va etanol theo cong thirc toa thudc, khudy déu, cho thém ginkgolit,
khudy tan, cho thém Etanol dén khi du lidu leong, khudy déu, didu chinh d6 pH dén
khoang gia tri 3,2 ~ 3,8 béng axit xitric 5 ~ 10%, vat trung gian sau khi duoc kiém tra dat
tidu chudn, loc trong, déng kin va diét khuan.

Vidu 5:

Cong thirc toa thude:

- Ginkgolit (tinh theo ham lugng terpen lacton): 10¢g

- Glyxerin: 1000 ml
- Etanol: 300 ml

- Bd sung nude ding dé tiém: 5000 ml
Ché thanh: 1000 6ng

Lay glyxerin va etanol theo cong thirc toa thudc, khudy déu, cho thém ginkgolit,
khqu tan, cho thém etanol dén khi du lidu luong, khqu déu, diéu chinh do pH dén
khoang tir 3,2 dén 3,8 bing axit clohydric 1% dén 10%, vat trung gian sau khi dugc kiém
tra dat tiéu chuén, loc trong, déng kin va diét khudn.

Ham luong thanh phén hoat tinh va cht luong dung dich tiém trong céc vi du tir 1
dén 5 néu trén déu dat yéu cau chat luong thude tiém ginkgolit theo giai phap hitu ich.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Dung dich tiém chira ginkgolit, khac biét ¢ chd dung dich tiém nay chita cac

thanh phan sau day:
ginkgolit v&i luong 5 mg/ml (tinh theo ham lugng terpen lacton);
glyxerol voi lugng 0,4 ml/ml; va
etanol véi lugng 0,6 ml/ml.

2. Dung dich tiém chua ginkgolit theo diém 1, khéc biét & chd ginkgolit chira 25,0 -
50,0% bilobalit, 20,0% — 45,0% ginkgolit A, 10,0% — 30,0% ginkgolit B va 5,0% — 15,0%
ginkgolit C; va téng lugng ctia bilobalit, ginkgolit A, ginkgolit B va ginkgolit C khong
duai 95,0%.
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Hinh 3

Hinh 4
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Hinh 5
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Hinh 7: D6 thi quan hé tuyén tinh ctia axit ginkgolic

Hinh 8: D6 thi ddu van tay dbi chiéu dung dich tiém ginkgolit, trong d6 dinh 2 1a ginkgolit
C, dinh 3 1a bilobalit, dinh 4 12 ginkgolit A va dinh 5 1a ginkgolit B
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