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Linh vire ki thuit dwoc dé cap

Giai phap hiru ich thudc linh vuc duoc pham, cu thé 14 giai phap hiru ich d&
cap dén quy trinh tinh ché va thiét 14p chét chuén gbc cleisindosid D tir nguyén lidu
13 chit tinh khiét cleisindosid D c¢6 tén khoa hoc (6-metoxy-7-(B-D-
glucopyranosyloxy)-3',4":4,5-bis(metylendioxy)-2,7'-cyclolignan-9',9-olit), cong
thirc phan ti 1d C27H25013, cAu triic hod hoc duoc mé ta nhu hinh duéi day:
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Tinh trang k¥ thuat cia giai phap hiru ich

Cleisindosid D, (con c6 tén 1a cleisindoside D) 1a hop chat (6-metoxy-7-(B-
D-glucopyranosyloxy)-3',4":4,5-bis(metylendioxy)-2,7'-cyclolignan-9',9-olit) duoc
cac nha khoa hoc Vién Héa sinh bién, Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam Ian d4u tién phan l4p duoc tir qua cia ciy Cach hoa Péong duong (Cleistanthus
indochinensis). Trinh Thi Thanh Van va cong su dé cap trong bai bao “Cytotoxic
Aryltetralin lignans from fruits of Cleistanthus indochinensis”, Planta medica,
80(08/09), pp. 695-702. Tuy nhién, quy trinh trén mdi phan ldp mdt lugng nhod
cleisindosid D tir lugng 0,1 kg qua khé cdy Cach hoa Pong dwong bang phuong
phap chiét phan bé thu dwoc cleisindosid D trong phan doan diclometan va metanol.
Cong bd méi & mirc 6 nghién ciru thanh phin hod hoc trong qua cua ciy Céch hoa
Doéng duong, cleisindosid D phan lap dwoc véi lugng nho va chua dugc tinh ché va
x4c dinh d6 tinh khiét dé 1am nguyén lidu thiét 1ap chat chuén cleisindosid D;

Nguyén Vian Hoang, “Xdy dung phwong phdp xdc dinh ham leong tap chat
lién quan trong nguyén liéu thiét ldp chat chudn cleisindoside D dwoc phdn Idp tir

qua Cha chéi”. Khoa luan t6t nghiép dugc s dai hoc nam 2018. Pay la nghién ctiru
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budc dau vé phwong phép xac dinh tap chét lién quan trong nguyén lidu thiét lap
chat chuan bang ki thuat chuén hoa dién tich. Tuy nhién, ki thut nay c6 han ché 13
chua x4c dinh duge t6i da ham lugng tap chit co trong nguyén liéu thiét lap chét
chuén cleisindosid D vi dung dich thir tién hanh sic ki & khoang néng d6 tir 500
pg/ml dén 1500 pg/ml, nén & ndng d6 tdi da thi chua thé phat hién hét cac tap chit
lién quan, dan dén x4c dinh ham lugng téng tap chét lién quan thép va s€ xac dinh
ham lugng cla chét chuén géc chua chinh xac. Hon thé nita, nguyén li€u thiét lap
chat chuin cleisindosid D ndy duoc phan lap tir qua cia cdy Cha chéi, ma chua
duoc nghién ctru phan lap tir cac qua cay khac thudc chi Cach hoa (Cleistanthus).
Cong trinh ndy méi chi budc dau nghién ciru chi tidu thir tap chét lién quan bang ki
thuat chuan hod dién tich cta nguyén liéu cleisindosid D ma chua nghién ciru day
dua cac chi tidu cia nguyén liéu va chua thiét 1ap duoc chét chudn gbc cleisindosid
D.

Nguyén Lam Hong, “Nghién ciru phén ldp, tinh ché, thiét ldp chat chudn dé
dinh tinh, dinh lwong mét sé lignan trong qua cia chi Cleistanthus, ho Thau dau
(Euphorbiaceae)”, Luan an tién si duoc hoc, 2019. Day 1a cong trinh dau tién cong

bd thiét 1ap chét chuan gdc cleisindosid D.

Hoat chat cleisindosid D va cao khé chiét xuat tir qua cua chi Cach hoa
(Cleistanthus) dang dugc nghién ctru phét trién thanh nguyén liéu thude diéu tri ung
thu. Vi vay, rat can thiét phai c6 chit chudn cleisindosid D dé xay dung tiéu chuin
chat luong cho céc nguyén liéu, ban thanh phdm va thanh phdm thudc nay. Hoat
cht cleisindosid D dang dugc nghién ctru phét trién thudc trén thé gi6i chua co chét
chuan cleisindosid D, nén can phai thiét 14p cleisindosid D thanh chat chuin géc cé

d6 tinh khiét ciia chit chuin (hay con goi 13 ham luong chit chuén) cao.

Tir chét chuan gbc cleisindosid D da duoc thiét 1ap va dang ki giai phap hitu
ich, muyc dich cua giai phap hitu ich nay 13 xay dung quy trinh tinh ché va thiét 1ap
chét chuin gbc cleisindosid D véi quy mé 16n dé c6 thé phuc vu cong tac thuong
quy kiém tra, giam sat ham luong cleisindosid D trong cac nguyén lidu, ban thanh

pham va thanh phim thudc.
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Ban chat ky thuit caa giai phap hitu ich
Giai phap hitu ich nham giai quyét cic vin d& néu trén, cu thé 1a giai phap
hitu ich dé cép dén quy trinh tinh ché va thiét 1ap chit chuin gbc cleisindosid D tir

chat tinh khiét cleisindosid D, trong d6 quy trinh ndy bao gém cac budc sau:

a) tinh ché chét tinh khiét cleisindosid D bing cach két tinh chét tinh khiét
cleisindosid D tir 1 dén 3 1an bang hé dung moéi cloroform:n-hexan theo ty 18
cloroform/n-hexan 1a 4/6 hoac hé dung mdéi n-butanol:n-hexan theo ty 1€ n-
butanol/n-hexan 1a 3/7 hodc hé dung mdi etanol:n-hexan theo ty 1€ etanol/n-hexan 1a
2/8; va
b) thiét 14p chat chuin gbc cleisindosid D tir chét tinh khiét cleisindosid D bao gdém
cic cong doan: xac dinh tinh chit cta nguyén liéu thiét lap chéat chuin gbc
cleisindosid D, dinh tinh nguyén liéu thiét lap chét chuan géc cleisindosid D, xac
dinh nhiét 46 noéng chay cua chét chuin géc cleisindosid D, do géc quay cuc riéng
ctia chit chuin géc cleisindosid D, xac dinh tap chét lién quan, xac dinh téng tap
chat bay hoi va tap chit v6 co trong chét chudn gdc clesindosid D, va dinh lugng
ham Iugng cleisindosid D trong chit chudn gdc clesindosid D; trong d6 budc b)
khéc biét & cac cong doan:
- x4c dinh tap chit lién quan trong chat chuin gdc cleisindosid D bang HPLC/DAD
st dung k¥ thuat pha lodng dung dich thir thanh dung dich d6i chiéu va duoc thuc
hién nhu sau:
+ chuan bi dung dich thir bang cach pha chit chudn gdc cleisindosid D trong dung
mdi axetonitril hoic metanol dé thu dugc ndng d6 cleisindosid D ndm trong khoang
tir 500pg/mL dén 5000pg/mL; va chuan bi dung dich d6i chiéu bang cach pha lodng
dung dich thir tir 50 dén 1000 14n trong dung méi axetonitril hoic metanol;
+ tién hanh sdc ky HPLC/DAD bang céch tiém cing mét thé tich tir 1uL dén 100
uL cac dung dich thir va dung dich ddi chiéu vao cot Phenyl CsHs (50-300 mm x 2-
4,6 mm; 1-10pm) hodc cdt ODS C18 (50-300 mm x 2-4,6 mm; 1-10pum) hodc ¢t
C8 (50-300 mm x 2-4,6 mm; 1-10pum), duy tri nhiét d6 cot nim trong khoang tur
20°C dén 60°C;

rira giai dung dich thir va dung dich d6i chiéu qua cot sac ky trong khoang thoi

gian tir 5 &n 60 phut v6i hé pha dong két hop bao gom:
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pha dong kénh A 1a axetonitril hodc metanol cd thé duoc bd sung thém axit, bazo
hoic dém véi ty 16 thé tich tir 0% dén 5,0%;
pha dong kénh B 1a nudc co thé duoc bd sung thém axit, bazo hoac dém vdi ty 1€
thé tich tir 0% dén 5,0%;
céc pha dong nidy dwoc trién khai theo chuong trinh dung méi dang dong hoic s
chuong trinh ra gidi gradient voéi toc d6 dong pha déng tir 0,4mL/phut dén
2,0mL/phut;

phat hién chit cleisindosid D va cac tap chit lién quan biang detecto DAD tai
budc song tir 200nm dén 360nm thu duoc séc ky dd cua dung dich trén;

+ tinh ham lugng tap chat don dugc tinh bing cong thirc sau:
(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100%
trong do:
1y 12 dién tich ctia timg pic tap chat trén sac ki d6 ctia dung dich th;
rs la dién tich pic cleisindosid D trén sic ki d6 cua dung dich dbi chiéu;
Cs 12 ndng d6 cua cleisindosid D trong dung dich déi chiéu;
Cula néng dd cua cleisindosid D trén sic ki db cua dung dich thu;
+ tinh ham luong phz‘in trim tong tap chit lién quan (%) tinh bang cong thirc sau:
(. ryy/15) X (Cs/Cu) x 100%
trong do;
Yrpgla téng dién tich cta tit ca céc pic tap chat trén sic ki d6 ctia dung dich thir;
rs 12 dién tich pic cleisindosid D trén sic ki d6 ctia dung dich déi chiéu;
Cs 12 ndng d6 cua cleisindosid D trong dung dich d6i chiéu;
Cu 12 ndng d6 cua cleisindosid D trén sic ki d6 ctia dung dich thi;

- dinh lugng ham lugng cleisindosid D trong chit chuin géc béng ki thuat chuén d6
do thé hoic phd cong hudng tir hat nhan duge thuc hién nhu sau:
+ pha chat chuin géc cleisindosid D trong dung méi hoa tan metanol hoic

axetonitril ding trong NMR dé dugc néng d6 dung dich 100 ppm;
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+ pha chit chudn néi 1 1,3,5- trimetoxybenzen trong dung mdéi metanol hodc
1,2,4,5-tetrametoxybenzen trong dung moi hoa tan axetonitril dung trong NMR dé
duoc nong d6 dung dich 100 ppm;

+ phéi tron chat chudn géc va cht chuin néi theo tyl€ 1:1; va

+ do phd cong huéng tir 'TH-NMR va tinh ham lwong cleisindosid D tro‘{lg chét
chuén gbc cleisindosid D.

MO ta vin tit hinh vé

Hinh 1 1a Qua cay thudc chi Cach hoa (Cleistanthus).

M0 ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phap hitu ich duoc mé ta chi tiét véi cic phuong 4n va nhitng
vi du thue hién cu thé, nhung cac phuong an va vi du nay chi nhim muc dich 1am 1
ban chat cta giai phap hitu ich chit khéng nhim han ché pham vi yéu ciu bao ho
cua giai phap hiru ich.

Chét tinh khiét cleisindosid D duoc phan 14p tir qua cua cay thudc chi Cach
hoa (Cleistanthus) dugc lua chon tir nhém gdm: Cach hoa nhiéu hoa (C. myrianthus
Kurz); Cha chéi, coc rao (C. tonkinensis Jabl); Cach hoa Peteloti (C. peteloti Merr.
Ex Croiz); Cach hoa day long (C. tometosus Hana); Cach hoa dang Chanh chau (C.
sageretoides Merr); Cach hoa cong dai (C. longipedicellatus); Cach hoa Sumatra
(C. sumatranus (Miq.). Muell. Arg); Cach hoa déng duong (C. indochinensis
Merr.ex Croiz); Cach hoa ganep (C. annamensis Gagn); Cach hoa eberhardt (C.
eberhardtii (Gagn) Croiz); Céach hoa ca (C. concinnus Croiz); Cach hoa Pierre (C.
pierrei (Gagnep.) Croiz); Cach hoa nhon (C. acuminatus) va Céach hoa nhon (C.

acuminatus).

Giai phap hitu ich dé cip dén quy trinh tinh ché va thiét 1ap chit chuin gbc
cleisindosid D tir chét tinh khiét cleisindosid D bao gdm céc budc sau:
a) Tinh ché chét tinh khiét cleisindosid D thanh nguyén liéu thiét 14p chét chuén
géc:

Chat tinh khiét cleisindosid D dugc tinh ché bang cot sic ki ¢ dién hodc sic
ki 16ng diéu ché hoic bang cach két tinh nhiéu l1an bang hé dung méi cloroform:n-

hexan theo ty 1€ cloroform/n-hexan 1a 4/6 hodc hé dung méi n-butanol:n-hexan theo
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ty 1€ n-butanol/n-hexan la 3/7 hoac hé dung méi etanol:n-hexan theo ty 1€ etanol/n-

hexan 13 2/8.

b) Thiét l4p chét chuin gdc cleisindosid D tir chét tinh khiét cleisindosid D bao gdbm

cac cong doan sau:

- x4c dinh tinh chét ciia nguyén lidu thiét 14p chét chuin gbc cleisindosid D bang
céch kiém tra cam quan chit chudn gdc cleisindosid D 13 bot két tinh mau tring,
khong mui, vi déng; xéc dinh do tan cua chit chuin géc cleisindosid D bﬁng cach
cho mot thé tich dung méi vao 1 g chét chudn gdc cleisindosid D dé & nhiét d6 tir
22°C dén 27°C trong khoang 30 phut, ctr 5 phit lai lac 30 gidy, chat chuin gbc
cleisindosid D tan thinh mét dung dich trong, dong nhét, khong con nhitng phan tir
ndo cta chit cleisindosid D; trong do, chét chudn géc cleisindosid D duoc xac dinh
la tan trong diclometan, cloroform, axeton, metanol, axetonitril; hoi tan trong etyl

axetat; kho tan trong n-hexan, n-butanol, etanol va nudc.

- dinh tinh nguyén liéu thiét 14p chit chuin gdc cleisindosid D bang phd cong
huong tir hat nhan ("H-NMR va 3C-NMR) két hop véi phd khéi HRESI-MS, hong
ngoai (IR) va quang phd hap thu tir ngoai kha kién (UV-VIS);

- xac dinh nhiét d6 néng chay cua chét chuin géc cleisindosid D tir 220°C dén
230°C bang phuong phap do mao quan theo dugc dién Viét Nam hoic bang ki thuat
quét nhiét vi sai, trong d6 ki thudt quét nhiét vi sai dugc thuc hién nhu sau:

+ can lugng mau chéat chuin gbc cleisindosid D nam trong khoang tir 3 mg dén 20
meg;

+ cai dat nhiét d6 véi tdc do gia nhiét tir 5°C/phit dén 10°C/phut tir nhiét d6 phong
thi nghiém dén nhiét d6 khoang 210°C va duy tri toc do gia nhiét tir 2°C/phut dén
5°C/phiit dén nhiét d6 khoang 240°C;

+ cai dat luu luong dong khi nito tir 30 mL/phit ¢én 60 mL/phiit;
+ tién hanh do mAu trong khoang thoi gian tir 20 phut dén 60 phut;

- do gbc quay cuc riéng cia chit chudn gbc cleisidosid D theo dugc dién Viét Nam
bang cach pha chit chudn gbc cleisindosid D trong dung méi cloroform hoic
metanol cé néng dd cleisindosid D tir 0,3% dén 1,0%, dung dich cleisindosid D thu

duge cé goc quay cyc riéng ([]2%) nim trong khoang tir -140,0° dén -160,0°.
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- x4c dinh tap chit lién quan theo mét trong cac phuong an sau:

+ x4c dinh ham lugng tng tap chét lién quan va timg tap chat lién quan trong chét
chuin gbc cleisindosid D bang phwong phap HPLC/DAD sir dung ki thuat pha
Jodng dung dich thtr thanh dung dich d6i chiéu.

+ xé4c dinh ham lugng téng tap chét lién quan va timg tap~ chat lién quan trong chét
chuin gbc cleisindosid D biang phwong phip HPLC/DAD sir dung ki thut chuin
hoa dién tich.

- xé4c dinh ham luong tong tap chit bay hoi trong chét chuin géc cleisindosid D
bang phuong phip mit khdi lwong do 1am khé (Loss on drying) theo phu luc 9.6
cia Duoc dién Viét Nam hodc phwong phép phén tich nhiét lwong (Thermo
gravimetric analysis-TGA), trong d6 phuong phap phan tich nhiét lugng dugc thuc

hién nhu sau:

+ can luong chit chuin géc cleisindosid D khoang tir 3 mg dén 30 mg dua vao cic
do.

+ cai dat chuong trinh nhiét d6 vé6i tbc do gia nhiét tir 5°C/phut dén 10°C/phut dén
nhiét 46 105°C, duy tri nhiét d6 105°C trong khoang thoi gian tir 2 gio 30 phut dén
5 gio.

+ cai dat luu luong dong khi nito tir 20 mL/phit dén 50 mL/phut;

+ tinh ham lugng ph?m tram tap chét bay hoi (%) c6 trong nguyén liéu thiét 1ap chét
chuin gbc cleisindosid D bang khéi lugng chét giam di so véi luong chét chun gbc

cleisindosid D ban dau x 100%;

- xac dinh tap chét v6 co bang phép thir tro sulfat theo phu luc 9.6 Dugc dién Viét
Nam hoac b%lng ki thuat phan tich nhiét lugng (Thermo gravimetric analysis-TGA),
trong d6 phuong phap phéan tich nhiét luong dugc thuc hién nhu sau:

+ nung chén platin & nhiét d6 khoang 600°C+50°C trong thoi gian 30 phut, dé trong
binh hat 4m vé nhiét d6 phong, rdi can chén nung.

+ can khoang tir 5mg dén 25mg chét chuan gbc cleisindosid D vao chén nung;

+ dua nhiét d6 thiét bi tir 550°C dén 1000°C trong khoang thoi gian tir 3 gi¢ dén 6
gitr dén khi cén hod tro hoan toan dén khéi lwong khong doi.

+ xac dinh tap chét v6 co dugc tinh bang lugng can con lai sau khi nung/luong can

chét chuén gbc clesindosid D x 100%.
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- dinh luong ham lrong cleisindosid D trong chét chuin géc bang ki thuat chuin do
do thé hodc phd cong huong tir hat nhin dinh luong, trong d6 phuong phép phd

cong hudng tir hat nhan dugc thuc hién nhu sau:

+ Pha chit chuin gbc cleisindosid D trong dung méi hod tan metanol hodc
axetonitril ding trong NMR dé dugc ndng do duﬁg dich 100 ppm.

+ Pha chit chudn ndi 1a 1,3,5- trimetoxybenzen trong dung méi metanol hodc
1,2,4,5-tetrametoxybenzen trong dung maéi hoa tan axetonitril ding trong NMR dé
dugc ndéng d6 dung dich 100 ppm;

+ Phdi tron chat chudn géc va chit chuin ndi theo ty 1€ 1:1; va

+ Po phd céng hudng tir '"H-NMR va tinh ham luong cleisindosid D trong chét

chuén goc cleisindosid D.

Chit chuan gdc cleisindosid D sau khi dwgc thiét 1ap dugc déng bng trong
budng chuyén dung Glove-box Labconco, sit dung éng thuy tinh trung tinh, mau
nau, hinh tron, khéi huong chit chuén gdc cleisindosid D trong dng tir 5 mg dén 200
mg.

Dénh gia 36 dong nhét cia éng chat chudn gbc cleisindosid D bao gdm d4nh gia
d6 dong nhat trong éng 13 mdi éng chuin c6 cing mot gid tri & cac vi tri khac nhau
va d4nh gid 46 dong nhit gitra cac 6ng 13 dam bao ddng nhét gifra cic dng khi ma
nguoi st dung chat chudn 14y cac mau phu dem do.

Xac dinh gi4 tri cong b6 trén nhin dng chuin gbc cleisindosid D va trén

phiéu kiém nghiém-COA duogc thuc hién nhu sau:

- xac dinh ham luong tdng tap chét lién quan bing HPLC/DAD va d6 tinh khiét
sic ki cua cleisindosid D dwoc tinh bang 100% - ham lwong téng tap chét lién quan
trong chit chun gbc cleisindosid D.

- xac dinh ham luong téng tap chét bay hoi trong chat chudn gdc cleisindosid D
bang phuong phap phan tich nhiét lwong (Thermo gravimetric analysis-TGA).

- x4c dinh ham lugng tap chat vo co theo phép thir tro sulfat hodc phwong phép
phan tich nhiét lugng (Thermo gravimetric analysis-TGA);

trong d6, méi phwong phap duoc so sanh lién phong tai it nhét 3 phong thi nghiém
dat tiéu chudn GMP va ISO-17025; danh gia két qua gifra cic phong thi nghiém
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bang test Anova 1 yéu t6 dé xac dinh dwgc gia tri trung binh giita cic phong thi

nghiém khac nhau khong c¢6 ¥ nghia théng ké.

- tinh gi4 tri trung binh cta cac két qua phén tich ham luong tong tap chét lién
quan bing HPLC/DAD, ham lugng tdng tap chit bay hoi va ham luong tap chét vo
co cua cac phong thi nghiém. -

. x4c dinh d6 tinh khiét (hay ham luong) ciia chét chudn géc cleisindosid D biang

phuong phép cén bz:ing khéi luong theo cong thirc sau:

d6 tinh khiét = d6 tinh khiét sic ki x (100 - % tap bay hoi - % tap v6 c0)/100;

hodc

d6 tinh khiét = (100% - % tap chét hitu co - % tap chit v6 co - % tap chét bay
hoi); hoac
d6 tinh khiét = (100% - % tap chét hitu co - % tap chit vo co - % nudc - % dung

moi tdn du).

- xac dinh gia tri céng b trén nhin dng chudn gdc cleisindosid D 13 X + 2 x Umr;
trong d6 X 1a d6 tinh khiét (hay ham luong cleisindosid D) cua chit chuén gbc duogc
tinh bang phuong phap can bang khdi lugng ¢ trén , Umr 13 d6 khong dam bao do
mo rong.

Theo mot phuong an, budc tinh ché chét tinh khiét cleisindosid D con dugc |
thuc hién béng cdt sic ki ¢d dién hoac sic ki long diéu ché va dugc thuc hién nhu
sau:

- lua chon cdt sic ki nhdi hat silica gel pha dao 1a mot trong nhom gém: RP-C30;
RP-C18; RP-C8, RP-C6; RP-CsHs (Phenyl);
- lua chon pha dong bao gém: axeton hodc metanol hoac axetonitril hodc
isopropanol véi ti 18 thé tich tir 10% dén 50% phdi hop véi nude vira di 100%,
hiing cac phan doan cé chira cleisindosid D;
- kiém tra su ¢6 mat cua chit cleisindosid D trong cac phan doan thu duogc béng

mot trong cac cach sau:

+ sic ki 16p méng (TLC) chira hat pha tinh pha d4o 1a: RP-C18 hozc RP-C8 hoic
RP-CsHs (Phenyl) v6i hé pha dong axeton:nuéc hodc metanol:nudc hoac

axetonitril:nuéc hodc isopropanol:nude véi ti 16 tir (10:90) dén (50:50), phat hién

-10-
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béng cach soi dén UV 254 nm va 366 nm hodc phun thudc thir hién mau nhu vanilin

hay Ceri sulfat dugc pha theo huéng dan ciia Dugc Dién Viét Nam; hoic

+ sic ki léng hiéu nang cao (HPLC/DAD) nhdi hat pha tinh pha dao la: RP-C30
hodac RP-C18 hoac RP-C8 hoic RP-C6 hodac RP-CsHs (Phenyl) véi hé pha dong
axeton:nudc hodc metanol:nu&c hodac axetonitril:nudc hoac isopropanol:nuéc vai ti
18 tir 10:90 dén 50:50, phat hién bang detector DAD c¢6 budc séng tir 200 nm va 360

nm.

Theo mét phuong 4n khéc nita, bude dinh tinh nguyén liéu thiét 1ap chit
chuin gdc cleisindosid D dwoc thuc hién bing phwong phap phd cong hudng tir hat
nhan ("H-NMR va *C-NMR) két hop v6i phd khéi HRESI-MS, hong ngoai (IR) va
quang phd hap thu tir ngoai kha kién (UV-VIS) nhu sau:

- phé 1H-NMR cua chit chuin gbc cleisindosid D trong dung méi CDCls, 500
MHz ¢6 cac d6 dich chuyén hoa hoc (8u) dic trung nam trong khoang sau: 2,70;
3,04; 3,18; 3,28; 3,39; 3,41; 3,67; 3,99; 4,07; 4,34; 4,45; 4,64; 5,28 5,83; 5,84; 5,89;
5,93; 6,26; 6,65; 6,69 (+ 0,5 ppm);

- phd BC-NMR ciia chét chudn géc cleisindosid D trong dung méi CDCls, 125
MHz c¢6 cac d6 dich chuyén hoa hoc dic trung (6c) nam trong khoang sau: 38,4;
44.0; 45,5; 59,9; 61,5; 69,8; 72; 73,5; 75,2; 76,0; 76,3; 99,4; 100,9; 101,5; 104,8;
107,6; 110,7; 122; 123,8; 132,8; 135,3; 136,8; 142,1; 146,6; 147,3; 149,9; 174,2
ppm (£ 0,5 ppm);

- phd khéi HRESI-MS ctia chat chudn géc cleisindosid D c¢6 manh m/z 583,1409
[M+Na]* (tinh toan 1y thuyét cho cong thitc phan tir C27H23013Na, 583,1428);

- phd hdng ngoai (IR) cua chit chuin gdc cleisindosid D trong KBr, trong d6 céc
dinh hép thu dic trung (Vmax) cia cleisindosid D bao gom: tir 3400 cm™ dén 3440
em’, tlr 2910 cm™ dén 2950 cm™, tir 1750 cm™ dén 1790 cm™, tr 1600 cm™' dén
1640 cm’, tlr 1455 cm™! dén 1495 cm™, tir 1210 cm™! dén 1250 cm™!, tir 1050 cm™!
dén 1090 cm! va tir 1015 cm™ dén 1055 cm™;

- quang pho hép thu tir ngoai kha kién (UV-VIS) cia chét chuin gbc cleisindosid
trong dung moi dugce lua chon 13 axetonitril hodc axetonitril:H>O c6 ti 1€ tir 3/7 dén
7/3 hodc metanol hodc metanol: H,O ¢6 ti 18 tir 3/7 dén 7/3 va phé UV ¢6 2 bude
song cuc dai (Amax nm) ndm trong khoang tir 200 nm dén 210 nm va trong khoang tir

280 nm dén 290 nm;
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Theo mdt phuong an khac, budc xac dinh tap chat lién quan trong chét
chudn gbc cleisindosid D dugc thuc hién bang cach xic dinh ham luong tng tap
chat lién quan va timg tap chét lién quan trong chit chuan gdc cleisindosid D bang
phuong phap HPLC/DAD sir dung ki thudt pha loang dung dich thir thanh dung

dich déi chiéu, bao gém cac cong doan:
i) chuén bi dung dich:

- dung dich thir dugc pha tir chat chuan gbc cleisindosid D ¢6 ndng d6 cleisindosid
D nam trong khoang 500 pg/ml dén 5000 pg/ml;

- dung dich déi chiéu duoc pha lodng tir dung dich thir trén tir 50 1an dén 1000 1an;
trong do, cac dung dich trén dugc pha trong dung moéi axetonitril hodc metanol hodc

pha dong;
ii) tién hanh sic ki HPLC/DAD:

- tiém cing mot thé tich tir 1uL dén 100 pL céc dung dich thir va dung dich ddi
chiéu dugc chuin bi ¢ trén vao cot Phenyl CéHs (50-300 mm x 2-4,6 mm; 1-10 pm)
hodc c¢6t ODS C18 (50-300 mm x 2-4,6 mm; 1-10pm) hoac cét C8 (50-300 mm x 2-
4,6 mm; 1-10 um), duy tri nhiét do cdt trong khoang tir 20°C dén 60°C;

- rira giai dung dich thir va dung dich d6i chiéu trén qua c6t sic ki néu trén trong

khoang thoi gian tir 5 phut dén 60 phut véi hé pha dong két hop bao gdm:

Pha dong kénh A la axetonitril hodc metanol co thé duoc bd sung thém chéit
thuéc nhém gdm: axit, bazo, dém vdi ti 18 thé tich tir 0% dén 5,0%, trong d6 axit
hitu co dugc lra chon tir nhém bao gém axit formic, axit axetic, axit oxalic, axit
trifloaxetic (TEA), axit tricloaxetic (TCA) hodc axit vé co dugc lya chon tir nhom
bao gém axit clohydric, axit phosphoric; bazo hitu co dugc lya chon tir nhém bao
gém dietylamin, trietylamin, trietanolamin hodc bazo v6 co nhu amoniac; va dém
hiru co duoc lua chon tir nhéom bao gém dém format, dém axetat, d€m amoni
format, dém amoni axetat, dém Tris (tén khoa hoc la: Tris(hydroxymetyl)
aminometan) con cé tén khac la THAM, dém His, dém HEPES (tén khoa hoc la:
axit —(2-hydroxyetyl)piperazin-1-etanesulfonic, axit N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-
(2-etanesulfonic)), d&m MES, d¢m MOPS hoac hé dém v6 co dugc lga chon tir

nhém bao gdbm dém amoni va dém phosphat.
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Pha dong kénh B 1 nudc c6 thé duge bd sung thém chit thudc nhém gdm:
axit, bazo, dém vdéi ti 18 thé tich tr 0% dén 5,0%, trong d6 axit hitu co dugc lua
chon tir nhém bao gém axit formic, axit axetic, axit oxalic, axit trifloaxetic (TEA),
axit tricloaxetic (TCA) hodc axit v6 co duoc lua chon tir nhém bao gém axit
clohydric, "axit phosphoric; bazo hitu co dugc lya chon tir nhém bao gém
dietylamin, trietylamin, trietanolamin hodc bazo v6 co nhu amoniac; va dém hitu co
duoc lua chon tir nhém bao gém dém format, dém axetat, dém amoni format, dém
amoni axetat, d&m Tris, dém His, dém HEPES, dém MES, dém MOPS hoac hé dém

vo co duoc lwa chon tir nhém bao gém dém amoni va dém phosphat.

Pha déng trén dugc trién khai theo chuwong trinh dung méi dang dong hoic
chuong trinh rira giai gradient v6i téc d6 dong pha dong tir 0,4 mL/phit dén 2,0
mL/phut;

- phat hién chat cleisindosid D va céac tap chét lién quan bang detector DAD tai

budc séng tir 200 nm dén 360 nm thu dugc cac sic ki d6 cua cic dung dich trén.
iii) tinh ham lwong tap chét don va téng tap chat lién quan nhu sau:
- ham luong phan tram tap don (%) tinh bang cong thirc sau:
(ru/ts) x (Cs/Cu) x 100%
trong do:
1y 12 dién tich ctia timg pic tap chat trén sic ki d6 ciia dung dich thi;
rs 1a dién tich pic cleisindosid D trén sic ki @6 ciia dung dich déi chiéu;
Cs 1a ndng d6 cua cleisindosid D trong dung dich ddi chiéu;
Cula n(‘Sng dd cua cleisindosid D trén sic ki dd coa dung dich thu;
- ham luong phan trim tng tap chét lién quan (%) tinh bang cong thirc sau:
(Z ry/1s) x (Cs/Cu) x 100%
trong do;
g la tng dién tich ctia tit ca cac pic tap chat trén sic ki d6 cia dung dich thi;
rs 1a dién tich pic cleisindosid D trén sac ki dd cua dung dich dbi chiéu;

Cs 1a ndng db cua cleisindosid D trong dung dich déi chiéu;
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Cula néng dd cua cleisindosid D trén sic ki db cua dung dich thi.

Theo mét phuong an khac nita, budc xac dinh ham lugng téng tap chét bay
hoi trong chat chuén gdc cleisindosid D dwoc x4c dinh bang tong luong ton du dung
moi hoac téng lugng nude va dugc thuc hién nhu sau:

. xéc dinh téng luong dung méi ton du bang GC/MS hoizc GC/FID.
- xac dinh téng luong nudce b%mg Karl-Fisher hodc chuin d6 do dién tich theo dugc

dién Viét Nam V.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Tinh ché va thiét 1ap chat chuin gdc cleisindosid D tir 12g chat tinh khiét

cleisindosid D dugc phén lap tir qua cia cay Cach hoa Peteloti (C. peteloti Merr. Ex

Croiz).

Chét tinh khiét cleisindosid D duoc tinh ché bang cach két tinh 3 1an véi hé
dung méi cloroform: n-hexan véi ti 16 thé tich 1a 4/6 thu dugc 12 g nguyén liéu thiét
1ap chét chuin gbc c6 d6 tinh khiét khoang 97%. Sau d6, chét tinh khiét cleisindosid
D da tinh ché dugc kiém tra cam quan 1a bot két tinh mau trfmg, khéng mui, vi déng
va dd tan cua chat chuin géc cleisindosid D dugc xéc dinh 1a tan trong diclometan,
cloroform, axeton, metanol, axetonitril, hoi tan trong etyl axetat va kho tan trong n-

hexan, n-butanol, etanol va nuédc.

Nhiét d6 néng chay cua chét chuin géc cleisindosid D 1a 223,5°C dugc do
bing phuong phép quét nhiét vi sai bao gdm cic budc sau: can lugng mau chét
chudn gbc cleisindosid D 14 4,3 mg; cai dat nhiét d6 vdi tée d6 gia nhiét tir 5°C/phut
t nhiét do phong thi nghiém dén nhiét d6 khoang 210°C va duy tri tdc do gia nhiét
2°C/phut dén nhiét @6 khoang 240°C; cai dat huru lugng dong khi nito tir 33 mL/phut
va do mau trong khoing thoi gian 1a 55 phat. Po géc quay cuc riéng cua
cleisindosid D ([a]3%) ndm trong khoang 1a -147,2° bang cach pha chét chuan gbc

cleisindosid D trong dung méi cloroform ¢ nong d6 12.0,3%.

X4c dinh ham luong tong tap chat lién quan va timg tap chét lién quan trong
chat chuin gdc cleisindosid D bang phuong phap HPLC/DAD sir dung ki thuat pha
lodng dung dich thir thanh dung dich d6i chiéu dugc thuc hién nhu sau:
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- chuén bi dung dich tht dugc pha tir chit chuin géc cleisindosid D c¢6 néng do
cleisindosid D 500 pg/ml trong metanol va dung dich d6i chiéu dugc pha lodng tir
dung dich thir trén 100 14n bang metanol.

- tiém cling mot thé tich 10pL cac dung dich thir va dung dich ddi chiéu & trén vao
cot Phenyl C¢Hs (150 mm x 4,6 mm; 10 um), duy tri nhiét d¢ c6t & nhiét do phong.
- rira giai dung dich thir va dung dich déi chiéu trén véi hé pha dong kénh A 13
metanol két hop véi pha dong kénh B 13 nudc béd sung thém axit axetic 3,0% theo

chuong trinh rira giai gradient nhu sau:

Thoi gian (phut) Kénh A Kénh B
0 30 70
20 50 50
50 70 30
55 30 70

Thoi gian phan tich 60 phut

Téc do dong 1,2 ml/phut

Thé tich tiém: 30 pL

Nhiét do cot: nhiét 4o phong

- phat hién chét cleisindosid D va céac tap chét lién quan tai budc séng 202 nm, xac
dinh dwoc ham lwong phan trim tong tap chét lién quan 13 1,7% va ham luong phan

tram tap don 1a 0,9%.

Xéc dinh ham luong tng tap chét bay hoi trong chit chudn gdc cleisindosid

D bing phuong phap mét khéi lugng do 1am khé 14 1,0%.

Xéc dinh tap chét vd co bang phép thir tro sulfat theo phu luc 9.6 duoc dién
Viét Nam 1a 0,006%.

Chét chuin géc cleisindosid D dugc xac dinh ham luong cleisindosid D béng
k¥ thuat chuén dd do thé hoic phé cdng huong tir hat nhan dinh luong va dugc thuc
hién nhu sau: pha 1 mg chét chuin gdc cleisindosid D trong 10 ml dung méi hoa tan
metanol ding trong NMR thu duoc ndng d6 dung dich 100 ppm; pha 1 mg chét
chuin néi 1a 1,3,5- trimetoxybenzen trong 10 ml dung méi metanol dung trong

NMR thu duoc nong d6 dung dich 100 ppm; sau d6 phdi tron chat chuan gbc va
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chit chuin ndi theo ty 1€ 1:1; va do phé cong hudng tir 'TH-NMR va tinh ham lugng

cleisindosid D trong chat chuén gdc cleisindosid D 13 96,7%.

Vi du 2: Tinh ché va thiét 1ap chit chudn gdc cleisindosid D tir 17g chat tinh khiét
cleisindosid D dugc phédn 14p tr qud cia cdy Céach hoa cong dai (C.
longipedicellatus).

Chét tinh khiét cleisindosid D dugc tinh ché bing cach két tinh 2 1in véi hé
dung méi n-butanol/n-hexan véi ti 18 thé tich 1a 3/7 thu duoc 17g nguyén liéu thiét 1ap
chit chuén gbc ¢6 d6 tinh khiét khoang 96%. Sau d6, chat tinh khiét cleisindosid D da
tinh ché dugc kiém tra cam quan 1a bot két tinh mau tring, khong mui, vi ding va do
tan cta chdt chudn gdc cleisindosid D dugc x4c dinh 14 tan trong diclometan,
cloroform, axeton, metanol, axetonitril, hoi tan trong etyl axetat va khé tan trong -

hexan, n-butanol, etanol va nudc.

Nhiét 46 néng chay cia chit chuin gdc cleisindosid D 14 226,9°C dugc do
bing phuong phép quét nhiét vi sai bao gém céc budc sau: cin luong miu chit
chudn géc cleisindosid D 13 14,3 mg; cai dat nhiét d6 véi tdc do gia nhiét tir
10°C/phut & nhiét d6 phong thi nghiém dén nhiét d6 khoang 210°C va duy tri téc do
gia nhiét 5°C/phut dén nhiét 36 khoang 240°C; cai dat luu lugng dong khi nito 40
mL/phit va do miu trong khoang thoi gian 13 30 phut. Po gbc quay cuc riéng cua
cleisindosid D ([«]2") nim trong khoang 1a -156,2° bang cach pha chét chuén goc

cleisindosid D trong dung méi cloroform c6 ndng d6 12 0,6%.

Xac dinh ham luong tdng tap chét 1ién quan va timg tap chat lién quan trong
chat chuin gdc cleisindosid D bang phuong phap HPLC/DAD st dung ki thuat pha
lodng dung dich tht thanh dung dich ddi chiéu dugc thuc hién nhu sau:

- chudn bi dung dich thir duoc pha tir chdt chuin gdc cleisindosid D c6 nong do
cleisindosid D 5000 pg/ml trong metanol va dung dich ddi chiéu dugc pha lodng tir
dung dich thir trén 100 lan bing metanol.

- tiém cung mot thé tich 10pL céc dung dich thir va dung dich dbi chiéu ¢ trén vao
cot C8 (250 mm x 4,6 mm; 10 pm), duy tri nhiét 46 cot & nhiét 46 phong.

- rira giai dung dich thir va dung dich d6i chiéu trén vé6i hé pha dong kénh A 13
metanol két hop vé6i pha dong kénh B 1a nude bd sung thém dietylamin 2,0% theo

chuong trinh rira gidi gradient nhu sau:
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Thoi gian (phut) Kénh A Kénh B
0 20 80
20 60 40
55 80 20
60 20 80

Thoi gian phan tich 65 phut

Tbc 36 dong 1,2 ml/phut

Thé tich tiém: 20 pL
Nhiét d6 cot: 40°C

- phat hién chét cleisindosid D va céc tap chét lién quan tai budc song 208 nm, xac
dinh dwgc ham huong phéan trim téng tap chét lién quan 14 1,6% va ham luong phin

tram tap don 1a 0,8%.

Xac dinh ham luong tng tap chét bay hoi trong chit chudn gdc cleisindosid

D bang phuong phap mat khdi luong do 1am khé 13 0,9%.

Xac dinh tap chét v6 co bang phép thir tro sulfat theo phu luc 9.6 dwoc dién
Viét Nam 1a 0,007%.

Chét chuén gbc cleisindosid D dugc xéc dinh ham luong cleisindosid D bang
k¥ thuat chun do do thé hodc phd cong hudng tir hat nhan dinh lwong va dugc thuc
hién nhw sau: pha 2 mg chat chun gdc cleisindosid D trong 20 ml dung méi hoa tan
metanol dung trong NMR thu duoc ndng d6 dung dich 100 ppm; pha 2mg chét
chudn ndi 1 1,3,5- trimetoxybenzen trong 20 ml dung méi metanol ding trong
NMR thu dugc néng dé dung dich 100 ppm; sau do phéi tron chat chuin géc va
chat chudn néi theo ty 18 1:1; va do phd cong huéng tir 'H-NMR va tinh ham luong
cleisindosid D trong chit chuan géc cleisindosid D 13 95,7%.

Vi du 3: Tinh ché va thiét 14p chét chuin gdc cleisindosid D tir 12g chit tinh khiét
cleisindosid D dugc phéan ldp tir qua cia cdy Cach hoa eberhardt (C. eberhardtii
(Gagn) Croiz).

Chét tinh khiét cleisindosid D duoc tinh ché bing cach két tinh 3 14n véi hé
dung moéi ethanol/n-hexan véi ti 1& thé tich 1a 2/8 thu duoc 12g nguyén liéu thiét 1ap
chét chuin gdc c6 d6 tinh khiét khoang 96%. Sau d6, chét tinh khiét cleisindosid D da

tinh ché dugc kiém tra cam quan 13 bot két tinh mau tring, khéng mui, vi ding va d6
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tan clia chit chuin géc cleisindosid D dugc xac dinh la tan trong diclometan,
cloroform, axeton, metanol, axetonitril, hoi tan trong etyl axetat va kho tan trong n-

hexan, n-butanol, etanol va nuédc.

Nhiét d6 néng chay cua chit chudn gbc cleisindosid D 13 224,8°C dugc do
bang phuong phap quét nhiét vi sai bao gdm céc budc sau: can lrong méAu chat
chudn gdc cleisindosid D 1a 12,3 mg; cai dit nhiét do voi téc do gia nhiét tir
5°C/phut & nhiét o phong thi nghiém dén nhiét d6 khoang 210°C va duy tri tdc do
gia nhiét 10°C/phut dén nhiét d6 khoang 240°C; cai dat luu lwong dong khi nito 50
mL/phit va do miu trong khoang thoi gian 1a 45 phit. Po géc quay cuc riéng cua

cleisindosid D ([«]3%) ndm trong khodng 14 -152,2° bang c4ch pha chét chuén gbc
cleisindosid D trong dung méi cloroform c6 ndng dd 1a 1,0%.

Xac dinh ham luong tong tap chét lién quan va timg tap chét lién quan trong
chit chuan gbc cleisindosid D bing phuong phap HPLC/DAD sir dung ki thuét pha
lodng dung dich thit thanh dung dich ddi chiéu duoc thuc hién nhu sau:

- chuén bi dung dich thir dugc pha tir chit chuin gdc cleisindosid D ¢6 ndng do
cleisindosid D 1500 pg/ml trong metanol va dung dich ddi chiéu dwoc pha lodng tir
dung dich thir trén 200 14n bing metanol.

- tiém ciing mét thé tich 10uL cac dung dich thir va dung dich ddi chiéu & trén vao
cot C8 (250 mm x 4,6 mm; 10 um), duy tri nhiét d9 cft & nhiét d phong.

- rla giai dung dich thir va dung dich d6i chiéu trén v6i hé pha dong kénh A 13
metanol két hop véi pha dong kénh B 13 nudc bd sung thém amoni axetat 0,5% theo

chuong trinh rira giai gradient nhu sau:

Thoi gian (phut) Kénh A Kénh B
0 25 75
30 80 20
55 80 20
60 25 75
Thoi gian phan tich 65 phut
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Téc d6 dong 1,0 ml/phut
Thé tich tiém: 60 pL
Nhiét d6 cot: 30°C

- phat hién chét cleisindosid D va céc tap chét lién quan tai budc séng 210 nm, xac
dinh dugc ham luong phan trim tong tap chét lién quan 13 2,9% va ham lugng phén

tram tap don 14 1,5%.

Xac dinh ham luong tong tap chét bay hoi trong chit chuin gdc cleisindosid

D bang phuong phap mét khéi lwong do 1am khé 13 3,7%.

Xac dinh tap chét vé co béng phép thir tro sulfat theo phu luc 9.6 dugc dién
Viét Nam la 0,006%.

Chat chudn gbc cleisindosid D dwogc xac dinh ham luong cleisindosid D bang
k¥ thuat chuin do do thé hodc phd cong hudng tir hat nhan dinh lugng va dugc thuc
hién nhu sau: pha 2,5 mg chit chuén gdc cleisindosid D trong 25 mL dung méi hoa
tan metanol dung trong NMR thu duoc ndng d6 dung dich 100 ppm; pha 2,5 mg
chat chudn ni 13 1,3,5- trimetoxybenzen trong 25 ml dung méi metanol dung trong
NMR thu duoc nong d6 dung dich 100 ppm; sau d6 phdi tron chéat chuin gbec va
chat chuin ni theo ty 18 1:1; va do phd cong hudng tir 'TH-NMR va tinh ham luong

cleisindosid D trong chét chuin gbc cleisindosid D 1 93,4%.

Vi du 4: Tinh ché va thiét 1ap chét chudn gc cleisindosid D tir 5g chét tinh khiét
cleisindosid D dugc phan 13p tir qua ctua cdy Cach hoa eberhardt (C. eberhardtii
Gagn) Croiz).

Chét tinh khiét cleisindosid D dugc tinh ché béng cach két tinh 1 1an véi hé
dung mai ethanol/n-hexan véi ti 1¢ thé tich 1a 2/8 thu dugc 4g nguyén liéu thiét 1ap
chét chudn géc ¢ d6 tinh khiét khoang 96%. Sau 4, chat tinh khiét cleisindosid D d3
tinh ché duogc kiém tra cam quan la bot két tinh mau trfmg, khéng mui, vi déng va do
tan cua chit chuin géc cleisindosid D dugc xac dinh la tan trong diclometan,
cloroform, axeton, metanol, axetonitril, hoi tan trong etyl axetat va kho tan trong n-

hexan, n-butanol, etanol va nudc.

Nhiét d6 nong chay ciia chit chuan gdc cleisindosid D 13 226,8°C dugc do

bang phuong phap quét nhiét vi sai bao gém céc budc sau: cin luong mau chat
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chuin géc cleisindosid D 13 10,3 mg; cai dat nhiét d6 vé6i tbc d6 gia nhiét tir
5°C/phit & nhiét d6 phong thi nghiém dén nhiét d6 khoang 210°C va duy tri téc do
gia nhiét 10°C/phut dén nhiét d6 khoang 240°C; cai dat luu lugng dong khi nito 50
mL/phtit va do miu trong khoang thoi gian 13 45 phit. Po géc quay cuc riéng cia

cleisindosid D ([«]3%) ndm trong khoang 14 -154,2° bang cach pha chét chuin gdc
cleisindosid D trong dung méi cloroform c6 néng d6 13 0,4%.

Xéc dinh ham hrong tong tap chit lién quan va timg tap chat lién quan trong
chat chudn géc cleisindosid D bing phuong phap HPLC/DAD sir dung ki thuat pha
lodng dung dich thir thanh dung dich d6i chiéu dugc thuc hién nhu sau:

- chuén bi dung dich thtt dugc pha tir chét chuin géc cleisindosid D ¢o6 n@)ng do
cleisindosid D 4000 pg/ml trong metanol va dung dich d6i chiéu dugc pha lodng tir
dung dich thir trén 200 14n bing metanol.

- tiém cung mét thé tich 50pL céc dung dich thir va dung dich déi chiéu & trén vao
cot C8 (250 mm x 4,6 mm; 10 um), duy tri nhiét d§ cft & nhiét 4§ phong.

- rira gidi dung dich thir va dung dich ddi chiéu trén vé6i hé pha dong kénh A 13
axetonitril két hop vé6i pha dong kénh B 1a nuéc bd sung thém trietylamin 0,5%

theo chuong trinh rira giai gradient nhu sau:

Thoi gian (phut) Kénh A Kénh B
0 27 73
40 50 50
45 73 27
50 27 73

Thoi gian phan tich 55 phut

Tdc d6 dong 1,0 ml/phit

Thé tich tiém: 50 pL
Nhiét d6 cot: 40°C

- phat hién chét cleisindosid D va cac tap chét lién quan tai budc song 288 nm, xac
dinh dwgc ham hugng phén tram téng tap chit lién quan 13 2,2% va ham luong phén
tram tap don 1a 1,2%.

Xac dinh ham luong téng tap chét bay hoi trong chit chuin gbc cleisindosid

D bang phuong phap mit khéi luong do 1am kho 13 1,2%.
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Xéc dinh tap chét v co bang phép thir tro sulfat theo phu luc 9.6 dugc dién
Viét Nam 13 0,005%.

Chat chuén géc cleisindosid D dugc xac dinh ham luong cleisindosid D bang
ky thuat chuén d6 do thé hoac phé cong hudng tir hat nhan dinh lugng va dugc thuc
hién nhu sau: pha 0,5 mg chat chuin géc cleisindosid D trong 5 ml dung méi hoa
tan metanol dung trong NMR thu duoc néng d6é dung dich 100 ppm; pha 0,5 mg
chat chudn néi 13 1,3,5- trimetoxybenzen trong 5 ml dung méi metanol ding trong
NMR thu dugc noéng d6 dung dich 100 ppm; sau d6 phéi tron chét chudn gbc va
chit chuan néi theo ty 16 1:1; va do phd cong huéng tir 'H-NMR va tinh ham lugng

cleisindosid D trong chét chuin gbc cleisindosid D 14 95,8%.
Hiéu qua dat dwgc ciia giai phap hitu ich

Hoat chiét cleisindosid D va cao khé chiét xudt tir qua cia chi Céach hoa
(Cleistanthus) dang dugc nghién ctru phat trién thanh nguyén liéu thudc diéu tri ung
thu. Vi viy, rat can thiét phai c6 chat chuin gdc cleisindosid D @ x4y dung tiéu
chuén chit luong cho cac nguyén lidu, ban thanh phdm va thanh phim thudc nay.
Hoat cht cleisindosid D dang dugc nghién ciru phat trién thudc trén thé gici nhung
chwa c6 chat chuan gdc cleisindosid D, nén can phai thiét 14p cleisindosid D thanh
chat chuin gdc c6 d6 tinh khiét cia chit chuin (hay con goi 1a ham luong chét
chuan) cao. Tir san phim chat chuin gbc cleisindosid D da dugc dang ki bao ho doc
quyén sang ché, giai phap hitu ich ndy d& xuét thiét 14p chat chudn gbc cleisindosid
D v6i lugng 16n dé sir dung trong thuong quy kiém tra, gidm sat ham luong
cleisindosid D trong nguyén liéu, ban thanh phdm va thanh phim thudc bao gdm
nguyén li€u hod duogc cleisindosid D va cac dang bao ché cua chat tinh khiét
cleisindosid D (thuéc tiém, vién nén, vién nang, v.v.), dugc liéu, cao dugc liéu va
cac dang ché phém cua cao dugc liéu tir qua cda chi Cach hoa (vi dy, dang vién

hoan, vién nang, thudc tiém, v.v.).
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh tinh ché va thiét 14p chit chuin gdc cleisindosid D tir cht tinh khiét
cleisindosid D, trong d6 quy trinh ndy bao gém céc budc:
a) tinh ché chét tinh khiét cleisindosid D bang cach két tinh chit tinh khiét
cleisindosid D tir 1 dén 3 l4n bang hé dung méi cloroform:n-hexan theo ty 18
cloroform/n-hexan 1a 4/6 hoac hé dung moéi n-butanol:n-hexan theo ty 1€ n-
butanol/n-hexan 1a 3/7 hodc hé dung méi etanol:n-hexan theo ty 1€ etanol/n-hexan 1a
2/8; va
b) thiét 1ap chit chuin gdc cleisindosid D tir chét tinh khiét cleisindosid D bao gdm
cac cong doan: xac dinh tinh chét cia nguyén liéu thiét lap chit chuin géc
cleisindosid D, dinh tinh nguyén liéu thiét 1ap chat chuan gdc cleisindosid D, xac
dinh nhiét 46 néng chay cta chit chudn gdc cleisindosid D, do géc quay cuc riéng
cta chit chuin géc cleisindosid D, x4c dinh tap chét lién quan, xac dinh téng tap
chat bay hoi va tap chit v6 co trong chit chuin gbc clesindosid D, va dinh lrong
ham luong cleisindosid D trong chit chuin gbc clesindosid D; trong d6 budc b)
khéc biét ¢ cac cong doan:
- x4c dinh tap chét lién quan trong chét chudn gdc cleisindosid D bang HPLC/DAD
sir dung k¥ thuét pha loing dung dich thir thanh dung dich ddi chiéu va dugc thuc
hién nhu sau:
+ chuén bi dung dich thir bing cach pha chit chuin gbc cleisindosid D trong dung
mdi axetonitril hoic metanol dé thu dugc ndng do cleisindosid D nam trong khoang
tir 500pg/mL dén 5000pg/mL; va chun bi dung dich d6i chiéu bing céch pha lodng
dung dich thi tir 50 dén 1000 lan trong dung mdi axetonitril hodc metanol;
+ tién hanh sic ky HPLC/DAD bing cach tiém cung mét thé tich tir 1pL dén 100
uL cac dung dich thir va dung dich ddi chiéu vao cot Phenyl CsHs (50-300 mm x 2-
4,6 mm; 1-10pm) hodc cdt ODS C18 (50-300 mm X 2-4,6 mm; 1-10pum) hodc cot
C8 (50-300 mm x 2-4,6 mm; 1-10pm), duy tri nhiét d§ cdt nam trong khoang tur
20°C dén 60°C;

rira giai dung dich thir va dung dich déi chiéu qua cot sac ky trong khoang thoi
gian tir 5 dén 60 phut v6i hé pha dong két hop bao gdm:
pha ddng kénh A 1a axetonitril hodc metanol co thé dugc bd sung thém axit, bazo

hozc dém véi ty 18 thé tich tir 0% dén 5,0%;
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pha déng kénh B 14 nudc c6 thé duoc bd sung thém axit, bazo hodc dém véi ty 16
thé tich tir 0% dén 5,0%;

céc pha dong nay duoc trién khai theo chuong trinh dung méi dang dong hodc
chuong trinh rira giai gradient v6i tc d6 dong pha dong tir 0,4mL/phut dén
2,0mL/phut;

phat hién chit cleisindosid D va céc tap chét lién quan bang detecto DAD tai budc
song tur 200nm dén 360nm thu dugc sic ky dd cua dung dich trén;

+ tinh ham hrong tap chét don dugc tinh bang cong thirc sau:
(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100%
trong do:
1y 12 dién tich cia timg pic tap chat trén séc ki d6 ciia dung dich thir;
1s 13 dién tich pic cleisindosid D trén séc ki d6 ctia dung dich dbi chiéu;
Cs 12 ndng do ciia cleisindosid D trong dung dich déi chiéu;
Cu la ndng d6 cia cleisindosid D trén séc ki db ctia dung dich thi;
+ tinh ham lwong phén trim tdng tap chét lién quan (%) tinh bing c6ng thirc sau:
(& ry/1s) x (Cs/Cu) x 100%
trong do;
¥ 1y, 12 tong dién tich clia tit ca céc pic tap chét trén sic ki d6 clia dung dich thu;

1s 12 dién tich pic cleisindosid D trén sic ki d6 ctia dung dich d6i chiéu;
Cs 12 ndng d6 cuia cleisindosid D trong dung dich ddi chiéu;
Cu la ndng do ciia cleisindosid D trén sac ki d6 ciia dung dich thir;

- dinh lvong ham lugng cleisindosid D trong chét chuin géc béng ki thuat chuin d6
do thé hoac phé cong hudng tir hat nhan dugc thuc hién nhw sau:

+ pha chit chudn gbc cleisindosid D trong dung méi hoa tan metanol hoic
axetonitril dung trong NMR dé duoc ndng d6 dung dich 100 ppm;

+ pha chat chuin ndi 1a 1,3,5- trimetoxybenzen trong dung méi metanol hoic
1,2,4,5-tetrametoxybenzen trong dung méi hoa tan axetonitril dung trong NMR dé
duoc ndng d6 dung dich 100 ppm;
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+ phéi tron chat chudn géc va chét chuén noi theo tylé 1:1; va
+ do phd coéng huong tir 'H-NMR va tinh ham luong cleisindosid D trong chét

chuan gdc cleisindosid D.
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HINH VE

Hinh 1. Qua cay thudc chi Cach hoa (Cleistanthus)
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