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Linh vwe ki thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich dé cap t6i phuong phap chiét hop chét ens-78-hydroxy-15-
oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 14 cay kho sdm cho 14 bang cach sir dung nang lugng vi
song. Giai phap nay goép phan tiét kiém thoi gian, tiét kiém dung moi va nang cao hiéu
sudt chiét xuat. Theo giai phap hitu ich nay, phuong phéap chiét dwoc tién hanh dudi tac
dung cua ndng lugng vi séng tai nhiét dd so6i ciia dung moi.
Tinh trang k§ thuit cia giai phap hitu ich

Hop chét ent-7f-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat (tam goi 12 hop chit CT-
1) 12 mot ent-kauran diterpenoit chiét tir 14 cay khd sdm cho 14. Hop chét nay co6 tac dung
khang té bao ung thu in vitro va in vivo, da dugc st dung 1am nguyén liéu san xuét thuc
phim chuc ning va duoc pham (xem tai liéu, vi du, Phan Minh Giang., Phan T. S,
Hamada Y., Otsuka H. (2005), “Cytotoxic Diterpenoids from Vietnamese Medicinal
Plant Croton tonkinensisGagnep.”, Chem. Pharm. Bull., 53 (3), pp. 296 — 300; Giang PM,
Son PT, Lee JJ, Otsuka H(2004),“Four ent-kaurane-type diterpenoids from Croton
tonkinensis Gagnep.”,Chem. Pharm. Bull., 52, pp. 879-882).
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Cong thure ctia ent-74-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat (CT-1)
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Céc phuong phép thudong dung dé chiét hop chét ent-7f-hydroxy-15-oxokaur-16-
en-18-yl axetat tir 14 cdy kho sam cho 14 1a phuong phap chiét ngdm kiét, chiét néng véi
dung moi la metanol hoac etanol.

Phuong phéap ngdm kiét dugc thuc hién bang cach nghién nhé 14 khd sam da phoi
kho, ngém trong metanol. Sau 3 ngay, loc liy dich chiét, phin ba tiép tuc ngam lan tht 2
trong metanol trong 3 ngay, loc 1ay dich chiét va bo phan ba. Gop dich chiét cua 2 1an
chiét dé phan 1ap hop chit ent-7B-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat bang sic ky
cdt (xem tai liéu: Phan Minh Giang, Phan Téng Son (2011), “Xac dinh hoat chétent-
kauranditerpenoid trong cdy Khd siam cho 14 (Croton tonkinensis Gagnep.,
Euphorbiaceae) bé‘mg séc ki long hi¢u néng cao”, Tap chi Duoc hoc, 8, tr. 29—33). Nhuoc
diém cta phwong phéap nay 1a ton dung moi, ton thoi gian, hidu sudt chiét chua cao, dung
méi metanol rat doc.

Phuong phap chiét nong trén may cb quay dugc thuc hién bang cach nghién nhé 14
khd sam cho 14, chiét néng trén may co quay bang etanol, chiét 3 1in, mbi lan trong 03
gid. Gop dich chiét cia 3 1an chiét, c6 dung mdi, phan 1ap hop chit ent-74-hydroxy-15-
oxokaur-16-en-18-yl axetat bang sic ky c6t. Phuong phap nay tiét kiém thoi gian va hi¢u
suét chiét cao hon so v6i phuong phap chiét ngim kiét.

Phuong phép st dung vi séng trong cac quy trinh chiét cac hop chét c¢é trong tu
nhién da dugc st dung (xem tai li€u: Delazar A, Nahar L, Hamedeyazdan S, Sarker SD.
“Microwave-assisted extraction in natural products isolation”, Natural Products Isolation,
Methods in Molecular Biology Volume 864, 2012, pp 89-115 va tai liéu: Cardoso-Ugarte
GA, Juédrez-Becerra GP, Sosa-Morales ME, Lopez-Malo A, “Microwave-assisted
extraction of essential oils from herbs”. J Microw Power Electromagn
Energy. 2013;47(1):63-72). Phuong phap nay la st dung nang lugng vi séng tac dung 1én
moi trudng chira cac tiéu phan dugce lidu va dung mdi phan cuc, cac phan tr dung méi va
céc chét phan cuc s& dao dong va nong lén nhanh chong lam tédng kha nang hoa tan cac
chit vao dung méi. Thém vao d, vi song cling 1am pha hity cAu triic vach té bao thuc vat
lam cac chit tan giai phong truc tiép vao dung mai chiét 1am cho qua trinh chiét chuyén
thanh hoa tan don gian. Piéu nay lam cho quy trinh dién ra trong thoi gian ngan hon, tiét
kiém dung moi va nang cao hiéu sut so véi cac phuong phap chiét théng thuong da biét

trong linh vuc k§ thuat nay nhu dugc dé cép trén day.
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Cho dén nay chua c6 tai liéu nao mo ta quy trinh chiét xuat hop chét ent-7p-
hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 14 cay khd sam cho 14 bang cach st dung nang
lugng vi séng. Cac tac gia sang ché da tién hanh quy trinh chiét hop chét nay bing cach
st dung ning luong vi séng dé rut ngan thoi gian chiét, cai thién hiéu sut va tiét kiém
dung méi, giam chi phi san xuét.

Bin chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hiru ich nham tim ra dwoc phuong phap chiét hop chét ent-
7B-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 14 cdy khd sam cho 14 c6 hiéu suét cao, tiét
kiém thoi gian va dung moi.

Vi vay, theo mdt phuong 4n, giai phap hitu ich dé xuat phuong phap chiét hop chét ent-
7B-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 14 cdy kh6 sdm cho 14 bang cach sir dung
nang lugng vi séng, phuong phéap nay co thé khac phuc duoc nhiimg han ché nhu tén thoi gian,
ton dung méi va hiéu suét chiét thap.

Giai phap hitu ich dé& xudt phwong phap chiét hop chit ens-7B-hydroxy-15-
oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 1a cdy khd sam cho 14 bao gdm céc cong doan sau:

a) thu gom 14 cay kho sam cho 14 da phoi kho;

b) nghién nho 14 khé sam dat kich thugc khoang 0,5cm;

¢) nap 14 khd sdm da nghién nho vao binh chiét, bd sung EtOH 96° hoic MeOH,

dit binh chiét vao trong thiét bi vi séng c6 cong suit 850W ¢ gén sinh han hdi

Iwu, cap nang luong vi song, tién hanh chiét ba 1an voi tong thoi gian cho mdi lan

chiét 1a tir 10 dén 20 phut; gom dich chiét cua ba 1an chiét;

d) co dich chiét va phéan 1ap dugc hop chét ent-7-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-

yl axetat béng sdc ky cot tu cédn chiét thu dugc, két tinh lai dé thu duoc san phém

tinh khiét.

, Tbeo phuong an gﬂa giai phap hitu ich, thoi gi’an chiét (Eﬁa quy trinh chiét duoc rut
ngdan xudng con tur 10 dén 20 phut, trong khi hi¢u suat san pham thu dugc cao hon so véi
cac phuong phép chiét ngdm kiét hodc chiét nong trén may co quay da biét.

M ta chi tiét giai phap hiru ich
bé dat duoc muc dich néu trén, sang ché dua ra quy trinh chiét duoc md ta chi tiét nhu

sau:
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L4 khd sdm cho 14 sau khi thu hoach dugc phéan loai va loai bo tap, phoi khé,
nghién nho 14 khd sdm dén kich thude khoang 0,5cm.

Cho bot 14 khd sam vao binh chiét, sau d6 thém dung mai chiét EtOH 96° hoic
MeOH, lic déu, sau d6 dat binh chiét vao trong thiét bi tao vi song co gén san sinh han
hdi lwu.

Quia trinh chiét duoc thuc hién bang cach cp nang lugng xung vi séng c¢6 ché do
kiém so4t nhiét do bang cam bién véi nhiét do téi da 1a 70°C, mAu bot 14 khd sam duoc
chiét ba lan bang dung mai chiét EtOH 96° hodc MeOH néu trén, mdi 1an chiét co tdng

thoi gian phét vi song 1a tir 10 dén 20 phut. Thu duoc ba dich chiét.

Két hop ba dich chiét cua ca 3 1an chiét, dinh lugng ent-7/-hydroxy-15-oxokaur-
16-en-18-yl axetat béng HPLC. Dich chiét thu gom dugc co dé loai dung moi, thu dugc
can chiét.

Theo phuong an cua giai phép hitu ich, dung mdi chiét d&qc st dung la EtOH
hodc MeOH.

L& khd sam kho,
kich thudc d< 0,5cm

Etanol 96°

A 4
Tron theo ty 18: 14 kho sam/EtOH=1/8
(trong luong/the tich). Chiét bang xung
vi song voi thoi gian phat 10 phut

— Dich chiét 1

Phan ba 1
A

Thém EtOH 96° theo ty 1€ 1/8(trong
lugng/thé tich)

— » Dich chiét 2

l Phén b3 2

Thém EtOH 96° theo ty 1€ 1/8(trong _ L
lugng/thé tich) — > Dichchiét3

l

Phén bi 3 (bo di)
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So d6 qua trinh chiét bang vi séng
Phan 14p, tinh ché ent-78-hydroxy-15-oxokaur-16-en-1 8-yl axetat bang sic ky cot:

Phan chiét EtOH (hoic MeOH) duoc hoa voi nudce cat, sau d6 chiét 1an luot voi
cac dung mdi c6 do phan cuc ting dan, n-hexan, diclometan, etyl axetat cho cac dich
chiét hitu co tuorng ing. Cac dich chiét nay duoc lam khan bang Na,SO, sau d6 dugc ct
loai kiét dung méi dudi ap sudt giam thu dugc cdc cdn chiét tuong ung n-hexan,
diclometan, etyl axetat. Can chiét 14 khd sam cho 14 thu dugc tir phan doan diclometan
cta dich chiét EtOH (hoic MeOH) duoc dung dé tién hanh phan 14p.

Chuén bi cot sic ky:

- Cot thay tinh c¢6 khoa, duong kinh 10 cm, chiéu dai 90 cm, rira sach, séy kho, ¢b

dinh cot trén gia theo chiéu thang ding.

- Chét nhdi cot: Silicagel 60 (Merck) c& hat 40-63 pum. Nhdi c¢ot theo phuong phap

nhdi cot udt. '

- Dung mdi rira gidi: n-Hexan — EtOAc (4:1) dang dong.

« Nhoi c{f)t: Cho mot lugng n-hexan vira dii ngap bé mat silicagel 4-5 cm, phén tan
déu trong cbc c6 dung tich 1000 ml, khudy déu, dé yén va ngam trong 24 gid. Loai hét
bot khi rdi d6 thanh dong tir tir vao thanh ¢t vira db vira g0 nhe. Rura thanh ¢t bing n
hexan. On dinh c6t bing cach m& khoa cot cho dung moi chay qua cho dén khi luong
silicagel trén cot nén xudng & mirc khéng déi. Cho lugng dich chay dén khi cach bé miit
silicagel khoang 3 cm. |
Tién hanh quy trinh chiét

« Pua can chiét 1én cOt: Can chiét dugc hoa tan trong hrqng tbi thiu MeOH, bb
sung mdt it silicagel 60 (Merck) da hoat hoa, tron déu. Sdy & 50°C cho bay hét MeOH,
néu thiy von cuc thi c6 thé dung chay va c¢bi s nghién nhé dé co dugc hat silicagel da
tdm chét 12 min nhat. Nhdi hat silicagel da tdm cin 1én cot.

» Rura giai: Trién khai dung méi qua cot v6i toe d 0,5 ml/phit. Ly céc phan doan
vao binh nén sach (da trang cOn dé kho), mdi phan doan 250 ml. Kiém tra cac binh hting
bang sic ky ban mong (TLC), nhitng binh giéng nhau dugc gop lai. cét loai dung moi thu
dugc 3 phan doan (F1, F2, F3), trong d6 phan doan F2 c6 chat két tinh. Phan doan F2
dem két tinh lai nhiéu lan trong hé dung moi n-Hexan — EtOAc thu dugc chat két tinh
ent-7f-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat c6 do tinh khiét 96% (tinh theo dién tich
pic trén sic ky do HPLC).
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Hbat chét ent-7B-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat c6 thé duoc két hop véi
cac ta dugc va/hodc chét phu gia khac nhau dé bao ché/san xudt cac san pham bao gdm
dugc phdm va thuc phdm chuc nang, gép phan giai quyét viéc lam va tang thém thu nhap
cho nguoi dan. v
Vi du thuc hién gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich duge mé ta cu thé hon bang cac vi du minh hoa duge thé hién
duéi day. Tuy nhién, can hiéu rang giai phap hiru ich nay khong chi giéi han & cac vi du
dudi day.

Vi du 1: Quy trinh chiét hop chit ent-7p-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat
tir 14 cAy khd sam cho 14 biang phuong phap cua giai phép hitu ich.

L4 kho sam cho 1a duoc phoi kho, nghién nho dén kich thude khoang 0,5cm. 50 g
bot 14 kho sdm cho la dugce cho vao binh chiét, thém 400ml EtOH 96 do. Pt binh chiét
vao thiét bi vi song cong suit 850W, ¢ gan 6ng sinh han hoi lwu. Tién hanh chiéu vi
song, thoi gian chiéu vi song cho mdi 1an chiét 14 10 phut. Sau lan chiét dau tién thu dugc
dich chiét 1. Tién hanh chiét thém hai 14n nita, 1an luot thu dich chiét 2 va dich chiét 3,
két hop ba dich chiét. Dich chiét két hop cua 3 1an dugc ¢d, thu dugc cin chiét. Tach séc
ky cdt cédn chiét thu duoc b?mg hé dung md1 n-Hexan — EtOAc, ty 1€&: 3:1, thu dugc hop
chét ent-7B-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat két tinh trong phan doan rira giai.
Sau d6 két tinh lai 03 lan trong dung mdi diclometan thu duoc tinh thé CT-1 (ent-7p-
hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat) mau tring, c6 do tinh khiét 96% (theo dit liéu
HPLC).

Ham luvong CT-1 dat 594,88 mg/I

Vi du 2: Quy trinh chiét hop chét ent-7[-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat
tir 14 cAy kho sam cho 14 bang phuong phap chiét nong trén may cd quay.

L4 cay khd sdm cho 14 da phoi kho duoc xay nhé véi kich thuée khoang 0,5cm.
Hoa 50g 14 Khd sam da duoc xay nhé vao 400ml EtOH 96°, dua hdn dich vao may quay
thuc hién chiét nong trong 3 gio. Loc ldy dich chiét, phdn ba con lai tiép tuc hoa véi
400ml EtOH 96°, thuc hién qliy trinh tuong tu, ldp lai 2 lan. GOp dich chiét thu dugc tur 3
lan. Tach séc; ky cot cidn chiét thu duoc béng hé dung moi n-Hexan — EtOAc, ty 1&: 3:1,
thu dugc hop chét ent-75-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat két tinh trong phéan

doan rira gidi. Sau do két tinh lai 03 14n trong dung méi diclometan thu dugc tinh thé
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CT1 - ent-7-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat mau tring, c6 do tinh khiét 96%
(theo dir li¢u HPLC)

Ham luong CT-1 dat 510,08 mg/I

Nhu vay, thoi gian chiét bang phudng phép str dung nang luong vi séng duogc rat
ngan 18 1an (3 gio xuéng 10 phit) so véi phuong phap chiét néng trén may cd quay, va
ham lugng chit CT-1 thu dugc tang khoang 16,6% (594,88 mg/1 so v6i 510,08 mg/l).

Vi du 3: Quy trinh chiét ngdm kiét str dung dung moi MeOH

Canh nho va 14 cay Khd sam cho 14 dugc ngdm chiét véi metanol ¢ nhiét o phong
trong 03 ngay, sau do loc thu dich loc MeOH; quy trinh nay duoc 1dp lai 3 lan. Gop céc
dich MeOH lai va cét loai kiét MeOH duéi ap suat giam cho mot phan chiét MeOH (ki
hiéu 1a CT). D& phan tach phan chiét MeOH thanh cac nhém chét theo dd phan cuc, phén
chiét nay duogc chiét hai pha léng lan luot giita nudc véi cac dung modi c6 do phan cuc
ting dan n-hexan, diclometan va etyl axetat dé cho cac dich chiét hitu co trong tmg. Lam
khé céac dich chiét nay biang Na,SO, rdi ct loai kiét dung méi dudi ap suét giam dé thu
nhan cac phan chiét hitu co. Qui trinh nay phan tach cac hop chat hitu co trong canh nhé
va 14 cdy Khd sam cho 14 thanh 4 16p: 16p cac hop chit tan trong n-hexan (CTH, hi¢u
sudt chiét 1,25% so v6i lwong nguyén lidu kho), 16p cac hop chét tan trong diclometarn
(CTD, 0,47%), 16p céc hop chét tan trong etyl axetat (CTE, 0,05%) va 16p cac hop chat
phén cyc tan trong nudc (CTN, 0,63%). Su phéan tach nay tao diéu kién thuan lgi cho
viéc lya chon cac phuong phap sdc ky khi phan tich dinh tinh, dinh lwong va phan 1ap
hop chit CT1 - ent-7f-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat. Him lugng chat CT-1
trong canh nho va la cay Khd sam cho 14 duge xac dinh 1a 293,05 ng/g (xem tai liéu:
Phan Minh Giang, Phan Téng Son (2011), “Xac dinh hoat chatent-kauranditerpenoid
trong cAy Kho sam cho 14 (Croton tonkinensis Gagnep., Euphorbiaceae) bang sic ki 1ong
hiéu ndng cao”, Tap chi Dugc hoc, 8, tr. 29-33). Dé tién so sanh, co thé quy dbi ham
lugng nay tuong du'ong khoang 293,05 mg/l.

Nhu vay, khi chiét bang nang luong vi song voi dung méi etanol trong 10 phut thu
dugc chat CT-1 véi lugng 16n hon, bing khoang 200% luong CT-1 thu dirgc khi chiét
bang phuong phap ngam kiét voi dung mdi metanol trong 3 ngay (594,88 mg/l soy;éfi
293,05 mg/l).
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Lgi ich cia gidi phap hiru ich

San pham ent-7p-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat thu duge theo phuong
phap cta gidi phéap hiru ich c6 hidu suat cao hon so véi cac phuong phap chiét nong bang
céch ¢ quay ciing nhu phuong phap chiét ngdm kiét st dung dung mdi MeOH, dd tinh
khiét 96%. Chi phi du tu cho thiét bi vi song khong cao, dan téi san phdm co gia thanh
chap nhan dugc trén thi truong. Ddng thoi, day ciing 1a mot giai phap nham khuyén khich

thay doi co cau cdy trong ciia nguoi ndng dan ¢ nudc ta.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép chiét hop chit ent-76-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-yl axetat tir 14
cdy khd sam cho 14 (Croton tonkinensis Gagnep) bang cach sir dung vi séng, bao
gdm cac budc sau:

a) thu gom 14 cdy khd sdm cho 14 da phoi khé;

b) nghién nho 14 kho sdm dén kich thudce khoang 0,5cm;

¢) nap 1a kho sam da nghién nho vao binh chiét, b sung EtOH 96°, dit binh chiét
vao trong thiét bi vi séng c6 cong suit 850W co gan sinh han, cdp nang luong vi .
song, tién hanh chiét ba lan véi tong thoi gian cho mdi 1an chiét 1a 10 phat; gom
dich chiét cua ba lan chiét;

d) ¢6 dich chiét va phén lap dugc hop chit ent-78-hydroxy-15-oxokaur-16-en-18-
yl axetat béng sdc ky ¢t tir can chiét thu duoc, két tinh lai dé thu duoc san phém
tinh khiét.

2. Phuong phép theo diém 1, khac biét & chd, trong budc ¢) dung mdi st dung 1a
MeOH thay cho EtOH.
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