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TU DUA CAN DE TAN DUNG NGUYEN LIéU"




CHU NHIEM DE TAI Ky0,03
PGS. TRAN NGUYEN HOU

Nhiing nguoi thuc hién chinh :

1. PGS-PTS Pham Thanh Ky - Dai hoc Dugc Ha No1.
2. PGS-DS Nguyén Lan Phuong-XNDPTW2 Ha No1.
3. DS Nguyén Xuan Chién - XNDP TW2 Ha Noi.

4. DS Nguyén Viet Hung- XNDP TW2 Ha Noi.

5. DS Tran Van Thanh - XNDP TW2 Ha Noi.

6. TS hoa chat Fx hoa - XNDP TW2 Ha Nou.



L0oi eam on

(Frong qué trinh thyc hien dé tai, chiing t0i dd nhan duoc sy giip A3 nhiet
tinh cfia cac nha khoa hoc tai cac Vién nghien ciru va truong Pai hoc, cac chuyén
vién va can bo nghién ctru k§ thuat ciia Xi nghiép Duge phaim TW 2. Dac bigt,
GS Nguyén Xuan Diing d4 giaip gti mau ghi khdi phé, PTS D6 Ngoc Thanh, PTS
Pham Binh Minh di gifip chiing t0i ghi phé héng ngoai. PTS Nguyén Quang Dat
gitip xac dinh do chdy. Ti¢n si Phan Quéc Kinh va PGS Nguyén Vin Ban di cung
cfp mau chufn. Phong nghien ciru, phan xuéng hod va t6 hoa chat Xi nghi¢p
Duoc phdm TW 2 da gilip d& trién khai sdn xuat thir nghi¢m va bao ché. Phong
KCS va duoc s Mai Phuong da giap phan tich san phim. Ching t0i ciing di nhan
duoc sy giap d& cla nhiéu ban bé déng nghi¢p khac.

Bo Khoa hoc Cong ngh¢ va moi truong, Ban chd nhiém chuong trinh
Ky0, cing Ban Giiam ddc va can bo quan ly cta Xi nghi¢p Dugc phdm 2 d3 tao
diéu kién vat chat va dong vién tinh than cho thye hien dé tai.

Chitng toi xin bay 16 1ong biét on sau sac.



TINH HINH NGHIEN CUU HOAT CHAT CUA CAY DUA CAN THE GIOI VA
TRONG NUGC :

P4 tir 1au, Dira can 12 mot cay thudc dan gian moc hoang vi duge trong
nhiéu & cic nw6c nhiet d6i nhe ving Pong Nam A, An do, Madagascar, Cu ba...

Cac nha khoa hoc di sém nghién ciru cay Dira can, dic biét tr nhimg nam
1950 14n luot di tim ra nhiéu hoat chat, chi yéu 13 cic alcaloid ¢6 nhan Indol va
Dihidroindol chia lam 2 nhém :

- Nhém Monomer : gém nhitg chat ¢6 tic dung ha huyét ap, ha dudng
huyet, loi ti€u nhr Ajmalicin, Serpentin, Vindolin, Catharanthin.

_ Nhém Dimer : gém nhitg chit c6 tac dung chita ung thu nhu

Vinblastin, Vincristin, Vinleurosin, Vinrosidin.

(3 nuéce ta, nhidu cong trinh chia Vién duge li¢u, Dai hoc Duoc, Bo6 mon
duoc 1§ Dai hoc Y va benh vien C Ha Noi dd nghien ciru vé Dira can.

Xi nghiep Duoc phdm TW 2 Ha Noi ciing di som nghien clu cay Dura can
va di duge dwa vao chuong trinh cdp Nha nudc, cic san phim dugc dua vao san
xudl vi co tin nhiém trong nhan dan ciing nhu y bac si nhu vien Vinca chita cao
huyét 4p, Vinblastin Sulfat thudc tiem dong kho dung diéu tri mot sO bénh ung

thu mau.

NGHIEN CUU CHIET XUAT CAC ANCOLOIT KHAC TU DUA CAN pEk TAN DUNG
NGUYEN LIEU.

Nhir chiing ta di biét Dira can c6 nhiéu hoat chat ma ching ta chi maoi

chiét duoc hoat chat toan phén (Vien Vinca) va phan 1ap Vinblastin sulfat.

Dé tai Ky0,0; nhim chiét cic alcaloid khac d€ tan dung nghien li¢u chu
yé&u 12 phan 1ap Ajmalicin (Raubasin) tir 1€ do nhu ciu diéu tri va nghién ciu

Vindolin, Catharanthin tir 14.

1. Ajmalicin C,,H,,N,03, 1a mot alcaloid ¢0 tac dung ha huyét ap tuan
hoan nio diing chita suy gidm tri nhé & mgudi gia, phong va diéu tr 1oi loan wan
hoan nio (1). Day 1 alcaloid dugc phan 1ap déu tien tir ré dira can va Gontarel da
xic dinh cong thirc ¢iu tao tir 1951 (2). B3 duge hing Bohrringer (Pirc) san xudl



dudi tén biet dugc Lamuran, va hing Pierre Fabre (Phap) dwa vao cong thirc vien
Duxil, Iskedyl.
LA tinh thé, di€ém chay 253-257°C, [a]?: - 600 (C=0,5/CHCl3)

UV, 227, 282mm (2).

2. Vindoline C,sH3,N,0¢ duge Kamat va cong su phan lap tr 1958,
Gorman va cong su xic dinh cfu tric nam 1962 (2,3) duge nghién ciru c:(’). tac
dung ha dudong huyét (4). Vindoline 14 mot alcaloid nhan dihydroindol dugc sinh
téng hop trong cay vai alcaloid nhan indol dé€ tao.ra dimer. Ngay nay hang Pierre
Fabre d3 thanh cong ban tdng hop Vinblastin di tir Vindolin va Catharanthin.

Vindolin 13 alcaloid c6 nhiéu trong 14 Dira can khoang 3 thang tudi. C6 thé
phan lap thang tir 14 hoac di tir cic Frakci tién Vinblastin qua phan lap rén cot .

La tinh thé diém chiy154-1550C [a]} = - 18%/CHCl3
UV, 212, 254, 304nm (6,7).

3. Catharanthin Cy;H,4N40,, duge N. Neuss va M.Gorman phan lap vi
x4c dinh cdu triic nam 1961 (2) 1a alcaloid nhan Indol tham gia cau troc dimer

trong Vinblastin. Catharanthin d3 dugc nghién ciru ¢ tac dung loi tiéu (4,8).
La tinh thé, diém chay 126 - 1289C, [a], + 2998/CHCl;

UV, 226, 284, 202nm (2,5).

NOI DUNG VA CAC BUGC THUC HIEN :
A. CHIET PHAN LAP VINDOLIN VA CATHARANTHIN (6,7).

Trong qua trinh phan lap Vinblastin tir alcaloid toan phén cia 1a Dira can
da tan dung cac frakci co Vindolin va Catharanthin 1a cic alcaloid xuat hién soOm
trén ¢Ot phan lap.

D3 14y duoc Vindolin va Catharanthin tho va tir 46 dd phan lap dugc
Vindolin va Catharanthin dat tieu chuin qua kiém tra sic ky 16p mong, quang
phd tir ngoai, héng ngoai va khéi phd.

Pi giti mu chao hang cho hing Picrre Fabre (Phap) chua tra 1o ket qua.



Néu duoc in hang s& trién khai chiét 1on.

I. Chiét xuat phan 1ap Vindolin tir 1a Dua can :
1. Chiét xudt Vindolin tho :

L4 Dira can xay tho duge chiét xuat bing c6n Metylic hoac Etylic. Co thu
héi dung moi dudi 4p sust gidm. Chuyén sang dang mudi alcaloid bing dung
dich axit lodng. Loai tap bing dung moi hitu co. Dich axit dwgc kiém hod bing
NH,0H t6i pH thich hop va chi€t Vindolin bang dung moi hitu co - Co thu héi
dung moi duge Vindolin tho.

2. Phdn ldgp Vindolin va tinh ché :

Cén tho Vindolin duge phan 1ap trén cot Al,05. Dua vao kiém tra sac ky
16p mdng, tap trung cic Frakci ¢ Vindolin. C6 thu héi dung moi. Cin duoc hoa
tan trong t6i thi€u Metanol nong, loc. Dich loc dé két tinh lanh.Tinh thé Vindolin
duoc rira tren loc voi mot it Metanol. SAy kho dwoc Vindolin tinh khi€t. Higu suat
3 -5 phan van/duogc lieu kho.

IL. Chiét xuat phan lap Vindolin tir san pham thu hdi trong lic phan
l1ap Vinblastin.

Tir Vindolin tho thu dugc qua cot phan 1ap Vinblastin duge tiép tuc tich
trén cot Al,O3 voi dung moi hifu co. Co thu héi dung moi. Can duoc hoa tan
trong luong 161 thidu Metanol nong. Loc va dé két tinh nhu trén. Hi¢u suat gap 2-
5 14n so v6i Vinblastin thu dugce trén cot.

II1. Chiét xuat phan lap Catharanthin :

- La Dira can kho, xay tho, duoc chiét xuat bang c6n Metylic hoac Etylic.
Co thu héi dung moi. Chuyén dang mudi alcaloid bing dung dich axit lodng, loai
tap bing dung moi hitu co (dicloretan, trichloroetylen). Dich chi¢t axit dugc kiém
hoa bing ammoniac dén pH thich hop. Chiét Catharanthin bing benzen (hoac
dicloretan, trichloroetylen). Co thu hdi dung moi dugc cin tho Catharanthin. Cin
tho dugce phan 1ap trén cot Al,0; ding dung moi benzen. Co va hiat kho phong
bot cac frakci ¢o catharanthin, Két tinh trong Metanol va tinh ch€ duoc
Catharanthin tinh khiét. Hieu suat 2-3 phan van.

- Phan lap tix Catharanthin tho thu hdéi tren c0t phan 13p Vinblastin dugc
ti¢n hanh twong tr nhu véi can the Catharanthin chiét xuat tir J4.



B. CHIET XUAT PHAN LAP AJMALICIN TU RE DUA CAN.
1. Ngudn nguyén liéu :
_ D3 nghién ciru phan tich ré Dira can moc hoang cia Thach Ha, Da Nang.

Pay la r& moc hoang luu nién nén ham luong rat thap. RE chinh nho va
phén 16n 1a r& phu.Trong khi thiu nguyen licu chiing t0i da hop déng mua
nguyéen lieu caa Da Nang dé chiét xudt.

- B3 mua nguyen licu ré Dua can cha Trai duge ligu Tuy Hoa. Day 1a ré
duge chao mau I dat tieu chudmhdu, nhung khi nhan s6 lugng 16n (500kg) thi
vé& cam quan va ham lugng déu khong dat, r& nhé va nhiéu & phu.

11. Phan tich dinh tinh dinh luong ré Dira can :

Trong s6 24 alcaloid phan lap dugc r& Dira can (9) thi Ajmalicin la
alcaloid quan trong nhung ham lrong chi ¢6 0,1 - 0,3%. Cing voi Ajmalicin
trong & con ¢cO serpentin, néu dem hydro hoa dugc tetrahydro serpentin tirc la
Ajmalicin.

C6 nhiéu phuong phap dinh luong Ajmalicin :

Tach cac alcaloid bing sic ky tren gidy hoac 16p mdng hoac bang dién di.
Xac dinh ham lrgng bang so mau, quang phé hodac do do huynh quang
(fluorimetric) (10).

Trong diéu kien cho phép ching toi da dung phuong phap tach bing sac
ky 16p mdng va dinh luong biang quang phd, do & budc séng 282nm trén may
quang phé shimadzu v Secomam.

Tién hanh :

1. Bot ré Dira can thong qua ray min chiét bang Metanol tren Soxhlet trong
3 gid. Dich chiét dem c6 dam dic.

2. Hydrogen - hoa : Dich chiét Metanol dugc hydrogen - hod voi tac nhan
Naborohydrua (NaBH,), léc, 1am lanh & t0 59C, dé yen chd 10 trong 2 gio.

3. Sic ky 16p mong va dinh luong bing quang phé :

a. 50ml dung dich metanol dugc theém vio 50m] nudc lac 4 lan véi
trichloroetylen. '

Dich chiét dugc ¢6 con lai Sml.



b. Chay sic ky 16p mong :

Phi¢n mong Silicagel GF 254.

Dung moi trién khai : CHCl; : Metanol (97:3) v/v
Trién khai 15cm. -

Cham dung dich chuén : 200mcl (Ajmalicin bazo).
Dung dich thu : 200mcl.

Phi¢n méng sau khi trién khai dé kho & khong khi tranh dnh sang. Dem
soi UV 254nm. Dinh vi vét chuan, vét thif va mau trang tuong ng.

Dem cao 14y cic vét va chiét rieng bing metanol, trdnh dnh sing.
c. Pinh luong Ajmalicin :

Do phé & budc song 282nm. So sanh mat do quang maiu thir voi miu
chufn song song doi chiéu méu tréng tir d6 ta tinh dwge ham luong  Ajmalicin o

trong ré.
Cy = ham luong cda méu thir.
Em
Cs= ham lugng miu chudn. o a—— x Cq
Epq = mat d6 quang mau thif. Eg

Eg= m4t do quang miu chudn.

Loai r& moc hoang clla Thach Ha, Da Ning khong Hydrogen - hoa chi ¢c6
rat it Ajmalicin, trung binh 2 phan van. RE cay Iuu nien bi hod gd, vé chi con rat
it hoat chat.

R& dugc tréng cham bon & Tuy Hoa thu hoach sau I niam binh quan 0.2%
(dd hydro - hoa). Tiéu chuén ré xuat khau binh quan 0,5% Ajmalicin (di hydro-
hoa).

III. Chiét xuét phan 1ap Ajmalicin tir ré Dira can :

Tir chiét xu4i thi nghiém di trién khai chi€t xuat va phan lap Ajmalicin
quy mo san xuat thit nghiem 30kg ré cho mobi me.

1. Xay ray :

Ré Dira can duoc xay trén may xay baa véi mat ray 3mm. Loai bo 18i. con
khoang 18 - 20 kg bot ré.



2. Ngam kiét :
20 kg bot 1& 1am 4m bang con 900.kiém pH 8,5 day kin trong 1 gio.

Duoc lien di 1am 4m duge cho vao binh ngdm kiet inox 150 1. Thyc hién
ngdm kiét nguge dong tren hé thong 5 binh chiét.

3. Co thu héi dung moi :

Dich chiét I khodng 75 - 80 lit dugc c0 ap lyc gidm trén may Simax cOn
khodng 4 it (hét mii con).

4. Chuyén dang axit va loai tap :
Dich co dac duge khudy voi axit sulfuric 2%, dam bao dung dich c6 pHa.
Loc loai cin tréen phéu Biichner.

Dich loc dem loai tap (lipoid thuc vat) bing khudy 2 ldn vGi
trichloroetylen. Loai phdn trichlloroetylen dé€ thu hdi tai str dung.

5. Chiét alcaloid toan phén :

Dich chi¢t axit di loai tap, cho vao thiing inox 501 kiém hoa dén pH 9.5 -
10 bing cich cho tir tir NH40H vira khuay déu..

Hit vao binh thuy tinh qua le 100 1, chiét 5 1an x 4 1 trichloroetylen.

Dich chiét hitu co dugce loc qua Na,S$04 khan dem c6 thu héi dung moi.

6. Co va hit phéng bot :

Dich chiét sau khi loc qua Na,S0, khan duge co chan khong thu hoi dung
moi. Ding chan khong manh hit phong bot 16i cao 14y alcaloid toan phan dang
bot nau sang 6ng anh 14n tinh thé, ham luong Ajmalicin 20%. Hi¢u suai 0,5%
tinh 1t duoce ligu kho.

Phan lap Ajmalicin trén cot Al,04

1. Hoat hoia Alumin oxyt :

Diing alumin oxyt Brokmann II dugc hoat hod dén do 4m thich hop theo
phirong phap riéng.

2. Nap Al,05 vao cot :

Diing coOt inox. Méi cot nap 30 kg A0 Cho vao cot 20 lit hén hop dung
moi benzen : clorofoc 9/1, khoa voi & day. Pé tr tir oxyt nhom vao thinh thoang
ding que khugy. Chit ¥ dung moi phai luon luon ngip mat oxyt nhom.
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D& 6n dinh cot trong 24 gid.
3. Phan 1ap Alcaloid toan phan :

Cho | kg alcaloid toan phén hoa tan trong 2 lit Clorofoc r6i dé tir tir 1en
mat cot Alumin oxyt. Dang diia thuy tinh c&i nhe 1én mat cot. Mé& khoa va bat
dau himg cac frakci vao chai thuy tinh, méi frakci 1dy 10 lit. Thudng xuyén tiep
dung moi vao cot sao cho trén mit cot luon luon co dung moi. Ding sic ky 16p

mong kiém tra frakei nao ¢6 Ajmalicin thi nhap co chung,.
4. Co va hit phong bot :
Cic frakei c6 Ajmalicin duge co thu hoi dung moi tren thiet bi co quay
tron thuy tinh Rotavapor va ding chan khong manh hiit phéng bot.
5. Két tinh, tinh che':

Sau khi hat phéng bot dem hoa tan can trong t8i thiéu metanol nong. Dé
két tinh lanh duge Ajmalicin tinh thé. Loc. Rra bang it metanol lanh trén phéu.
Say kho. Bdo quan trong lo diy kin tranh 4nh sang. Hieu suét 0,1% tinh tir duoc
ligu kho.

Ajmalicin thu duge da dugce kiém tra v€ hod 1y dat tieu chudn so v&i mu
ctia Hungari va méu Vien duoc liu tinh ché.

Kiém tra phd héng ngoai Vién kiém nghiem.

Khoi phd (tai Ha Lan)

Thit doc tinh tai Bo mon duwoc 1y Dai hoc y Ha NOi.
C. HYDROGEN - HOA ALCALOID TOAN PHAN.

Alcaloid toan phdn chiét xuat duoc chi chira trung binh 20% Ajmalicin
(dinh hrong do quang). Pem hydrogen - hoa chuyén serpentin ¢ trong ré thanh
tetrahydro serpentin (Ajmalicin) ¢6 thé ting ham lugng Ajmalicin len gip doi.
Trong phong thi nghi¢ém ngudi ta hydrogen - hod thang tir dich chiet (10). Tac
nhan hydrogen - hoa tot nhat 13 dung Naborohydrua (NaBHy). Chat nay phai
nhap noi rat dit.

Ching t6i di cdi ti¢n, hydrogen- hod & giai doan alcaloid toan phan (xem
so d6). Vi NaBH, tot, ching 10i nang ham luong Ajmalicin trong Alcaloid toan
phén tir 20% lén 40%.



