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(54) QUY TRINH DPIEU CHE DAN XUAT AXETYL CUA CATECHIN CHE XANH
(57) Giai phap hiru ich d& cip dén quy trinh diéu ché din xuét axetyl cia catechin ché
xanh nhu EC va EGC, bao gdm céc budc sau:

(i) thuc hién phan tng axetyl hoa catechin bang cach sir dung anhydrit axetic 13 tac
nhan axetyl hoa vdi ty 1é catechin(mol)/anhydrit axetic(mol) 1a 1:6, & cac diéu kién phan
mg trong moi truong lanh (0-5°C) trong 30 phut va sau do dé ¢ nhiét d6 phong (20°C)
trong 24 g10, tranh 4nh sang va khong khi; va

(ii) tinh ché san pham thu dugc & budc (i) bang sic ky cot nhanh: pha tinh 13 silicagel,
pha dong sic ky 1a CH;OH/CHCl; gradien tr 0% dén 10% metanol theo thé tich, cac phan
doan chura 3-axetyl EC, 4-axetyl EC, 5-axetyl EGC dugc c6 loai kiét dung moi va t1ep tuc
duogc tinh ché trén sic ky cot nhanh bang hé dung méi EtOAc/n-hecxan 20% dén 50%
EtOAc theo thé tich, sau d6 cac phan doan chira chat tinh khiét dugc loai kiét dung moi &
nhiét do 55°C, ap suét 0,4Pa dé thu dugc dan xuat axetyl cua catechin.
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Linh vye k§ thuit dwoc dé cip

Giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh diéu ché din xuit axetyl cta catechin che

xanh, cu thé 14 epicatechin (EC) va epigallocatechin (EGC).
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Ché xanh tir 1au d3 duoc biét dén véi nhidu tac dung tich cyuc dbi voi stc khoe
cua con ngudi, cung véi sy phat trién clia khoa hoc va céng nghé cac thanh phin hiru
ich trong ché xanh nhu cic hop chét catechin d4 va dang dugc nghién ciru ngdy mot
nhidu @& l1am sang t6 hon v& mit cAu tric cling nhu céc tac dung dugc ly va hoat tinh
sinh hoc cia ching. Tuy nhién, v6i hoat tinh chéng oxy héa qua manh khién céc

catechin ndy dé bj phan hty, 1am gi¢i han tac dung cua no.

Nghién ctru ctia Sandeep Vyas (Sandeep Vyas, Manu Shama, Pritam D Sharma,
Tej VSingh. Design, semisynthesis, evaluation O-acyl EGCG as antitumor agents. J
Agric Food Chem, 55 (15), pp 6319 — 6324, (2007)) chi ra ring EGCG duoc hép thu
yéu trong co thé chudt va ngudi do trang thai tw nhién khong bén trong méi trudng
trung tinh va kiém. Khi pH & trong rudt va chit dich do co thé tiét ra 13 trung tinh hodc
kiém nhe, hoat tinh sinh hoc ctia EGCG gidm r0 rét trong co thé séng.

Nghién ctru ctia Sano (Sano M, Suzuki M, Miyase T, et al. Novel anti-allergic
catechin derivatives isolated from oolong tea. J Agric Food Chem, 47 (5), 1906-1910,
(1999)) phat hién EGCG sau khi tién hanh metyl hoa thinh mot s6 din xuét, kha ning
st dung dugc ning cao 13 rét, hon nita trén mot sb phuong dién c6 hoat tinh con manh

hon EGCG, vi dy, din xuét metyl ciia catechin c¢6 hoat tinh chéng di ung cao hon.

Lanis-Piwowar (Lanis-Piwowar K R, Huo Congde, Chen Di, et al. A novel
prodrug of the green tea polyphenol (-)-Epigallocatechin-3-Gallate as a potential
anticancer agent. Cancer Research, 67(9), 4303-43 10,(2007)) chimg minh din xuft

axetyl ctia catechin c6 hoat tinh trc ché protein manh hon.

Moon Y H (Moon Y H, Lee J H, Ahn J S, et al. Synthesis, structure analyses, and
characterization of novel epigallocatechin gallate (EGCG) glycosides using the
glucansucrase from Leuconostoc mesenteroides B-1299CB]. J Agric Food Chem, 54(4),
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1230-1237, (2006)) ching minh dn xuét glycosyl clia catechin c6 hoat tinh chéng nau

héa (anti-browning) manh hon.

James Hadley Bridson (Derivatisation of polyphenols. Research commons at the
University of Waikato, trang 13, va dong 24-30 trang 33(2007)) thyc hién phan {mg
axetyl hoa catechin bing anhydrit axetic c6 st dung xuc tic pyridin, 1-metyl imidazol

14 nhiing héa chét doc hai.

Bibigul T.Utenova (Bibigul T.Utenova, Karl E.Malterud and Frode Rise.
Antioxidant activity of O-protected derivatives of EGCG inhibition of soybean and
rabbit 15-lipoxygenases. Issue in Honor of Prof-Berhanu Abegaz, AKIVOC, ix, 6-16,
(2007)) cling thyc hién phan tmg axetyl héa catechin bing anhydrit axetic c6 sir dung
chét xtic tic doc hai 1a N,N- dimetyl amino pyridin.

Ban chit ky thudt ciia gidi phap hitu ich

Muc dich cua gidi phép hitu ich 14 nhim dwa ra mét quy trinh diéu ché din xut
axetyl cta catechin, khién né trd nén bén vitng hon & diu kién thuong, lam kha nang
tmg dung ctia n6 duge ting 1én, ma khong phai sir dung cac héa chit doc hai nhu cac

phwong phép da biét néu trén.

Dé dat dwgc muc dich ndy, giai phép hitu ich dé xuét quy trinh axetyl hoa
catechin ché xanh dé tao ra cac dan xuét axetyl EC, axetyl EGC, béng cach thuc hién
phan ung axetyl hoa epi-catechin, epi-gallocatechin sit dung anhydrit axetic lam téc
nhén axetyl héa véi cac diéu kién phan tng don gian, d& thyc hién khong st dung
nhitng héa chit déc hai nhu nhu pyridin; N,N- dimetyl amino pyridin. Pay 13 vu diém
16n cua phan Gng nay.

Cu thé 13, quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm 2 budc:

Budc 1: Thyc hién phan Gng axetyl héa catechin ché xanh trong diéu kién nhiét
dd 0-5°C, tranh khong khi va 4nh sang.

Buéc 2: Tinh ché san phém trén sic ky cot nhanh, 14n mot véi hé dung méi la
CH;O0H/CHCl; gradien tlr 0% dén 10% metanol theo thé tich. Lin 2 bing hé dung moi
EtOAc/n-hecxan 20% dén 50% EtOAc theo thé tich.



2643
MG ta chi tiét giai phap hiru ich
Quy trinh diéu ché din xuét axetyl clia catechin ché xanh di tir nguyén liéu diu 1a
Epi-catechin (EC), Epi-gallocatechin (EGC), 1 cac hop chit dugc tach va tinh ché tir

polyphenol ché xanh st dung c6t sic ky (D 100mm xL 800mm) pha tinh 13 Sephadex
LH 20, pha dfng 1a etanol/nudc — 95 : 5 (v/v).

Cu thé, quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm cac budc:
Buoc 1: Thyce hién phdan vng axetyl héa cdc catechin EC va EGC

EC va EGC duogc axetyl héa biang anhydrit axetic (voi ty 18 catechin(mol)/
anhydrit axetic(mol) 1a 1:6) trong méi trudng lanh (0-5°C) 30 phiit va sau d6 dé & nhiét
d6 phong (20°C) 24 gid, tranh 4nh sang va khéng khi. Dich phan tmg dugc kiém tra
thudng xuyén bang phwong phap sic ky 16p méng cho dén khi cac catechin b axetyl

héa hoan toan.

San phim phan mg dugc chiét bing dung mdi etyl axetat va duoc rira lai nhidu 1in
béng nudc dn khi hét axit. Sau d6 duoc lam khan bﬁng Na,SO, khan. Loc thu dich va
loai kiét dung méi & nhiét d9 50°C, ap suit 0,4Pa, thu duoc san phém tho.

So db phan tmg dugc thé hién dudi day:

—_—
0-5°C, 24h

EGC S-acetyl EGC
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Budc 2: Tdach va tinh ché san phdm trén cét sac ky

San phim phan tmg dugc tach va tinh ché bing séc ky ¢t nhanh. Cot tach cao tir
100 - 200 mm; dudng kinh trong 10mm, dugc nhdi pha tinh séc ky 1a Silica gel. Sir
dung khi nén véi 4p luc tir 0,2 dn 0,3Pa dé ddy dung méi chay qua cot sic ky. Téc do
rira gidi tr 1 - 1,5 ml/phut.

Pha dong sic ky 1a CH;OH/CHCl, gradien tir 0 % dén 10 % metanol theo thé
tich. Céc phan doan chira cdc hop chét 3-axetyl EC, 4-axetyl EC, 5-axetyl EGC dugc ¢b
loai kiét dung mdi va tiép tuc duge tinh ché trén sic ky c6t nhanh béng hé dung moéi
EtOAc/n-hecxan 20% dén 50% EtOAc theo thé tich. Sau d6 c4c phan doan chita chit
tinh khiét duoc loai kiét dung méi & nhiét d6 55°C, ap suét 0,4Pa thu san phim.

Vi du thyc hién gidi phap hiru ich
Budc 1: Thuc hién phan g axetyl héa cdc catechin EC va EGC

Ly 2mmol (0,58g EC hoic 0,612g EGC) va 1,2ml (~12mmol) anhydrit axetic
vao binh phan @mg 10ml, nut kin lai. Siéu &m hdn hop trong nudc da 30 phat dé hdn
hop tan hoan toan. Sau d6 dé binh phan tmg trong bong t8i, qua trinh phan tng dwoc
theo ddi bang phuong phap phan tich sic ky 16p mong voi hé dung moi trién khai
CHCI; : CH30H (9:1; v:v), hién mau béng thubc hién Von’s. Phan ung két thuc sau 24
gio.

Chiét san phdm phan Gng 3 14n bing dung mdi etyl axetat, 16p dung mdi nay
duoc rira lai nhidu l4n béng nudc dén khi hét axit. Sau d6 duoc 1am khan béng Na,SO4
khan. Loc thu dich va loai ki¢t dung m6i & nhiét 46 50°C, ap sult 0,4Pa, thu duoc san
phim tho.

Buéc 2: Tach va tinh ché san phdm trén cét sdc ky

Céc san phim phan tmg dugc tach va tinh ché bing sic ky cot nhanh. Cot tach
cao tir 150mm; dudng kinh trong 10mm, dugc nhdi pha tinh sic ky 1a Silica gel. St
dung khi nén véi ap lyc tir 0,2 Pa & diy dung méi chay qua c6t sic ky. Téc do rira giai
tir 1 - 1,5 ml/phut.

+ Phén doan chita chit 4-axetyl EC dugc rira giai ra ¢ pha dong séc ky 1a
CH;0H/CHC]; gradien tir 0 % dén 5 % metanol theo thé tich. Sau d6 phan doan chét
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ndy dugc cb loai kiét dung méi va tinh ché lai véi hé pha dong n-hecxan/EtOAc - 2 : 1
(v/v). Phan doan chtra 4-axetyl EC tinh khiét duoc loai kiét dung méi & nhiét 6 55°C,
&p suét 0,4Pa . 4-axetyl EC thu duge & dang bot, mau tring.

+ Phén doan chira chit 3-axetyl EC duogc rira giai ra & pha dong sic ky la
CH;0H/CHCl; gradien tir 5 % dén 10 % metanol theo thé tich. Sau d6 phan doan chit
nay dugc c6 loai ki€t dung méi va dugc tinh ché lai v&i hé pha ddng n-hecxan/EtOAc -
1 : 1 (v/v). Phan doan chira 3-axetyl EC tinh khiét duoc loai kiét dung mdi & nhiét do
55°C, &p suét 0,4Pa. 3-axetyl EC thu dugc & dang bot, mau tring.

+ Phan doan chira chit 5-axetyl EGC duoc rira gidi ra & pha dong sic ky 1a
CH;0H/CHCI; gradien tir 0% dén 5% metanol theo thé tich. Sau d6 phén doan chét nay
duogc cb loai kiét dung méi va dugc tinh ché lai véi hé pha dong n-hecxan/EtOAc -2 : 1
(v/v). Phan doan chira 5-axetyl EGC tinh khiét duoc loai kiét dung moi & nhiét do 55°C,
&p suit 0,4Pa. 5-axetyl EGC thu duoc & dang bot, mau tring,

Hiéu qua dat dwoc cia gidi phap hitu ich

So véi céc quy trinh d3 biét, quy trinh didu ché din xuét axetyl ctia catechin che
xanh EC va EGC dugc thuc hién véi nhitng didu kién phan (g don gian, dé thuc hién.
Hoa chit str dung an toan, d& kiém. Khong sir dung nhing héa chat doc hai nhu pyridin,

N,N- dimetyl amino pyridin. P4y 13 wu diém 16n ctia phan tmg nay.

Céac chit sau khi tinh ché duoc ghi phé va xé4c dinh ciu tric trén co s& dit lidu
cta ESI-MS va NMR. Khing dinh phan tng axetyl héa d4 thyc hién thanh cong.

Nhém OH- C3 dugc bdo toan trong phin g axetyl héa EC va EGC & diéu kién
0-5°C, diu nay c6 thé anh hudng boi su che chin khong gian cua 2 vong benzen di lam
cho nhém OH- C3 duogc “bao boc” tdt hon trudc tic nhén axetyl nay, thém vao d6
nhém OH gén véi Csp® nén it chiu anh hudng truc tiép ciia hidu tmg lién hop véi vong
benzen, 1am gidm d9 linh dong.

Hoat tinh chéng oxy héa clia cic din xut ndy gidm di 5-10 l4n so véi cac
catechin ban ddu, nhung vin kh4 cao khién né trd nén bén viing hon trong nhimg diéu

kién thudng, 1am kha ning tng dung ctia né ting 1én.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh diéu ché din xuit axetyl ctia catechin ché xanh, bao gdm céc bude sau:

(i) thyc hién phan tmg axetyl héa catechin bing cach sir dung anhydrit axetic 13
tdc nhan axetyl héa véi ty 1é catechin (mol)/anhydrit axetic (mol) 14 1:6 & cac diéu kién
phan ng trong mdi truong lanh (0-5°C) trong 30 phit va sau d6 dé & nhiét do phong
(20°C) trong 24 gio, tranh 4nh sang va khong khi; va

(ii) tinh ché san phim thu dwgc & budc (i) bing sic ky cot nhanh: pha tinh 1a
silicagel, pha dong sic ky 14 CH;OH/CHCl; gradien tir 0% dén 10% metanol theo thé
tich, cac phan doan chira chit 3-axetyl catechin, 4-axetyl catechin, 5-axetyl catechin
duoc co loai kiét dung moi va tiép tuc dugc tinh ché trén sic ky cdt nhanh bﬁng hé¢ dung
mdi EtOAc/n-hecxan 20% dén 50% EtOAc theo thé tich, sau d6 cac phan doan chtra
chét tinh khiét duoc loai kiét dung méi ¢ nhiét do 55°C, ap suét 0,4Pa dé thu dugc dan

xuat axetyl cua catechin.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 catechin ndy 1a epicatechin (EC) hodc
epigallocatechin (EGC), va cac phin doan chira 3-axetyl EC, 4-axetyl EC, 5-axetyl
EGC duogc ¢o loai kiét dung méi trén sic ky cdt nhanh véi pha tinh 13 silicagel, pha
dong sic ky 1a CH;OH/CHC]; gradien tir 0% dén 10% metanol theo thé tich.





