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(57) Giai phap hiru ich dé cip dén quy trinh tinh ché va thiét 1ap chat chuan thu cap
cleistantoxin tir hop chét cleistantoxin tinh sach, trong d6 quy trinh nay tinh ché hop chat
tinh sach thanh chat chuan thtr cap, tir chat chuan thi cdp nay xac dinh tong ham luong tap
chat, ham lugng cleistantoxin, ham lugng phan tram cleistantoxin so v&i chat chuan gbc va
gio1 han tap chat trong chat chuan thir cip. Duya trén cac két qua thu dugc cho phép chon
duogc chat chuan thir cip cleistantoxin dap Gmg tiéu chuan thay thé cho chit chuan géc.
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Linh vue k¥ thuit dwec dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc duge phim, cu thé 1a dé cap dén quy trinh tinh

ché va thiét 1ap chit chudn thu cap cleistantoxin tir chét tinh sach cleistantoxin.
Tinh trang k¥ thuét cia giai phap hiru ich

Cleistantoxin dugc cdc nha khoa hoc Vién Héa sinh bién, Vién Han Lam Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam lan dau tién dugc phan lap tir qua loai Cleistanthus
indochinensis, 13 hop  chét (7R,8R,7'R,8'R)-7-hydroxy-6-metoxy-3',4":4,5-
bis(metylenedioxy)-2,7'-cyclolignan-9',9-olit. Hop chit niy di duogc cap b?lng doc
quyén séng ché s 12278.

Cleistantoxin dugc phan l8p tir qua cdy Cach hoa Déng duong (Cleistanthus
indochinensis) cling dugc Trinh Thi Thanh Van va cdng su dé cap trong bai bao
“Cytotoxic lignans from fiuits of Cleistanthus indochinensis. synthesis of cleistantoxin

derivatives”, Journal of Natural Product, ndm 2012, tip 75, trang 1578-1583.

Tuy nhién, quy trinh trén méi phan 14p mot lugng nhé cleistantoxin tir lugng 0,5
kg qua kho cay Cach hoa Déng duong bing phuong phap chiét phan b thu dugc
cleistantoxin trong phan doan diclometan. Céng bé méi & méc do nghién ctu thanh
phan hod hoc qua cua cay Cach hoa Dong duong, cleistantoxin phan 1ap dugc véi luong
nhé va chua dugc tinh ché di do tinh khiét dé 1am nguyén liéu thiét 1p chét chuan géc

cleistantoxin.

Ngoai ra, cling c6 mot s6 nghién ctru lién quan dén quy trinh tinh ché va thiét lap
chat chuan da cong bé, bao gdm: Nguyén Lam Hong va cong su, T. ap chi Duoc hoc, S6
512, nam 58, s6 12/2018, 21-24, “Nghién cieu phan Idp va nhdn dang cleistantoxin tir qua
cdy Cha chéi (Cleistanthus tonkinensis Jabl. Euphorbiaceae) lam nguyén liéu thiét ldp
chdt chudn”; Nguyén Lam Hong va cong su, Tap chi Duoc hoc, S6 514, nim 59, Sb
2/2019, 69-74 “Xdc dinh dé tinh khiét cia nguyén liéu thiét lap chdt chuén cleistantoxin
dwogc phdn ldp tir qua cdy Cha chéi (Cleistanthus tonkinensis Jabl. Euphorbiaceae)”;
Dao T Anh, “Tinh ché va x4c dinh do tinh khiét cia cleistantoxin phan 14p tr qua cia

cdy Cha chéi (Cleistanthus tonkinensis) 1am nguyén lidu thiét 1ap chat chuin. Trudng
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Dai hoc Dugc Ha Néi, Luan vin thac si dugc hoc (2018); Nguyén Lam Héng, “Nghién
cieu phdn 1dp, tinh ché, thiét lap chdt chudn dé dinh tinh, dinh lrong mét sé lignan trong
qua cua chi Cleistanthus, ho T hau déau (Euphorbiaceae)”, Luan an tién si duoc hoc,
11/2019. Tuy nhién, cic cong bd nay méi chi khio sit so bd va chwa dua ra duge quy
trinh thiét 1ap chat chuén gdc cleistantoxin cing nhu céc phwong phap xé4c dinh tap chét

c6 trong do.

Hoat chit cleistantoxin va cao kho chiét xudt tir qua cia chi Cach hoa
(Cleistanthus) dang dugc nghién ciru phat trién thanh nguyén liéu thudc didu tri ung thu.
Do hoat chét phan l4p nay thuong khéong du tinh sach nén chat lwong hoat chat khong
duoc kiém soét va bi phu thudc vao quy trinh phan 14p. Vi vdy, rt cin thiét phai c6 chét
chuén cleistantoxin dé xay dung tiéu chun chét lugng cho céc nguyén liéu, ban thanh
phim ciing nhu thanh phdm thudc ndy dé c6 thé kiém soat chit luong dugc phdm thu
duoc. Tuy nhién, hoat chat cleistantoxin dang dwoc nghién ctru phat trién thudc, thuong
cac chat chun gdc tinh khiét c6 gia thanh rit cao chi phu hop cho nghién ctru trong
phong thi nghiém va trén thé gidi chwa c6 chét chudn cleistantoxin phé cap, nén can
phai thiét 1ap cleistantoxin thanh chat chudn thtr cAp v6i d tinh khiét d4p vmg tiéu chuén

cho phép tg dung rong rai trong phén tich, kiém soat ngoai thuc té.

Do d6 can quy trinh thiét 1ap chit chudn cleistantoxin hiru ich dé chuén héa chit
chuén thir cip cleistantoxin trén co s& chét chuén gbc cho phép thay thé chét chudn gbc
dé phuc vu cong tac thuong quy trong viéc kiém tra, gidm sat ham luong cleistantoxin
trong cac nguyén liéu, ban thanh pham ciing nhu trong duoc pham.

Bin chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich nhdm giai quyét cic van dé néu trén. Dé dat duoc
muc dich ndy, giai phép hitu ich dé cap dén quy trinh tinh ché va thiét 1ap chit chuén
thit cap cleistantoxin, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) tinh ché hop chét cleistantoxin tinh sach thanh nguyén liéu thiét 14p chit chuén
thir cp bang cach hoa tan va két tinh 3 14n hop chét cleistantoxin tinh sach trong hé két
hop bao gom dung méi hoa tan 13 diclometan va dung méi khong hoa tan 13 metanol thu

dugc chat chuan thi cap cleistantoxin;

b) x4c dinh tong ham luong tap chét trong chit chuin thir cip cleistantoxin:
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- chudn bi dung dich thir va dung dich dbi chiéu bang cich hoa tan chit chuin thir cép
trong dung méi axetonitril #n ndng dd cleistantoxin nam trong khoang tir 500 dén 5000
pg/ml, tiép d6 pha loang tiép mot lwong dung dich thir niy véi axetonitril theo ty 18 pha
logng tir 10 d&n 10.000 14n thu dwoc dung dich thir va dung dich ddi chiéu;

- tién hanh sic ky HPLC/DAD:

+ tiém ciing mot thé tich tir 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich déi chiéu doc
1ap vao cot sic ky Phenyl CsHs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, ¢& hat tir 1 dén10 pm,
cdt ODS C18 kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén 10um, hodc cot C8 kich
thudce 50-300 x 2-4,6 mm, ¢& hat tir 1 dén 10 pum, duy tri nhiét 46 cdt trong khoang
tir 20°C dén 60°C;

+ rira giai c6t chita dung dich thir va dung dich d6i chiéu trong thoi gian 60 phut véi
pha dong kénh A 1a axetonitril hodc axetonitril co bd sung thém axit, bazo hodc dém,
va pha dong kénh B la nudc tinh khiét hoic nudc cé bd sung thém axit, bazo hodc
dém véi tbc 46 dong tir 0,6 dén 2,0 mL/ phut; va

+ xé4c dinh cac pic va tinh dién tich pic ciia cac chit phén tich tai budc séng tir 200 dén
360 nm;

- tinh ham lwong phin tram ting tap chat don va tdng lrgng tap chat c6 trong chat chuin
thir cap theo dién tich pic trén sic ky dd dé dua ra ham luong tap chét trong chat chuin
thi cap:
ham luong phén trdm tap chéat don tinh bang cong thirc sau:
(ru/rs) X (Cs/Cu) x 100
trong do:
ry 12 dién tich ciia timg pic tap chat trén sic ky db cta dung dich thir;
rs 13 dién tich pic cleistantoxin trén sic ky db cta dung dich di chiéu;
Cs 12 ndng d6 ciia cleistantoxin trong dung dich déi chiéu;
Cu 12 ndng d6 ciia cleistantoxin trong dung dich thi;
ham luong phan trim tong tap chit lién quan tinh bang cong thirc sau:
(X ry/rs) x (Cs/Cu) x 100
trong do:

3 1y 14 tng dién tich ciia tit ca céc pic tap chét trén sic ky db cta dung dich th;

-4-
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rs 1a dién tich pic cleistantoxin trén séc ky dd cua dung dich déi chiéu;
Csla néng d6 cua cleistantoxin trong dung dich dbi chiéu;

Cu 12 ndng d6 cia cleistantoxin trong dung dich thi;

¢) x4c dinh ham luong cleistantoxin trong chat chuén thir cdp va so sénh v&i ham

lwong chat chuin gdc bang cach:

- chuén bi dung dich thtr va dung dich chuin gdc bang cach pha lan luot chit chuan thir
cép v6i dung méi axetonnitril dén khoang ndng do cleistantoxin tir 0,5 dén 500 pg/ml, pha
chit chuén gbc vé6i axetonnitril dén khoang ndng do cleistantoxin tir 0,5 dén 500 pg/ml thu

dugc dung dich thit va dung dich chuén géc;
- tién hanh sic ky HPLC/DAD:

+ tiém cing mét thé tich tir 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich chudn gbc vao
cot séc ky Phenyl CsHs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, ¢& hat tir 1 d@én 10 pm, hogc
cdt ODS C18 kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, ¢& hat tir 1 dén 10pum, hodc cdt C8 kich
thude 50-300 x 2-4,6 mm, ¢ hat 1-10 pm, duy tri nhiét d6 cot trong khoang tir 20°C
dén 60°C;

+ rira giai cot chira dung dich thir va dung dich chuan géc trong thdi gian 30 phit véi
hé pha dong két hop bao gdm pha dong kénh A: axetonitril hodc axetonitril c6 bd
sung thém axit, bazo hoac dém va pha dong kénh B 1a nudc tinh khiét hodc nuéce c6
bd sung thém axit, bazo hoac dém véi tdc do dong tir 0,6 dén 2,0 mL/ phut; va

+x4c dinh c4c pic va tinh dién tich pic cia céc chit phan tich tai budc séng tir 200 dén
360 nm;

- tinh ham luong phan trim cta cleistantoxin theo dién tich pic trén sic ky db dé dua ra

két luan vé ty 1€ ham lugng cleistantoxin trong chét chuén tht cép:
ham luong phin trim cia cleistantoxin dugc tinh bang cong thirc sau:

(ru/rs) x (Cs/Cy) x 100
trong do:
ru 12 dién tich ctia pic cleistantoxin trén séc ky d6 caa dung dich thir;
rs 12 dién tich cua pic cleistantoxin trén sic ky dd ciia dung dich chuén géc;
Cs 12 ndng do ctia cleistantoxin trén sic ky d6 cua dung dich chuén gdc;

Cula né)ng d6 cua cleistantoxin trén séc ky dd cua dung dich th;
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d) x4c dinh gi6i han tap chét trong chét chuén thir cip cleistantoxin:

- chun bi c4c dung dich thir va dung dich dbi chiéu:
+ hoa tan chét chuin thtr cAp v6i dung méi hoa tan cleistantoxin dén ndng d6 nam
trong khoang tir 100 dén 50.000 pg/ml thu dugc dung dich thir (1); sau d6 pha lodng
mdt phan dung dich thir (1) nay véi dung méi hoa tan cleistantoxin theo ty 1& pha lodng
tir 5 dén 1000 lan thu duoc dung dich thir (2);
+ pha lodng dung dich thir (1) v6i dung moi hoa tan cleistantoxin theo ty 1€ pha loang
tir 10 dén 10.000 14n thu dugc dung dich déi chiéu (1), pha lodng dung dich chudn gdc
v6i dung méi hoa tan cleistatoxin dén ndng d6 bang ndng d6 ciia dung dich thir (2) thu
dwoc dung dich déi chiéu (2);
trong d6 dung méi hoa tan cleistatoxin dugc st dung 1a dung méi dugce chon tir nhém bao
g(‘Sm axeton, diclometan, etylaxetat;
- tién hanh sic ki HPLC/DAD:
+ chim cung mot thé tich tir 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich déi chiéu lén
ban mong TLC silica gel G, H, GF2s54 hodc GF3es;
+ trién khai séc ky céc dung dich thi (1), dung dich thir (2), dung dich ddi chiéu (1)
va dung dich d6i chidu (2) véi pha dong 12 hé dung méi gém: dung méi hoa tan
cleistantoxin duoc chon tir nhom gém axeton, diclometan va etylaxetat vdi ti 1€ tir 1
dén 99% va dung moi khong hoa tan cleistantoxin dugc chon tir nhém gdm diclometan,
metanol, etanol va nuée c6 bd sung thém axit hodc bazo hoac dung dich dém tir 0 dén
50,0%;
+ phat hién vét chét phén tich tai budc séng tir 254 hoc 366 nm hodc bang thudc thir
hién mau vanilin hoac Ceri sulfat phat;
+ xé4c dinh gidi han tap chét trong chét chudn bang cach dua trén vét phu trén sic ky
d6 cua dung dich thir va dung dich ddi chiéu, ngoai trir cac vét cleistantoxin, vét dung
méi va vét c6 ty s6 tin hiéu nhifu S/N <2, so va chon ra mau gi61 han cda dung dich
thir ma 6 vét tap chit khong ddm hon vét cleistantoxin trén sic ki d6 dung dich ddi
chiéu v6i ndng d6 twong tng dé dua ra giGi han tap chét trong chit chuan; va
¢) thiét 1ap thong sé cua chit chuén thir cdp dua trén két qua tong ham lugng tap
chét, ham luong cleistantoxin, ty 1€ ham lugng cleistantoxin véi chét chuan géc va gidi

han tap chit theo két qua xac dinh thu dugc & trén.
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M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc moé ta chi tiét véi cac phuong 4n va nhing vi du
thuc hién cu thé, tuy nhién cac phuong an va nhiing vi du thyc hién nay chi nhim muc
dich 1am 16 ban chét cia giai phép hitu ich chir khong gidi han pham vi yéu ciu bao hod
cua giai phép hiru ich.

Giai phap hiru ich d& cap dén quy trinh tinh ché va thiét 14p chét chuan thir cip
cleistantoxin, trong d6 quy trinh ndy bao gdm cac budc: a) tinh ché hop chat
cleistantoxin tinh sach; b) x4c dinh téng ham luong tap chét trong chit chuan thi cip
cleistantoxin; c¢) xac dinh ham lugng cleistantoxin trong chét chuén thtr cip va so sanh
v6i ham lugng chét chuin géc; d) xac dinh gidi han tap chét trong chat chuan thir cip

cleistantoxin; va e) thiét 14p théng sb ciia cht chuén thir cAp.

Hop chét cleistantoxin tinh sach duoc sir dung dé tinh ché va thiét 14p chét chuin
thir cip dugc st dung 13 hop chét thu duoc tir cac quy trinh phan lap, chiét tich da biét
trong phin tinh trang k¥ thuat, ddm bao d6 tinh sach vé mit k¥ thut dé phat trién thanh

chat chuén thir cép.

Trong budc tinh ché hop chét cleistantoxin tinh sach thanh nguyén lidu thiét 1ap
chit chuén thtr cip bang cach hoa tan va két tinh 3 14n hop chit cleistantoxin tinh sach
trong hé két hop bao gdm dung méi hoa tan va hé dung moi khong hoa tan cleistantoxin.
Dung mdi hoa tan cleistantoxin bao gdm axeton, diclorometan, etylaxetat, theo phuong
an cu thé, dung méi hoa tan dugc st dung 13 diclometan. Dung méi khéng hoa tan
cleistantoxin bao gém diclorometan, metanol, etanol va nudc,theo phuong an cu thé,
dung mdi khéng hoa tan dugc st dung 13 metanol. Céc k¥ thuat tinh ché hop chét bang
phuong phap hoa tan, két tia 13 da biét trong linh vuc k§ thut nay. Cu thé 1a hop chat
cleistantoxin tinh sach dugc hoa tan trong dung méi hoa tan, sau d6 bd sung dung méi
khéng hoa tan dé két tia, phin két taa thu dugc nay tiép tuc dugc hoa tan va két tia.
Lap lai qué trinh nay dé thu dugc hop chét cleistantoxin tinh sach di tiéu chuin 1am

nguyén liéu phat trién chét chuan thi cép cleistantoxin.

Dé dat dugc 13 chét chuan thu cép, can xac dinh téng ham lugng tap chét trong
nguyén liéu phat trién chit chuin thir cip cleistantoxin. Qua trinh nay duoc thuc hién
bang cach ap dung phuong phap HPLC/DAD véi k§ thuét pha lodng dung dich thir thanh

dung dich d6i chiéu nhu sau:



3217

Chuén bi dung dich thir va dung dich dbi chiéu bang cich hoa tan chit chuan thir
chp cleistantoxin thu dugc & trén trong dung méi axetonitril dén ndng do cleistantoxin
nim trong khoang tir 500 dén 5000 pg/ml. Tiép d6 pha lodng tiép mét lwong dung dich thir
nay voi axetonitril theo ty 1€ pha lodng tir 10 dén 10.000 1an thu dwoc dung dich thir va
dung dich ddi chiéu.

Tién hanh sic ky HPLC/DAD dé xé4c dinh ham lugng tap chat, cic tap chét c6
trong nguyén liéu thuong l1a céc tap chit di kém c6 céu triic va thanh phan tuong tu véi
thanh phén chinh. Viéc x4c dinh c4c thanh phan tap chét nay 13 yéu t6 x4c dinh dén kha
nang st dung nguyén liéu thanh chét chuin thi cép cleistantoxin. Qué trinh ndy duoc

thuc hién nhu sau:

Tién hanh tiém cing mét thé tich tir 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich ddi
chiéu doc lap vao cot sic ky Phenyl CsHs kich thudc 50-300 x 2-4,6 mm, cd hat tir 1
dén10 pm, cot ODS C18 kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén 10pm, hodc cot
C8 kich thuéce 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén 10 pm. Theo cac phuong an uu tién,
cdt sic ky duoc sir dung 12 ¢ot Phenyl CéHs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1
dn10 pm. Sau khi tiém, duy tri nhiét do cot trong khoang tir 20°C dén 60°C dé 6n dinh

cOt.

Tién hanh rira giai cot chira dung dich thir va dung dich déi chiéu trong thoi gian
60 phut. Rira giai duge thuc hién véi pha dong kénh A 1a axetonitril hodc axetonitril c6
bd sung thém axit, bazo hodc dém. Pha ddng kénh B la nudc tinh khiét hoic nudc c6 bd

sung thém axit, bazo hodc dém vai tdc do dong tur 0,6 dén 2,0 mL/ phut.

Theo mot phuong an uu tién, trong d6 pha dong kénh A cé thé dugc bd sung thém
axit hitu co va axit vo co vao axetonitril voi ti 1€ tir 0% dén 99,9% va pha déng kénh B
6 thé duge bd sung thém axit hitu co va axit vd co vao nudc vdi ti 1€ tir 0% dén 100,0%
dé pha dong c6 pH nim trong khoang tir 1,0 dén 7,0.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 pha dong kénh A 1a axetonitril va pha dong
kénh B 1a nuée bd sung thém axit axetic hodc axit phosphoric hodc axit formic voi ti 18
(90:10); ham luong phén trim cta tong tap chat trong cleistantoxin 13 2,5%.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 pha dong kénh A cé thé dugc bd sung thém

céc bazo hitu co va bazo vé co vao axetonnitril vdi ti 18 tir 0% dén 99,9% va pha dong
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kénh B c6 thé duoc bd sung thém cac bazo hitu co va bazo v6 co vao nudc voi ti 1€ tir

0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH ndm trong khoang tir 7,0 dén 10,0.

Theo mot phuwong 4n uvu tién cu thé, trong d6 dong kénh A 1a axetonitril dugc bd
sung thém trietylamin hodc dietylamin vdi ti 1€ (95:5) va pha dong kénh B 1a nudc bd
sung thém trietylamin hoac dietylamin vdi ti 1€ (95:5); ham luong phén trim cia tong

tap chat trong cleistantoxin 1a 3,0%.

Theo mdt phuong an wu tién khac, trong d6 pha dong kénh A c6 thé dugc bd sung
thém cac hé dém hitu co va hé dém vd co vao axetonitril voi ti 1€ tir 0% dén 99,9% va
pha dong kénh B c6 thé dugc bb sung thém céc hé dém hitu co va hé dém vo co vao

nude véi ti 16 tr 0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH nim trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Theo mot phwong 4n cu thé, trong d6 pha dong kénh A 1a axetonitril va pha dong
kénh B 1a dém axetat pH=4 hodc dém phosphat pH=2 hodc dém phosphat pH=7 vo1 ti

1¢ (30:70); ham luong phén trim cua tong tap chét trong cleistantoxin 1 2,5%.

Theo mdt phuong an wu tién khac, trong d6 pha dong kénh A c6 thé duoc bd sung
thém axit hiru co va axit vo co vdi ti 18 tir 0% dén 99,9% va dung moi nhém trietylamin
hodc dietylamin véi ti 1€ tir 0% dén 1,0% vao axetonnitril va pha dong kénh B c6 thé
duoc bd sung thém axit hitu co va axit vo co véi ti 1€ tir 0% dén 99,9% va dung méi
nhom trietylamin hodc dietylamin véi ti 1€ tir 0% dén 1,0% vao nudc dé pha dong c6 pH

nam trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 pha dong kénh A 1a axetonitril: axit formic:
triethylamin vdi ti 1€ (85:10:5) va pha dong kénh B 1a nuéc:axit formic:triethylamin voi
ti 1€ (85:10:5) (v/v/v); ham lugng phén tram cua cleistantoxin 1a 3,0%.

Sau khi rira gidi, tién hanh xdc dinh céc pic va tinh dién tich pic cta céc chét phan
tich tai bude séng tir 200 dén 360 nm.

Can cir trén s6 liéu cua cac pic va dién tich céc pic ciing nhu ndng do cua dung
dich thtr, dung dich ddi chiéu d tinh ham lwong phan tram timg tap chat don va tong
lwong tap chét c6 trong chit chuan thir cép. Dua trén dién tich pic trén sic ky dd co thé
x4c dinh dugc ham luong tap chit trong chit chuan thir cAp nhu sau:

Ham luong phin trim tap chat don tinh bang cong thirc sau:

(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100

-O-
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trong dé:

ru 12 dién tich cua timg pic tap chat trén sic ky db clia dung dich tht;
rs 12 dién tich pic cleistantoxin trén sac ky db ciia dung dich d6i chiéu;
Cs 12 ndng d6 cua cleistantoxin trong dung dich déi chiéu;

Cu la ndng d6 ca cleistantoxin trong dung dich thir.
Ham luong phn tram téng tap chat lién quan tinh bang cong thirc sau:

(Q ry/rs) x (Cs/Cy) x 100
trong do:
Y 1y 12 tdng dién tich cua tit ca céc pic tap chét trén sic ky d6 cta dung dich thi;
rs 12 dién tich pic cleistantoxin trén sic ky dd ciia dung dich déi chiéu;
Cs la ndng do cua cleistantoxin trong dung dich d6i chiéu;
Cy 14 nong d6 cua cleistantoxin trong dung dich thrt.

Céc dic tinh héa ly khac dugc phén tich bao gbm téng tap chét bay hoi trong chit
chuén géc cleistantoxin dugc thuc hién béng phuong phép phan tich nhiét luong
(Thermo gravimetric analysis-TGA), luong dé x4c dinh 13 khoing 3-30 mg.

Déi v6i ham luong tdng tap chit vo co trong chét chudn gdc cleistantoxin, thuc
hién bing phép thir tro sulfat (Sulfat Ash), hrgng d& xac dinh 1a tir 0,5-1,5 g chit chuan
gbc cleistantoxin.

Dua vao két qua thu duogc, xac dinh dugce ham luong tap chét don va ham luong tap
chét tdng trong miu nguyén liéu dé phat trién thanh chit chuén thir cap.

D6i v6i chit chudn gde 1a chit chuin dat vé 1y thuyét hoan toan tinh khiét. Chét
chuén géc 12 chét chuin d3 dugc khao sat vé dac tinh, chirc ning duoc st dung 1am mau
chuén trong phén tich. X4ac dinh do tinh khiét (hay ham luong) cia chét chudn gbc
cleistantoxin bang phuong phap cin bang khdi luong (mass-balance) theo cong thirc
sau:

Do tinh khiét = Do tinh khiét sac ki x (100- % tap bay hoi - % tap vo cc)/100 hodc
Do tinh khiét = (100% - % tap chét hitu co - % tap chit vo co -% tap chét bay hot); hoac
= (100% - % tap chét hitu co - % tap chat v6 co - % nuéc - % dung moi

ton du).
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Dé 6 thé str dung nguyén lidu nhu chit chun thir cdp, can xac dinh ham luong
cleistantoxin trong chét chudn thir cip. Két qua x4c dinh cin dugc so sanh v6i ham lugng
chit chuén gdc dé tir d6 ¢6 thé 4p dung duoc didu kién phan tich ciia chét chudn gbc ap
dung cho chat chudn thi cip. Qua trinh x4c dinh ham lugng cleistantoxin dugc thuc

hién bang cach:

Chuén bi dung dich thir va dung dich chuin gdc tir cht chuan thir cap va chit chudn
gbc v6i dung méi. Dung méi duge st dung 14 axetonnitril, tién hanh bang cach pha lan
luot chit chudn thir cip v6i dung méi axetonnitril &én khoang ndng do cleistantoxin tir 0,5
dén 500 pg/ml dé thu dugc dung dich thir. Tir chit chuin gdc, pha véi axetonnitril dén
khoang ndng do cleistantoxin tir 0,5 dén 500 pg/ml thu dung dich chuén gbc. Muc dich
nham x4c dinh ty 18 sai 1éch giita chét chuan thi cAp va chét chudn gbc dé co thé diéu
chinh duoc ty 18 sai khéc khi st dung chét chuén thir cAp 1am chat déi chiéu chuan déng
vai trd nhu chat chudn gdc trong phan tich thuong quy.

Dé x4ac dinh ham luong cleistantoxin trong chit chuan thir cip dé so sanh véi ham
lugng cua cleistantoxin trong chét chudn gdc, tién hanh sic ky HPLC/DAD. Qua trinh

nay duoc thuc hién nhu sau:

Tién hanh tiém cing mot thé tich tir 1 &én 100 pL dung dich thir va dung dich
chuéan géc vao cot sic ky Phenyl C¢Hs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén
10 um, hodc c6t ODS C18 kich thudc 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén 10pm, hoac
cot C8 kich thude 50-300 x 2-4,6'mm, cd hat 1-10 um. Theo cac phuong an uu tién, cot
sic ky duoc st dung 1a ¢t Phenyl C¢Hs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c¢& hat tir 1
dén10 pm. Duy tri nhiét do cot trong khoang tir 20°C dén 60°C dé 6n dinh cot.

Tién hanh rtra giai cot chira dung dich thir va dung dich chuan gdc trong thoi gian
30 phit v6i hé pha dong két hop. Rira giai dugc thuc hién véi pha dong két hop bao
gém pha dong kénh A: axetonitril hodc axetonitril c6 bd sung thém axit, bazo hodc dém.
Pha dong kénh B la nudc tinh khiét hodc nude 6 bd sung thém axit, bazo hodc d€m véi

téc d6 dong tir 0,6 dén 2,0 mL/ phit.

Theo modt phuong 4n wu tién, trong d6 pha déng kénh A c6 thé dugc bd sung thém

axit hitu co va axit vo co vao axetonitril véi ti 18 tir 0% dén 99,9% va pha dong kénh B
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c6 thé duge bo sung thém axit hiru co va axit vo co vao nude véi ti 1€ tr 0% dén 100,0%

dé pha dong c6 pH nam trong khoang tir 1,0 dén 7,0.

Theo mét phuwong 4n wu tién, trong d6 pha dong kénh A la axetonitril va pha dong
kénh B 14 nudc bd sung thém axit axetic hodc axit phosphoric hodc axit formic véi ti 1&

(90:10); ham luong phan tram cta tdng tap chit trong cleistantoxin 13 2,5%. -

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 pha dong kénh A c6 thé duoc bd sung thém
cac bazo hitu co va bazo vo co vao axetonnitril vai ti 1€ tr 0% dén 99,9% va pha dong
kénh B c6 thé duoc bd sung thém céc bazo hitu co va bazo v6 co vao nudc voi ti 1€ tur

0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH nim trong khoang tir 7,0 dén 10,0.

Theo mdt phuong an uu tién cu thé, trong d6 dong kénh A 1a axetonitril dugc bd
sung thém trietylamin hodc dietylamin vdi ti 1€ (95:5) va pha dong kénh B 1a nuée b
sung thém trietylamin hodc dietylamin véi ti 1¢ (95:5); ham luong phan trim ciia téng

tap chit trong cleistantoxin 1a 3,0%.

Theo mét phwong 4n wu tién khac, trong d6 pha dong kénh A c6 thé duoc bd sung
thém cac hé dém hitu co va hé dém v co vao axetonitril v6i ti 1€ tir 0% dén 99,9% va
pha dong kénh B ¢o thé dugc bd sung thém céc hé dém hitu co va hé dém vo co vao

nudc véi ti 18 tir 0% dén 100,0% dé pha dong c6 pH nim trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Theo mdt phuong 4n cu thé, trong d6 pha dong kénh A 13 axetonitril va pha dong
kénh B 1a dém axetat pH=4 hodc dém phosphat pH=2 hodc dém phosphat pH=7 v&i ti

1€ (30:70); ham luong ph?m trdm cua téng tap chét trong cleistantoxin 13 2,5%.

Theo mét phuwong 4n wu tién khac, trong d6 pha dong kénh A c6 thé duogc bo sung
thém axit hitu co va axit v co véi ti 18 tir 0% dén 99,9% va dung m6i nhom trietylamin
hodc dietylamin vdi ti 1€ tr 0% dén 1,0% vao axetonnitril va pha dong kénh B c6 thé
dugc bd sung thém axit hitu co va axit vo co véi ti 1¢ tir 0% dén 99,9% va dung mdi
nhém trietylamin hodc dietylamin voi ti 1€ tir 0% dén 1,0% vao nudce dé pha déng c6 pH

nam trong khoang tir 1,0 dén 10,0.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 pha dong kénh A 13 axetonitril: axit formic:
triethylamin véi ti 18 (85:10:5) va pha dong kénh B 1a nu6c:axit formic:triethylamin véi

ti 1€ (85:10:5) (v/v/v); ham luong phan trim cua cleistantoxin 12 3,0%.
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Sau khi rira gii, tién hanh x4c dinh cc pic va tinh dién tich pic cla cac chat phén
tich tai budc séng tir 200 dén 360 nm.

Can cir trén s6 liéu ciia cac pic va dién tich cac pic ciing nhu ndng d cua dung
dich tht, dung dich d6i chiéu dé tinh ham luong phan tram cia cleistantoxin theo dién
tich pic trén sic ky d6 dé dua ra két luan vé ty 16 ham luong cleistantoxin trong chit

chuén thir cép.
Ham luong phan trim cua cleistantoxin dugc tinh bang cong thirc sau:

(ru/ts) x (Cs/Cu) x 100
trong do:
ru 12 dién tich cua pic cleistantoxin trén sic ky d6 cua dung dich thir;
rs 1a dién tich cua pic cleistantoxin trén sic ky d6 ctia dung dich chuén gdc;
Cs 12 ndng do cua cleistantoxin trén sic ky d6 cua dung dich chuén géc;

Cu 12 ndng d6 cua cleistantoxin trén sic ky d6 ciia dung dich thi.

Dua vao két qué thu duoc, xac dinh dugc ham luong ham luong cleistantoxin mau

nguyén liéu dé phat trién thanh chat chuén thit cap.

Mot chi s6 cin phai xac dinh dé x4c dinh nguyén liéu cleistantoxin dé phat trién
thanh chat chudn thtr cip d6 1a danh gi gidi han tap chit trong chat chudn thir cap

cleistantoxin.

Dé xé4c dinh gidi han tap chét trong chat chuan thi cép, tién hanh thir nghiém véi
dung dich thir va dung dich déi chiu trén co s& pha loing ndng d6. Tién hanh chuan b
cac dung dich thir va dung dich d6i chiéu.

Tién hanh hoa tan chat chuén thir cip v6i dung moi hoa tan cleistantoxin dén nong
d6 ndm trong khoang tir 100 dén 50.000 pg/ml thu dugc dung dich thir (1). Tiép d6 pha
lodng m6t phan dung dich thir (1) ndy v6i dung moi hoa tan cleistantoxin theo ty 1¢ pha
loang tir 5 dén 1000 1an thu duoc dung dich thir (2).

Tién hanh pha lodng dung dich thir (1) v&i dung mdi hoa tan cleistantoxin theo ty 18
pha loang tir 10 dén 10.000 1an thu dugc dung dich d6i chiéu (1). Tién hanh pha lodng dung
dich chuin gbc v6i dung méi hoa tan cleistatoxin dén ndng d6 bang ndng d6 ctia dung dich

thir (2) thu dugc dung dich dbi chiéu (2).
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Trong d6, dung méi hoa tan cleistatoxin dugc st dung la dung méi dugc chon tir

nhém bao gdm axeton, diclometan, etylaxetat.

Pé x4c dinh duoc gidi han tap chét trong chét chuan thi cép, tién hanh séc ki
HPLC/DAD nhu sau:

ChAm ciing mdt thé tich tir 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich dbi chiéu lén
ban mong TLC silica gel G, H, GF2s54 hodc GFses.

Trién khai sic ky 1dn luot cac dung dich thir (1), dung dich thir (2), dung dich déi
chiéu (1) va dung dich dbi chiéu (2) véi pha dong 1a hé dung méi gbém: dung mai hoa
tan cleistantoxin dugc chon tir nhém gém axeton, diclometan va etylaxetat vdi ti 1€ tir 1
dén 99% va dung mo6i khong hoa tan cleistantoxin dugc chon tir nhom gém diclometan,
metanol, etanol va nudc co bd sung thém axit hodc bazo hodc dung dich dém tir 0 dén

50,0%.

Phat hién vét chét phan tich tai budc séng tir 254 hoac 366 nm hodc béng thude thir

hién mau vanilin hodc Ceri sulfat phat.

Sau khi phét hién vét chit phan tich, x4c dinh gi6i han tap chat trong chét chuan
bing cach dua trén vét phu trén sic ky d6 ciia dung dich thir va dung dich d6i chiéu,
ngoai trir cac vét cleistantoxin, vét dung moi va vétc ty s6 tin hiéu nhiu S/N <2, so va
chon ra mau giéi han ctia dung dich thir ma co vét tap chét khong dam hon vét
cleistantoxin trén séc ki dd dung dich ddi chiéu v6i ndng d¢ twong tng d¢ dua ra giéi

han tap chét trong chét chuan.

Thiét 14p thong sb cia chit chuin thir cip dya trén két qua téng ham luong tap
chét, ham luong cleistantoxin, ty 16 ham lugng cleistantoxin véi chit chuan gbc va gidi
han tap chét theo két qua xac dinh thu duoc ¢ trén.

Hiéu qua dat dugc cia giai phap hiru ich

Hoat chét cleistantoxin va cao khd chiét xudt tr qua cua chi Cach hoa
(Cleistanthus) dang duogc nghién ctru phat trién thanh nguyén liéu thudc diéu trj ung thur.
Do 6, quy trinh theo gidi phap hitu ich cho phép thiét 1ap nén chét chuén thir cép
cleistantoxin d& c6 thé dé xay dung tiéu chuin chat lugng cho cic nguyén liéu, ban thanh

phadm va thanh phim thudc trén co s hoat chit nay thay thé cho chét chudn gdc.
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Quy trinh theo giai phap hiru ich cho phép thiét 1ap chét chudn thir cdp cleistantoxin
v6i nguyén liéu phit hop cho ngudn nguyén lidu can kidm tra, dic biét 1 ngudn nguyén
liéu tir ngudn gde thuc vat nhu tir cdy Cach hoa, tir ddy c6 thé thiét 1ap chat chuan véi
lwong 16n dé st dung trong thuong quy kiém tra, giam sat ham luong cleistantoxin trong
nguyén li€u, ban thanh pham va thanh phém:thuéc bao gdm nguyén liéu hoa dugc
cleistantoxin va cac dang bao ché ctia chét tinh khiét cleistantoxin (thudc tiém, vién nén,
vién nang..), dugc liéu, cao dugc liéu va cac dang ché phém cua cao dugc liéu nhu dang

hoan, vién nang, thudc tiém.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh tinh ché va thiét 1ap chat chuin thi cép cleistantoxin, trong dé quy trinh

nay bao goém céc budc:

a) tinh ché hop chat cleistantoxin tink sach thanh nguyén li¢u thiét 1ap chat chuin thir
cép biang cach hoa tan va két tinh 3 14n hop chit cleistantoxin tinh sach trong hé két hop
bao gdm dung méi hoa tan 1a diclometan va dung méi khong hoa tan 1& metanol thu dugc

chat chuan thir cap cleistantoxin;

b) xé4c dinh téng ham luong tap cht trong chit chudn thi cdp cleistantoxin:

- chuén bi dung dich thir va dung dich dbi chiéu bing cich hoa tan chit chuan thir cap
trong dung méi axetonitril dén ndng do cleistantoxin nim trong khoang tir 500 dén 5000
png/ml, tiép d6 pha lodng tiép mot lwong dung dich thir ndy véi axetonitril theo ty 1€ pha
lodng tir 10 dén 10.000 14n thu dugc dung dich thir va dung dich déi chiéu;

- tién hanh séc ky HPLC/DAD:

+ tiém cing mot thé tich tr 1 dén 100 pL dung dich thir va dung dich d6i chiéu doc
1ap vao cdt sic ky Phenyl C¢Hs kich thude 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén10 pm,
cdt ODS C18 kich thudce 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tur 1 dén 10um, hoac cot C8 kich
thudc 50-300 x 2-4,6 mm, c& hat tir 1 dén 10 um, duy tri nhiét do cot trong khoang
tir 20°C dén 60°C;

+ rira giai cdt chira dung dich thir va dung dich d6i chiéu trong thoi gian 60 phut véi
pha déng kénh A 1a axetonitril hodc axetonitril c6 bd sung thém axit, bazo hoic dém,
va pha dong kénh B 1a nudc tinh khiét hodc nude c6 bd sung thém axit, bazo hozc
dém véi téc do dong tir 0,6 dén 2,0 mL/ phut; va

+ xac dinh céc pic va tinh dién tich pic cua cac chat phan tich tai budc séng tir 200 dén
360 nm;

- tinh ham lwong phin tram timg tap chit don va téng luong tap chat ¢ trong chat chuan
thtt cAp theo dién tich pic trén sic ky dd dé dwa ra ham luong tap chét trong chat chuén

thir cap:
ham lugng phan trim tap chét don tinh bang cong thirc sau:

(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
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trong dé:

rv 14 dién tich ciia timg pic tap chét trén sic ky d6 cua dung dich thi;
rs la dién tich pic cleistantoxin trén sic ky dd cua dung dich déi chiéu;
Cs 12 ndng d6 cua cleistantoxin trong dung dich ddi chiéu;

Cu 12 ndng d6 ciia cleistantoxin trong dung dich thi;
ham luong phdn trim tdng tap chit lién quan tinh bang cong thirc sau:

(2 ry/rs) x (Cs/Cy) x 100
trong do:
Y ry 12 tong dién tich cta tAt ca cac pic tap chat trén sic ky d6 ciia dung dich thir;
rs 14 dién tich pic cleistantoxin trén sic ky d6 ctia dung dich di chiéu;
Cs 12 ndng d6 ciia cleistantoxin trong dung dich d6i chiéu;
Cula néng d6 cua cleistantoxin trong dung dich thir;
¢) xac dinh ham luong cleistantoxin trong chat chuén thit cip va so sanh véi ham lugng

chat chuén goc bang cach:

- chuén bi dung dich thir va dung dich chuin gbc bang cach pha lan luot chit chuén thir
cép véi dung méi axetonnitril dén khoang ndng do cleistantoxin tir 0,5 dén 500 pg/ml, pha
chét chudn gbc v6i axetonnitril dén khoang ndng db cleistantoxin tir 0,5 dén 500 pg/ml thu

dugc dung dich thir va dung dich chuén géc;
- tién hanh séc ky HPLC/DAD:

+ tiém ctng mot thé tich tir 1 d&n 100 pL dung dich thir va dung dich chuan géc vao
cot sic ky Phenyl CsHs kich thudce 50-300 x 2-4,6 mm, ¢& hat tir 1 dén 10 pm, hozc
cot ODS C18 kich thudc 50-300 x 2-4,6 mm, ¢G hat tir 1 dén 10pm, hodc cot C8 kich
thudc 50-300 x 2-4,6 mm, ¢G hat 1-10 um, duy tri nhiét d6 cot trong khoang tir 20°C
dén 60°C;

+ rira giai cot chira dung dich thir va dung dich chuin gdc trong thoi gian 30 phut véi
hé pha déng két hop bao gdm pha dong kénh A: axetonitril hoic axetonitril c6 bd
sung thém axit, bazo hodc dém va pha dong kénh B 1 nudc tinh khiét hoic nudc co
bd sung thém axit, bazo hoic dém véi téc d6 dong tir 0,6 dén 2,0 mL/ phut; va

+ x4c dinh cac pic va tinh dién tich pic ciia cac chit phén tich tai budc séng tir 200 dén
360 nm;
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- tinh ham hrong phin trim cia cleistantoxin theo dién tich pic trén sic ky d6 dé dua ra

két luan vé ty 18 ham luong cleistantoxin trong chat chuén thir cp:
ham lrong phan trim cua cleistantoxin dugc tinh bang cong thirc sau:

(ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
trong do:
1 14 dién tich ctia pic cleistantoxin trén sic ky dd cua dung dich thir;
rs 14 dién tich ciia pic cleistantoxin trén séc ky dd cua dung dich chuén gdc;
Cs 12 ndng d6 ciia cleistantoxin trén sic ky db cia dung dich chudn géc;
Cu la ndng d6 cua cleistantoxin trén sic ky do ctia dung dich thir;
d) x4c dinh gidi han tap chit trong chat chuén thir cip cleistantoxin:
- chuén bi c4c dung dich thir va dung dich dbi chiéu:
+ hoa tan chat chuin thir cip v6i dung méi hoa tan cleistantoxin dén ndng d6 nim
trong khoang tir 100 dén 50.000 pg/ml thu duoc dung dich thir (1); sau d6 pha lodng
mot phan dung dich thir (1) nay véi dung méi hoa tan cleistantoxin theo ty 18 pha lodng
tir 5 dén 1000 14n thu duoc dung dich thir (2);
+ pha lodng dung dich thir (1) vdi dung moéi hoa tan cleistantoxin theo ty 1€ pha loang
tir 10 dén 10.000 14n thu duoc dung dich dbi chiéu (1), pha loang dung dich chuin gdc
v6i dung méi hoa tan cleistatoxin dén ndng d6 bang ndng do ctia dung dich thir (2) thu
duogc dung dich dbi chiéu (2);
trong d6 dung moi hoa tan cleistatoxin dugc st dung la dung méi dugce chon tir nhém bao
g@)m axeton, diclometan, etylaxetat;
- tién hanh sic ki HPLC/DAD:
+ chim cing mot thé tich tir 1 dén 100 uL dung dich thir va dung dich déi chiéu 1én
ban mong TLC silica gel G, H, GF2s4 hodc GF¢6;
+ trién khai sic ky c4c dung dich thir (1), dung dich thir (2), dung dich déi chiéu (1)
va dung dich d6i chiéu (2) vé6i pha dong 12 hé dung méi gébm: dung méi hoa tan
cleistantoxin dugc chon tir nhom g@)m axeton, diclometan va etylaxetat vdi ti 1€ tir 1
dén 99% va dung moi khong hoa tan cleistantoxin dugce chon tir nhom gf”)m diclometan,
metanol, etanol va nuéc c6 bd sung thém axit hoac bazo hodc dung dich dém tir 0 dén

50,0%;
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+ phét hién vét chat phan tich tai budc séng tir 254 hoic 366 nm hoic bang thudc thir
hién mau vanilin hoac Ceri sulfat phat;
+ xé4c dinh gidi han tap chat trong chét chuén bang cach dua trén vét phu trén séc ky
d6 cia dung dich thir va dung dich ddi chiéu, ngoai trir cic vét cleistantoxin, vét dung
moi va ‘Vét co ty s6 tin hiéu nhidu S/N <2, so va chon ra mau g161 han cda dung dich
thir ma c6 vét tap chit khong dam hon vét cleistantoxin trén sic ki 6 dung dich dbi
chiéu v6i ndng d6 twong tmg dé dua ra gidi han tap chat trong chat chuén; va
e) thiét 1ap thong sé cia chat chuin thir cip dya trén két qua tong ham lwong tap chét,
ham lugng cleistantoxin, ty 1€ ham lugng cleistantoxin véi chét chuin géc va gidi han

tap chit theo két qua x4c dinh thu dugc & trén.
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