BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
coneror st maroe 0
CUC SO HUOU TRI TUE
2-0003058

(51) GO1N 30/02 (13) Y

2020.01
(21) 2-2021-00585 (22) 12/02/2020
(67) 1-2020-00777
(45) 27/03/2023 420 (43) 25/06/2020 387ASC

(76) Nguyén Lam Hong (VN) ’ ,
S6 318 duong Xuan Dinh, quan Bac Tur Liém, Thanh Phé Ha Noi

(54) PHUONG PHAP PINH LUGNG CLEISTANTOXIN TRONG CHAT TINH KHIET

CLEISTANTOXIN VA DUGC PHAM CHUA CLEISTANTOXIN BANG HPLC/DAD
(57) Giai phap hiru ich dé cap dén phuwong phép dinh luong cleistantoxin trong chat tinh
khiét cleistantoxin va duoc pham chira cleistantoxin bang HPLC/DAD bao goém céc budc:
chuin bi dung dich tht va dung dich chun, tién hanh sic ki HPLC/DAD va tinh ham
luong phan trim cua cleistantoxin.



3058

Linh vire k¥ thuét dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh viuc duoc pham, cu thé 13 giai phap hitu ich d& cap dén
phuong phap dinh luong cleistantoxin trong chat tinh khiét cleistantoxin va dwoc phdm

chira cleistantoxin bang HPLC/DAD.
Tinh trang ky thuit cta giai phap hiru ich

Cleistantoxin dugc céc nha khoa hoc Vién Héa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam phan 1ap tir qua loai C. indochinensis, cleistantoxin c6 tén khoa
hoc 1a (7R,8R,7'R,8'R)-7-hydroxy-6-methoxy-3',4":4,5-bis(metylendioxy)-2,7'-
xyclolignan-9',9-olit. Hop chit nay da duoc cip bang doc quyén sang ché sb 12278.

Cleistantoxin ciing duoc phan 1ap tr qua cuia cdy Cach hoa Pong Duong (Cleistanthus
indochinensis), xem tai ligu “Cytotoxic lignans from fruits of Cleistanthus indochinensis:
synthesis of cleistantoxin derivatives”, Journal of Natural Product, 2012 Sep
28;75(9):1578-83”. Tuy nhién, quy trinh phan ldp cleistantoxin boc 19 trong tai liu nay
md&i phan lap duwoc mot luong nho cleistantoxin tir lugng 0,5 kg qua kho ctia cady Cach hoa
Déng Duong bang phuong phép chiét phan bé thu dwoc cleistantoxin trong phan doan
diclometan. Céng b6 méi & mirc d6 nghién ctru thanh phin hoa hoc qua cta ciy Céch hoa
Dong Duong, cleistantoxin phan lap duoc véi lugng nhé va chua duoc tinh ché c6 d6 tinh

khiét cao dé 1am nguyén liéu thiét 14p chit chudn gbc cleistantoxin.

Ngoai ra, ciing c6 mot s6 nghién ctru lién quan dén quy trinh tinh ché va thiét 1ap chit
chuén d3 cong bd, bao gém: Nguyén Lam Héng va cong su, Tap chi Duoc hoc, S65 12, ndm
58,56 12/2018, 21-24, “Nghién ctru phén 14p va nhan dang cleistantoxin tir qua cay Cha choi
(Cleistanthus tonkinensis Jabl. Euphorbiaceae) 1am nguyén liéu thiét 14p chat chudn”;
Nguyén Lam Héng va cong su, Tap chi Duogc hoc, S 514, nam 59, Sé 2/2019, 69-74 “Xac
dinh d6 tinh khiét ciia nguyén liéu thiét 1ap chét chuén cleistantoxin dugc phan lap tir qua
cdy Cha chéi (Cleistanthus tonkinensis Jabl. Euphorbiaceae)”’; Pao Ta Anh, “Tinh ché va
xac dinh d6 tinh khiét cta cleistantoxin phan 1ap tir qua ctia cdy Cha chéi (Cleistanthus

tonkinensis) 1am nguyén lidu thiét 1ap chat chuin. Nguyén Lam Hong, “Nghién cru phin
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lap, tinh ché, thiét lap chit chuin dé dinh tinh, dinh luong mét ) lignan trong qua cua
chi Cleistanthus, ho Thiu dau (Euphorbiaceae)”, Luén an tién si dugc hoc, 11/2019. Tuy
nhién, c4c tai liéu nay khong dé cép cu thé dén phuong phap dinh luong cleistantoxin trong
chét tinh khiét cleistantoxin va dwoc phdm chita cleistantoxin bang HPLC/DAD véi céc

bude cu thé nhur néu trong giai phap hitu ich.

Phuong phéap dinh luong cleistantoxin theo gidi phap nhidm x4y dung phuong phap
x4c dinh ham luong cleistantoxin trong chit chuén thtr cép cleistantoxin khi thiét lap chét
chuén thir cp tir chit chuin gbc cleistantoxin. Bén canh d6, phwong phép theo giai phap
hitu ich c¢6 thé 4p dung dé dinh luong cleistantoxin trong nguyén liéu hod dugc

cleistantoxin, ban thanh phdm va cac dang thanh pham thudc chira cleistantoxin.
Ban chét k§ thuit ciia gii phap hiru ich

Giai phép hitu ich nhim giai quyét cac vin d& néu trén, cu thé 1a giai phap hitu ich
d& xut phuong phéap dinh luong cleistantoxin trong cht tinh khiét cleistantoxin va duoc

phém chira cleistantoxin bang HPLC/DAD bao gdm céc bude:

a) chuén bi dung dich thir bang cach hoa tan miu thir trong axetonitril dén ndng d6 nam trong
khoang tir 0,5 dén 500 pg/ml va chuan bi dung dich chuin bang céch pha chit chuin géc
cleistantoxin trong axetonitril c6 ndng d6 ndm trong khoang tir 0,5 dn 500 pg/ml thu duoc
dung dich thir va dung dich chuén, tuong Ung;

b) tién hanh sic ki HPLC/DAD béng cach:

- tiém d6c 1ap 20 pL dung dich thir va dung dich chuan vao c6t ODS C18 c6 dudng
kinh tir 2 dén 4,6mm, chiéu dai tir 50 dén 300 mm duoc nhdi hat kich thuéce 5 pm hoic cot
C8 ¢ dudng kinh tir 2 dén 4,6mm, chiéu dai tir 50 dén 300 mm dwoc nhdi hat kich thudc
tir 1 &&n 10pum, duy tri nhiét d§ cot & 60°C;

- rira gi4i dung dich thir va dung dich chuén trong thoi gian 30 phut véi, toe d6 dong 1
mL/phut bing hé pha dong két hop bao gdm pha dong kénh A Ia dung dich
axetonitril:dietylamin ty 1& 95:5 (w/w) va pha dong kénh B 13 nuéc tinh khiét bd sung
dietylamin ty 18 95/5 (w/w) theo chuong trinh rira giai ddng dong dé thu cac sic ky db va
phét hién chét phan tich trén séc ky d6 tai budc song tir 200 dén 360 nm; va

¢) tinh ham luong phén trim cta cleistantoxin bang céng thiic sau:

(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
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trong do:

ru 12 dién tich cua pic cleistantoxin trén sic ki d6 ctia dung dich thir.
rs 12 dién tich cia pic cleistantoxin trén sic ki b cta dung dich chudn.
Cs 12 ndng d6 cua cleistantoxin trén sic ki @6 ctia dung dich chuén.
Cula n(‘”)ng d0 cua cleistantoxin trén séc ki dd cua dung dich thir.

Theo mdt phuong an wu tién cta giai phap hitu ich, & budc b) pha dong kénh A c6
thé dugc bd sung thém axit hitu co va axit v6 co vao axetonitril véi ty 18 nim trong khoang
tr 0% dén 99,9%, va pha dong kénh B co thé duoc bd sung thém axit hitu co va axit vo co
vao nudce véi ty 18 nim trong khoang tir 0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH nim trong
khoang tir 1,0 dén 7,0.

Theo mot phuong an vu tién khac ctia giai phap hitu ich, & buéc b) pha dong kénh A
c6 thé duoc bd sung thém cac bazo hitu co va bazo v6 co vio axetonitril véi ty 16 nam
trong khoang tir 0% dén 99,9%, va pha dong kénh B c6 thé duoc bd sung thém céc bazo
hitu co va bazo v co vao nude véi ty 16 ndm trong khoang tir 0% dén 100,0% & pha déng

¢6 pH nam trong khoang tir 7,0 dén 10,0.

Theo mot phuong én wu tién khac nita ciia giai phap hitu ich, & budc b) pha dong kénh
A c6 thé duoc bd sung thém cac hé dém hitu co va hé dém vo co vao axetonitril voi ty 1¢
nim trong khoang tir 0% dén 99,9%, va pha d6ng kénh B c6 thé dugc b sung thém cac hé
dém hitu co va hé dém v6 co vao nudce véi ty 16 nim trong khoang tir 0% dén 100,0% dé

pha dong c6 pH nim trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Theo mdt phuong an uvu tién khac nita cta giai phap hitu ich, & bude b) pha dong kénh
A ¢6 thé dugc bd sung thém axit hitu co va axit v co v6i ty 16 nam trong khoang tir 0%
dén 99,9%, va dung méi nhém trietylamin hodc dietylamin vé6i ty 1& ndm trong khoang tir
0% dén 1,0% vao axetonitril, va pha dong kénh B c6 thé dugc bd sung thém axit hitu co
va axit vo co v6i ty 16 nim trong khoang tir 0% dén 99,9% va dung méi nhém trietylamin
hodc dietylamin v&i ty 18 ndm trong khoang tir 0% dén 1,0% vao nude dé pha dong c6 pH

ndm trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich
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Sau d4y, giai phap hitu ich duoc mé ta mét cach chi tiét v6i cac phwong 4n thuc hién
va c4c vi du minh hoa cu thé, tuy nhién cac phuong an thuc hién va cac vi du minh hoa cu
thé nay chi nhim 1am 15 ban chét ctia giai phép hitu ich cht khong nhim han ché pham vi
yéu cau bao ho clia giai phép hiru ich.

Cleistantoxin dugc phén 13p tir qua cta loai C. indochinensis, cleistantoxin c6 tén
khoa hoc 1a (7R,8R,7'R,8'R)-7-hydroxy-6-methoxy-3',4":4,5-bis(metylendioxy)-2,7'-
xyclolignan-9’,9-olit.

Mau thir 1 chét tinh khiét cleistantoxin hodc duge phim chira cleistantoxin.

Mau chuan 13 chit chudn gdc cleistantoxin duoc ding dé pha dung dich chuén theo

quy dinh tai Dwoc dién M§ (USP 40) phu luc <11>.

Theo mét khia canh, giai phép hiru ich d& cép dén phwong phép dinh luong
cleistantoxin trong chit tinh khiét cleistantoxin va dwgc phdm chira cleistantoxin bang
HPLC/DAD bao gdm céc bude: a) chuén bi dung dich thir va dung dich chuén, b) tién hanh
séc ki HPLC/DAD, va c) tinh ham luong phén trim cua cleistantoxin.

Chét tinh khiét cleistantoxin duoc xac dinh ham luong béng HPLC/DAD nhu sau:
a) Chuén bj dung dich thir va dung dich chuén

Chun bi dung dich thir ¢6 ndng do cleistantoxin nim trong khoang 0,5 dén 500 pg/ml va
dung dich chuin c6 ndng d6 cleistantoxin nam trong khoang 0,5 dén 500 pg/ml trong

axetonitril.

b) tién hanh sic ki HPLC/DAD:

- Tiém ciing mét thé tich tir 1 d&&n 100 pl dung dich thir va dung dich chuan vao cot
Phenyl CsHs (50-300 x 2-4,6 mm; 1-10 um) hodc cét ODS C18 (50-300 x 2-4,6 mm; 1-
IOum) hodc cot C8 (50-300 x 2-4,6 mm; 1-10 pm) hodc cot tuong tw, duy tri nhiét d6 cot
nam trong khoang tir 20°C dén 60°C.

- Rira giai dung dich thir va dung dich chuén trong thoi gian 30 phut véi hé pha dong
két hop pha dong kénh A: axetonitril hodc axetonitril co bd sung thém axit, bazo hodc d€m
va pha dong kénh B 1a nudce tinh khiét hodc nudc c6 bd sung thém axit, bazo hodc dém véi
téc d6 dong tir 0,6 dén 2,0 ml/phut theo chuong trinh ria gidi gradient, va phat hién chit
phan tich tai buéc soéng ndm trong khoang tir 200 dén 360 nm.

¢) tinh ham luong phén trim cta cleistantoxin bang cong thirc sau:
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(ru/rs) x (Cs/Cy) x 100
trong do:
ru 1a dién tich ctia pic cleistantoxin trén sic ki dd cua dung dich thir;
rs 12 dién tich clia pic cleistantoxin trén sic ki 6 cta dung dich chuén;
Csla néng dd cua cleistantoxin trén sic ki dd cua dung dich chuén;
Cula néng dd cua cleistantoxin trén séc ki dd cua dung dich thir;

Theo mdt khia canh khac cta giai phap hitu ich, & budc b) pha dong kénh A ¢ thé
duoc bb sung thém axit hitu co va axit v6 co vao axetonitril véi ty 1& nam trong khoang tir
0% dén 99,9%, va pha déng kénh B c6 thé dugc bd sung thém axit hitu co va axit vé co
vao nuée véi ty 16 ndm trong khoang tir 0% dén 100,0% d& pha dong c6 pH nim trong

khoang tr 1,0 dén 7,0;

Trong trudng hop pha dong kénh A 13 axetonitril va pha dong kénh B 13 nuéc bd
sung thém axit axetic hodc axit phosphoric hoac axit formic véi ty 1€ 90:10 thi ham luong

phén trim cia cleistantoxin dugc tinh bang 97,8%.

Theo mot khia canh khac nita cta giai phap hitu ich, & budc b) pha dong kénh A c6
thé duoc bd sung thém céac bazo hiru co va bazo v6 co vao axetonitril véi ty 1€ nam trong
khodang tir 0% dén 99,9%, va pha déng kénh B c6 thé duoc bd sung thém cic bazo hitu co
va bazo vé co vao nudce véi ty 18 ndm trong khoang tir 0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH

nim trong khoang tur 7,0 dén 10,0.

Trong truong hop pha dong kénh A 1a axetonitril bd sung thém trietylamin hodc
dietylamin v&i ty 18 95:5 va pha dong kénh B 13 nuéc bd sung thém trietylamin hodc

dietylamin véi ty 18 95:5 thi ham luong phan trim ca cleistantoxin dugc tinh bang 97,2%.

Theo mot khia canh khéc ciia giai phap hitu ich, & budc b) pha déng kénh A c6 thé
duoc bd sung thém cac hé dém hitu co va hé dém vo co vao axetonitril voi ty 1€ nam trong
khoéang tir 0% dén 99,9%, va pha dong kénh B c6 thé dugc bd sung thém céc h§ dém hitu
co va hé dém vé co vao nudce véi ty 16 nim trong khoang tir 0% dén 100,0% dé pha dong

¢6 pH ndm trong khoang tir 1,0 dén 10,0.
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Trong trudng hop pha dong kénh A 1a axetonitril va pha dong kénh B 1a dém axetat
pH=4, dém phosphat pH=2 va dém phosphat pH=7 v&i ty 1€ 30:70 thi ham luong phén trim

cua cleistantoxin dugc tinh béng 97,6%.

Theo mdt khia canh khéc cta giai phap hitu ich, & budc b) pha dong kénh A c6 thé
duoc bd sung thém axit hitu co va axit vo co véi ty 16 nim trong khoang tir 0% dén 99,9%
va dung m6i nhom trietylamin hodc dietylamin voi ty 1€ nim trong khoang tir 0% dén 1,0%
vao axetonitril, va pha dong kénh B c6 thé dugc bd sung thém axit hiru co va axit vo co
véi ty 16 ndm trong khoang tir 0% dén 99,9% va dung moi nhém trietylamin hodc
dietylamin véi ty 1& ndm trong khoang tir 0% dén 1,0% vao nudc dé pha dong c6 pH nam
trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Trong trudng hop pha ddng kénh A la axetonitril: axit formic: trietylamin véi ty 1€
85:10:5 va pha dong kénh B 1a nuéc : axit formic : trietylamin véi ty 1€ 1a 85:10:5 (v/v/v)
thi ham luong phén trdm cta cleistantoxin dwoc tinh bang 96,8%.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Vi du cu thé phuong phép dinh lwong cleistantoxin trong chét tinh khiét cleistantoxin
va duoc phim chira cleistantoxin bang phwong phap HPLC/DAD dugc thuc hién nhu sau:

Chun bi dung dich dung dich thir bing cich pha mAu thir trong axetonitril ¢6 ndng d6
cleistantoxin la 10 pg/ml va dung dich chuén bing cach pha chit chuén gbc cleistantoxin
(mAu chuén) trong axetonitril c6 ndng d6 1a 10 pg/ml.

Tiém 20 pl dung dich thtr va dung dich chuén vao cot ODS C18 (250 x 4,6 mm; 5
pm), duy tri nhiét d6 cot & nhiét d6 60°C.

Rira giai dung dich thir va dung dich chuén trong thoi gian 20 phiit véi pha dong kénh
A 13 axetonitril bd sung thém trietylamin hoic dietylamin theo ty 1€ 95:5 va pha dong kénh
B 13 nu6c bd sung thém trietylamin hodc dietylamin theo ty 1& 95:5, véi tc @ dong 1,0
ml/phut theo chwong trinh rira giai dang dong hodc gradient, va phat hién tai buéc séng
254 nm.

Xac dinh ham luong phén trim ca cleistantoxin trong chat chuén thit cép bang cong

thire: ru/rs) x (Cs/Cu) x 100 thu duge ham luong phén tram clia cleistantoxin 12 97,2%.

Hiéu qua dat dwoc ciia giai phap hiru ich



3058

Phuong phép dinh luong cleistantoxin trong chét tinh khiét cleistantoxin va dugc
pham chira cleistantoxin theo giai phap hitu ich nhim xay dung phwong phap xé4c dinh ham
luong cleistantoxin trong chat chudn thr cp cleistantoxin khi thiét 1ap chit chuén thir cip
tir chat chuén gbc cleistantoxin. Bén canh d6, phuong phéap theo giai phap hiru ich c6 thé
4p dung dé dinh lwong cleistantoxin trong nguyén liéu hod duoc cleistantoxin, ban thinh

phdm va céc dang thanh phim thubc chira cleistantoxin.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Phuong phap dinh lwong cleistantoxin trong chat tinh khiét cleistantoxin va dugc phdm

chtra cleistantoxin bing HPLC/DAD, trong &6 phuong phap nay bao gdm céc bude:

a) chuén bi dung dich thir bing cach hoa tan mau thir trong axetonitril dén ndng d6 nim trong
khoang tir 0,5 dén 500 pg/ml va hoa tan mAu chudn 13 chit chuén gdc cleistantoxin trong
axetonitril c6 ndng d6 ndm trong khoang tir 0,5 dén 500 pg/ml thu dugc dung dich thir va dung
dich chuén, tuong Ung;

b) tién hanh sic ky HPLC/DAD:

- tiém dgc 1ap 20 pL dung dich thir va dung dich chuén vao ¢t ODS C18 ¢6 dudng kinh
tir 2 dén 4,6mm, chiéu dai tir 50 dén 300 mm dwoc nhdi hat kich thuée 5 pm hodc c6t C8
c¢6 dudng kinh tir 2 dén 4,6mm, chidu dai tir 50 dén 300 m dwoc nhdi hat kich thuéc tir 1
dén 10pum, duy tri nhiét d6 cot & 60°C;

- rira giai dung dich thir va dung dich chuén trong thoi gian 30 phat véi, tdc d6 dong 1
mL/phat biang hé pha dong két hop bao gdbm pha dong kénh A 1a dung dich
axetonitril:dietylamin ty 18 95:5 (w/w) va pha dong kénh B 1a nu6c tinh khiét bd sung
dietylamin ty 18 95/5 (w/w) theo chuong trinh rira giai déng dong dé thu céc sic ky dd va
phét hién chét phan tich trén sic ky d6 tai budc séng tir 200 dén 360 nm; va

¢) tinh ham luong ciia cleistantoxin theo sic ky d6 thu dwoc nhu sau:
ham luong phén trim cta cleistantoxin dugc tinh bing cong thiic sau:
(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
trong do:
rv 12 dién tich ctia pic cleistantoxin trén sic ky d6 ctia dung dich thir;
rs 1 dién tich ciia pic cleistantoxin trén séc ky d6 ctia dung dich chuan;
Cs 1a ndng d6 ciia cleistantoxin trén sic ky d6 ctia dung dich chun;

Cu la ndng d6 ciia cleistantoxin trén sic ky db cta dung dich thir.





