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cao chiét tong; c) loai tap chat; d) thu alkaloit tong; va e) thu hon hop alkaloit. Quy trinh
nay cho phép diéu chinh do phan cuc cta alkaloit dua trén viéc diéu chinh pH cua dung
dich chiét, cho phép chiét phan doan bang dung méi diclometan dé thu dugc alkaloit chira
carpaine v&i hiéu sudt va do tinh khiét cao. Hon hop alkaloit thu dwoc tir quy trinh theo
giai phap thé hién kha ning trc ché té bao ung thu gitp hd tro diéu trj bénh ung thu.
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Linh vye ki thuat dwgc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vic héa hoc cac hop chét ty nhién, cu thé 1a giai phap
hitu ich d& cdp dén quy trinh san xudt hdn hop alkcaloit tir 14 cay du da Carica papaya L.
c6 hiéu qua trong viéc trc ché t& bao ung thu. Hon hop alkaloit thu dugc tir quy trinh theo
giai phép hitu ich cho thdy c6 kha ning ung dung dé san xuit ché phdm hd tro diéu tri

bénh ung thu.
Tinh trang ky thuit cia gidi phip hiruich

Viéc khai thac tng dung céc hop chét c6 ngudn gdc thién nhién trong diéu tri va hd
trg diéu tri ung thu dang ngdy cang dugce quan tdm nghién ctru & Viét Nam ciing nhu &
nhiéu nudc trén thé giéi. L4 du di dd dugce ngudi dan mot sé nude nhu Uc, Mehico, Viét
Nam sir dung hiéu qua trong hd trg diéu trj ung thu. D3 ¢ nhiéu cong bd khoa hoc vé tac
dung phong chdng ung thu cia 14 du di & Viét Nam ciing nhu trén thé gii. Alkaloit
trong 14 du dd v&i thanh phéan chinh 13 carpaine d dugc ching minh 13 c6 hoat tinh gay
doc d6i voi mot sb dong té bao ung thu da thir nghiém nhu ung thu phdi, ung thu vi, ung

thu mau va ung thu biéu mo.

Pi c6 nhidu ky thuat nhdm chiét alkaloit tir 14 cdy du di dé phat trién duoc phim,
tuy nhién, nhitng phuong phap nay cho hiéu suit khong cao, vi dy, tai liéu “H6 Thi Ha,
carpainone: alkaloid méi tir 14 cdy du du, Tap chi Khoa hoc va Cong nghé, 52(5)(2014)”
d& cap dén phuong phép chiét alkaloit tir 14 cdy du du, trong d6 phwong phap nay sir dung
dung mdéi metanol va diclometan dé chiét, tuy nhién, hi¢u suét chiét alkaloit rat thép,

khéng hitu dung trong san xuét nguyén liéu duoc.

Quy trinh chiét alkaloit tdng tir thuc vt ¢é phat trién thanh san phidm thudong bao
gdm cédc budc xir Iy nguyén lidu, chiét bing etanol 95%, chiét tiép phan doan bing
cloroform, loai tap chét bang n-hexan, sau khi loai dung méi thu dugc alkaloit téng s6.
Phwong phap nay thuong cho hiéu sudt chiét tdt, tuy nhién, viéc chiét nay thuong khong
chon loc va cho phép thu dugc mot loat cic thanh phin tap chit c6 kha ning tan trong

dung moéi, cac thanh phin niy cin dugc loai bd trudce khi sir dung 1am duge phim.
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Mic du da biét dic tinh chung vé alkaloit trong thuc vat, tiy theo loai alkaloit,
chung thudng khong tan trong nuéce, dé tan trong dung mdi hitu co. Dic biét cac alkaloit
du c6 dic tinh bazo yéu, nén c6 thé giai phong ra khéi mudi bing kiém trung binh hosdc
manh, ddng thoi chung c6 kha ning tic dung duoc voi axit tao ra cdc mudi twong ng.
Do dic tinh niy nén viéc chiét alkaloit thudng str dung dung méi it phan cuc dé chiét, san

phim thuong bao gdm nhiéu loai alkaloit va cac tap chét c6 dic tinh tvong ddng.

Do d6, ¢in c6 quy trinh chiét alkaloit hidu qua, cho phép chiét dwgc nhém alkaloit
véi d9 tinh sach dap tng yéu cAu 1am duoc chét va hiéu sut du cao dé st dung lam dugc
phdm. Cy thé cin c6 quy trinh chiét alkaloit tir 14 du da véi higu suét cao va du tinh sach

dé phat trién 1am nguyén liéu san xuét thudc diéu tri bénh ung thu.
Bin chit k§ thuit cia giai phap hiru ich

Giai phép hitu ich nhim giai quyét cac vin dé néu trén, theo d6 giai phép hiru ich dé
xut quy trinh san xuit hén hop alkaloit tir 14 cay du du, trong d6 quy trinh nay bao gdm

cac budc:

a) xtr Iy nguyén liéu bing cach lam sach 14 du du Carica papaya L., thai nho, sdy
kho dén 36 4m nim trong khoang tir 8,5 dén 9,5 % rdi nghién nhé dn kich thudce khoang
1 mm thu dugc bét 14 du du kho;

b) thu cao chiét tdng bing cach chuyén bot 1a du da khoé thu duoge & bude (a) vao
thiét bi chiét gia nhiét cé canh khudy, bd sung etanol 80% dé lam 4m trong 30 phut, tiép
d6 bd sung etanol 80% sao cho tdng ty 1 nguyén liéu/dung méi 14 1/5, gia nhiét dén 60°C
va chiét trong thoi gian 3 gid trong didu kién khudy, qué trinh chiét dugc thuc hién lip lai
3 l4n, sau khi thu gom dich chiét, ct thu hdi dung méi & didu kién 4p suét giam & nhiét

d6 50°C thu duoc cao chiét téng chira 25-30% ham lugng dm;

¢) loai tap chét bing cach axit héa alkaloit c6 trong cao chiét tdng thu dugc & bude
(b) bang cach bd sung HC1 5% cho dén pH = 5, tiép d6 bd sung diclometan theo ty 16 1:1
(thé tich/thé tich), khudy déu dé chiét loai tap chét tan trong diclometan, lip lai budc

chiét nay 3 14n, thu phan doan chra alkcaloit tbng khong tan trong diclometan;

d) thu alkaloit tbng béng cach kiém héa phan doan alkaloit tbng bing NH,OH 10%
dén pH=8.5, tiép d6 bd sung diclometan theo ty 1¢ 1:1 (thé tich/thé tich), khqu déu dé
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chiét alkaloit téng, thu phan doan diclometan, ldp lai budc nay 3 lan, thu phén doan

diclometan chira alkaloit tong sd; va

e) thu hdn hop alkaloit bing cach chuyén phén doan diclometan chira alkaloit tong
s6 vao thiét bi co quay chin & nhiét d6 50°C dé loai dung mdi, thu alkaloit téng va séy
chan khong & nhiét d6 50°C dén khi ham 4m khoang 4% dé thu hdn hop alkaloit dang
bot.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hiru ich duge mo ta véi nhitng vi du va cdc phuong an thyc hién
cu thé. Tuy nhién, cac vi du va cac phuong én thuc hién nay chi nhdm mo ta 1am rd ban
chit cuia giai phap hiru ich chtr khéng nhdm han ché pham vi yéu ciu bao ho cia giai
phép hitu ich.

Giai phép hitu ich d& cép dén san xudt hdn hop alkaloit tir 14 cdy du du, trong d6
quy trinh nay bao gdm cac bude: a) xir Iy nguyén lidu; b) thu cao chiét tdng; c) loai tap

chét; d) thu alkaloit tong; va e) thu hdn hop alkaloit.

Nguyén liéu dugc st dung dé chiét alkaloit theo giai phép hitu ich 13 14 ctia cdy du
du Carica papaya L. thudc ho Pu di. Cay du du 1a céy than thao to, khong hodc it khi c6
nhanh, cao tir 3 &én 10 mét, 14 to hinh chén vit, cubng dai, dudng kinh 50 dén 70 cm. La
dugc sir dung tot nhét 13 loai 14 banh té.

Trong budc xir Iy nguyén liéu, tién hanh bing cich lam sach 14 du da Carica
papaya L., thai nho, sdy khé dén d6 4m nim trong khoang tir 8,5 dén 9,5 %. Tiép do6
nghién nho dén kich thude khoang 1 mm thu duge bot 14 du da kho.

Trong budc thu cao chiét tdng, tién hanh chuyén bt 14 du da khd thu dwgc & trén
vao thiét bj chiét gia nhiét c6 canh khudy. Dung mdi dugc sir dung dé chiét cao téng la
etanol 80%. Ding etanol 80% & 1am 4m nguyén liéu trong 30 phit. Lugng etanol 80%
duoc sir dung 1am 4m véao khoang 2 1an trong lugng ciia 14 khé. Sau khi 1am 4m, bd sung
etanol 80% sao cho tdng ty 18 nguyén liéuw/dung méi 1a 1/5. Tiép d6, gia nhiét dén 60°C
va tién hanh chiét trong thoi gian 3 gior trong didu kién khudy. Qua trinh chiét dugc thyc

hién l3p lai 3 14n. Sau khi thu gom dich chiét, gdp chung phan dich chiét va tién hanh cit



2332

thu hdi dung méi trong diéu kién 4p suit giam & nhiét do 50°C. Phin cao chiét tdng thu

duoc & dang cao chiét 1ong, mau nau, chitra 25-30% ham lugng 4m.

Vi trong thyc vt, alkaloit thuong ton tai & dang bazo va mét it & dang mubi nén
viéc st dung etanol 80% d& chiét thu cao chiét tdng cho phép chiét dugc cao chiét téng

ma khong cin so ché nguyén liéu bing amoniac néu chiét bang etanol 95%.

Nhiét d6 chiét anh hudng truc tiép dén chit lugng alkaloit c¢6 trong ché phdm thu
duge. Cac tac gia da nghién ciru va phat hién ra ring, véi nhiét d chiét t6i da 60°C, san
phém thu duge s& c6 hiéu suit va hoat tinh ti wu. Néu nhiét do tdng qua cao, alkaloit thu
duge bi bién tinh, giam hoat tinh sinh hoc cua ché phém thu dugc. Viée chiét trong diéu
kién khudy, nhiét do chiét 60°C trong thiét bi gia nhiét c6 canh khudy gitp giam dugc

thoi gian chiét véi ty 18 nguyén lidu/dung moi t8i wu 14 1/5 (trong lugng/thé tich).

Trong budc loai tap chét, tién hanh axit héa alkaloit c6 trong cao chiét tdng bing
céch bd sung HCI 5% cho dén pH = 5. Viéc axit hoa nay dugc thuc hi¢n nhdm chuyén do
phén cuc cua alkaloit tir dang trung tinh sang dang axit hoa tan trong nudc, nhung khong
tan trong dung méi hiru co. Sau khi axit héa, bd sung diclometan theo ty 1& 1:1 (thé
tich/thé tich), khudy déu dé chiét loai tap chit tan trong diclometan. Céc tap chit khong
mong mudn tan trong diclometan, nhung khéng tan trong nuéc khdng mong mudn bao
gdm clorophyl, c4c axit béo, pectin, carotenoit. Budc chiét phan doan nay dugc lip lai 3
14n. Phén doan chira alkcaloit tdng khong tan trong diclometan nim trong pha nuéc bén

dudi. Sau khi loai bo pha diclometan, thu phin doan chira alkcaloit tong.

Trong budc thu alkaloit tdng, tién hanh kiém héa phan doan alkaloit tbng bing
NH,OH 10% dén pH=8,5. Viéc kiém hoéa ndy dugc thyc hién nhim chuyén do phén cuc
cta alkaloit tir dang axit tan trong nudc thanh dang bazo tan trong dung mdi hitu co.
B%mg k¥ thuat chuyén d6 phan cuc nay, cho phép chiét chon loc dugce alkaloit. Sau khi
kiém hoa, bd sung diclometan theo ty 1& 1:1 (thé tich/thé tich), khudy déu dé chiét alkaloit
téng. Theo do6, nhiing tap chét tan trong diclometan d3 duogc chiét & phén doan trudc s€
khong con, nén budc chiét nay s& chi chiét alkaloit c6 trong dung mdi. Pay 13 mot cach
chiét chon loc, gitip giam thoi gian va ting hidu suét chiét, ddng thoi don gidn héa quy
trinh chiét. Tién hanh chiét béng diclometan 3 14n, thu phdn doan diclometan chura

alkaloit tng sb.
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Béng viéc axit hoa cao chiét tong dé chuyén toan b alkaloit vé dang mudi tan trong
nude va sir dung diclometan dé loai cac tap chét khong phai alcaloit rdi kiém héa dich
nuée thu duge dé chuyén toan b alcaloit vé dang bazo, roi lai str dung chinh diclometan
d& chiét thu hdn hop alcaloit 1a mdt cai tién ctia quy trinh nhim thu duge hén hop alcaloit
¢ dd tinh sach cao do su dac hiéu cia dung méi str dung. Quy trinh khéng nhitng giam
duge loai dung mdi st dung ma con cé thé gitp tai st dung hiu qua dung méi

diclometan trong qu4 trinh chiét xuét.

Trong budc thu hdn hop alkaloit, tién hanh chuyén phan doan diclometan chira
alkaloit tng s6 vao thiét bi c6 quay chan & nhiét d6 50°C dé loai dung méi. Qua trinh thu
alkaloit té)ng duoc thuc hién béng cach séy chan khong & nhiét do 50°C dén khi ham 4m
khoang 4% dé thu hdn hop alkaloit dang bot.

Hbn hop alkaloit thu dugc tir quy trinh theo giai phap hiru ich c¢6 d¢ tinh khiét phi
hop dé san xuét duoc, chira chu yéu hoat chét carpaine, 1 mot hoat chét da dugc ching

minh 13 ¢6 tac dung diét té bao ung thur.
Vi du thwe hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: San xudt hén hgp alcaloit tir ld du dit

L4 du du loai banh té, thudc giéng du du Pai Loan ¢6 tén khoa hoc 1a Carica
papaya L. (ho du di: Caricaceae) dugc thu hai & xd Nam Hong, huyén Péng Anh, Ha
Nbi khi cdy du du dugc 8-9 thang tudi va da thu hoach qua; 14 sau khi lam sach, siy kho
dén @6 4m khoang 9%, dugc nghién nhé va riy qua sang kich thudc < 1 mm thu bot 14 du
du kho.

Cén 20 kg bot 14 du du kho chuyén vao thiét bj chiét dung tich 150 lit ¢6 canh khudy
va gia nhiét. B6 sung 20 lit etanol 80% vao khudy déu ¢é 1am 4m va ngém trong 30 phat.
Tiép d6, bd sung 80 lit etanol 80% (tdng cong 1a 100 lit etanol 80%) va gia nhiét dén
60°C va khudy trong 3 gio.

Sau khi chiét, loc thu duoc dich chiét 1an 1, tiép tuc 13p lai qua trinh chiét 3 14n, mdi
14n v6i 80 lit etanol 80%. Dich chiét dugc gop lai, cAt loai dung etanol 80% béng thiét bi

¢d quay chan khong & 50°C cho dén khi con 6 lit dich mau nau sanh.
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B sung 1 lit dung dich HCI 5% dé didu chinh d&n pH=5, chiét tiép bing
diclometan (3 14n x 6 lit/1 14n) dé loai céc tap chét tan trong diclometan. Phén dich nude
sau duge khi chiét béng diclometan dugc kiém hoa béng dung dich NH,OH 10% dén pH
= 8,5. Chiét tiép phin dich nudc bing diclometan (3 14n x 6 lit/ 1 1an). Phan doan
diclometan dugc cit loai dung moi, thu phén cao chiét alkaloit téng. Phin cao chiét dugc
séy chan khong & nhiét do 50°C thu dugc 40,2 g hdn hop alkaloit c6 d 4m 1,01% - dat
hiéu suét 0,2 % so v6i nguyén lidu 14 du du khé. Két qua phan tich dinh lugng bing
HPLC-MS cho théy hén hop alcaloit dang bot c6 4o 4m < 4%, chura hoat chit carpaine.

Vi du 2: Thir nghiém hoat tinh gdy djc cdc dong té bao ung thw (cytotoxic asay) ciia

hén hop alkaloit
Vit li¢u va phwong phdp

Phuong phép dénh gi4 duwa trén k§ thuit nhudm protein ciia t& bao véi
sulforhodamin B (SRB), tiép dén do d6 hip phu quang ctia phitc mau SRB gin trén té
bao. Ham lugng protein té bao ty 1€ thudn véi gia tri OD do dugc. Dya vao két qué xac
dinh ham Iugng protein té bao téng s6 c6 thé x4c dinh dugc kha ning e ché té bio ung
thu.

Mbi trudong nudi cdy t& bao ung thu gdm: L-glutamin 2 mM; 1,5 g/l natri
bicarbonat; 4,5 g/l glucoza; HEPES 10 mM (hé dém hoa chét) va natri pyruvat 1 mM,
ngoai ra bd sung 10% huyét thanh thai bd — FBS (GIBCO).

Té bao thir nghiém bao gdm té bao ung thu phdi LU-1, té bao ung thu biéu mé KB,
té bao ung thu vit MCF7.

Chét thir nghiém: hén hop alkaloit thu dwgc tir vi du 1 (TN). Ellipticine (Sigma)
duoc st dung nhu 14 cht dbi chimg duong (PC1). DMSO10% duge st dung nhu dbi
ching am (BC2).

Cdc budc tién hanh
L4y 20 pl hdn hop thu dugc tir vi du 1 pha trong DMSO 10%, tiép d6 bd sung vao

céc giéng cua khay 96 giéng dé c6 ndng do cudi cliing 1a 100 pg/ml; 20 pg/ml; 4 pg/ml;
0,8 pg/ml.
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Trypsin hoa té bao dé lam roi té bao va didu chinh mat d6 cho phit hop véi thi

nghiém (3-7 x 10* tb/ml) bing cach d&m trong budng dém hong cau.

Bd sung vao cac giéng (dd c6 180 ul mdi trudng nudi ciy) lugng t€ bao phit hop va
nudi cdy tir 3 dén 5 ngay trong ti 4m CO,, té bao dugce ¢ dinh vao day giéng bang TCA
(axit tricloracetic) trong 30 phit, dugc nhuém bing SRB trong 1 gi & 37°C. Loai bd
SRB du va rira 3 14n bing 5% axit axetic rdi dé kho trong khong khi & nhiét do phong.

Mau déi chimg ngay 0 tién hanh trén 1 khay 96 giéng khéc, khong c6 chét thir,
nhung c6 t& bao ung thw. Sau 1 gid, dia dbi chimg dugc cb dinh t bao bang TCA.

Cubi cung, st dung 10 mM dung dich dém Tris dé hoa tan luong SRB dd bam va
nhudm céc phén tir protein, lic dia lic nhe trong 10 phit trén may lic va sir dung may
ELISA Plate Reader (Bio-Rad) dé doc két qua & buéc séng 515 nm. Kha ning sdng sét
ctia t& bao khi c6 mit chét thir s& duoc x4c dinh thong qua cong thire sau:

) = 0D, - 0D,

Ty 18 t& bao sdng (%
Y el OD,-0D,

x100

Trong do:

OD;: M4t d6 quang clia miu té bao trong didu kién nghién ctru.

OD,: Mat d6 quang ciia mu t& bao trong diéu kién d6i chimg am.

OD,: Mt d6 quang ciia miu té bao tai thoi diém bét dau thi nghiém.

Ellipticine (Sigma) dugc sir dung nhu 1a chat d6i ching duong (BPC1). DMS010%
duogc sir dung nhu ddi chimg am (BC2).

Gia tri ICs (n(‘“)ng d6 trc ché 50% su phat trién coa té bao) s€ dugc xéc dinh nhd vao
phan mém TableCurve, dua vao duong cong phat trién té bao va ndng d6 ché phim thur

nghiém dé tinh gia tri ICs, theo cong thirc:

1/Y =a+b-LnX
Trong d6: Y 14 ndng d6 ché phdm va X 14 ty 1& té bao sdng.
Néu méu thir ¢6 ICsy < 20 pg/ml s& dugc xem 1a ¢6 hoat tinh gay doc t& bao va co
kha néang trc ché su phat trién hogc diét té bao ung thur.

K&t qua thir nghiém

Két qua thir nghiém dugc trinh bay trong bang 1 bén dudi:
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Bang 1: Kha ning e ché cac dong té bao ung thu thir nghiém ctia hdn hop alcaloit

Nong d6 ché phdm Ty 18 trc ché té bao ung thu (%)
(ng/ml) LU-1 KB | MCF-7

100 100,92 73,34 100,71

20 50,27 52,71 51,38

4 27,13 12,09 21,22

0,8 7,56 -0,20 4,86

IC50 ciia TN (ug/ml) 18,21 18,44 19,16

IC50 (ng/ml) ctia DC1 0,97 0,99 0,89

(PC1 dugc thir nghiém & céac néng d6 10; 2; 0,4 va 0,08 pg/ml)

Két qua & bang 1 cho thiy gié tri IC50 ctia hdn hop alkaloit thu dwoc tir vi du 1 ddi
v6i 3 dong t& bao ung thu thir nghiém déu < 20 pg/ml. Nhu vay hdn hop alkaloit c6 tac
dung diét cac dong t& bao ung thu phdi (LU-1), ung thu biéu mé (KB) va ung thu vi
(MCF-7) vuot troi so v6i d6i ching 1a Elipticine.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich cho phép san xuit duge hdn hop alkaloit v6i hiéu sudt di d& ung
dung san xuét phat trién ngudn duge liéu dp timg cho nganh dugc phim. Quy trinh san
xuét alkaloit theo gidi phap hiru ich cho phép thu dugc san phim c6 d tinh sach cao va
¢6 hiéu qua tidu diét mot sb dong té bao ung thu, mot tién dé dé san xuét san pham hd tro

diéu trj ung thu c6 ngudn gbc tir thyc vat.

Bang cach didu chinh cac diéu kién chiét, khéng ché nhiét d6 chiét, thay dbi do
phan cuc ctia alkaloit bang cach diéu chinh pH, cho phép chiét alkaloit chon loc v&i hidu

suét cao t6i 0,2%.

Phuong phap san xuét alkaloit cho phép chiét chon loc dugc nhém hop chit 6 tac
dung tiéu diét dong té bao ung thu phdi, ung thu biéu mo va ung thu v, cho phép tan
dung duoc ngudn nguyén liéu 1a phé phu ndng nghiép gitp phat trién bén ving nong

nghiép, ting hidu suit canh tic cho néng dén.
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh san xuit hdn hop alkaloit tir 14 cdy du du, trong d6 quy trinh nay bao gém

cac budc:

a) xir Iy nguyén lidu bing cach 1am sach 14 du di Carica papaya L., thai nhd, siy kho dén
d6 4m nim trong khoang tir 8,5 dén 9,5 % rdi nghién nhod dén kich thudc khoang 1 mm
thu duogc bot 14 du da kho;

b) thu cao chiét tdng bing cach chuyén bot 14 du di kho thu duge & budce (a) vao thiét bi
chiét gia nhiét c6 canh khudy, bd sung etanol 80% dé 1am 4m trong 30 phut, tiép d6 bd
sung etanol 80% sao cho tdng ty 1& nguyén liéw/dung mai 14 1/5, gia nhiét dén 60°C va
chiét trong thoi gian 3 gior trong diéu kién khudy, qué trinh chiét dugc thyc hién lap lai 3
14n, sau khi thu gom dich chiét, cit thu hoi dung méi & diéu kién ap suét gidm & nhiét 46

50°C thu dugc cao chiét tng chira 25-30% ham lugng am;

¢) loai tap chét bang cach axit hoa alkaloit c¢6 trong cao chiét tdng thu dugc & budc (b)
bing cach bd sung HC1 5% cho dén pH = 5, tiép d6 bd sung diclometan theo ty 1¢ 1:1 (thé
tich/thé tich), khudy déu dé chiét loai tap chét tan trong diclometan, lip lai budc chiét nay

3 14n, thu phéan doan chtra alkcaloit tdng khong tan trong diclometan;

d) thu alkaloit tong bing cach kiém héa phan doan alkaloit tdng bing NH,OH 10% dén
pH=8,5, tiép d6 bd sung diclometan theo ty 1& 1:1 (thé tich/thé tich), khudy déu @& chiét
alkaloit téng, thu phan doan diclometan, ldp lai budc nay 3 14n, thu phan doan diclometan

chira alkaloit téng; va

e) thu hdn hop alkaloit bing cach chuyén phan doan diclometan chira alkaloit tdng vao
thiét bj ¢6 quay chan & nhiét 46 50°C dé loai dung mdi, thu alkaloit tdng va sdy chin
khong & nhiét d6 50°C dén khi ham 4m khoang 4% dé thu hdn hop alkaloit dang bot.
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