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Linh virc k§ thuat dwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc héa hoc, cu thé 13 sang ché dé cap dén hop chét
anthraquinon méi 3-(2'-on-n-pentyl)-1,6,8-trihydroxy-9,10-anthraquinon (dwgc dat tén 1a
capillasterquinone A) c6 hoat tinh khang viém va phudng phap chiét hop chit nay tir loai
hué bién Capillaster multiradiatus.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Véi khoang 7000 loai di dugc ghi nhén, dong vt da gai 12 mot nganh lon nhét
trong sb céc dong vat bién khong xuong sdng va hiu hét ching 13 cac loai sinh vét ddy.
Céc loai dong vat da gai tdn tai & tAt ca cdc viing bién trén thé gi6i tir cic viing ven by
cho dén nhirng khu vire sau nhét va kich thudce ciia ching thay déi rét da dang. Hién nay,
cac loai dong vat da gai dugce chia thanh ndm 16p chinh 14 Hai sdm - Holothuroidea, Sao
bién - Asteroidea, Cau gai - Echinoidea, Hu¢ bién - Crinoidea va Pudi ran - Ophiuroidea.
Trong d6, cac loai hué bién thuong c6 kich thude nhé (trung binh tir 10-20 cm), dé v va
thuong c6 mau séc sdc s¥ vOi sy ¢6 mit cla cac 16p chét séc tb. Cac nghién ctru dd cong
b6 cho thdy, thanh phan héa hoc chi yéu clia cac loai hué bién 13 cac chit sic t6 quinon
(cht yéu 13 anthraquinon va naphthopyron), steroit, glycolipit, phosphoceramit va cac
din xuét 3,5-dibromotyrosin (theo tai liéu Kornprobst, Jean-Michel, Encyclopedia of
Marine Natural Products - Echinoderms. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
2014, pp. 1499-1599).

Tuy nhién, hién c6 rit it cac cong trinh khoa hoc nghién ctu vé& thanh phan hoa
hoc va hoat tinh sinh hoc cta cac loai hué bién thude gibng Capillaster duge cong bd
trén toan thé giéi. Nam 2010, hai hgp chét naphthopyron 1a TMC-256A1 (1) va 5,8-
dihydroxy-6-methoxy-2-propyl-4 H-naphtho[2,3-b]pyran-4-one (2) dugc phéan 1ap tir loai
hué bién Capillaster multiradiatus. Hai hop chét nay dugc dénh gid kha nang kim him
ABCG2 (mot protein mang dan thudc co vai trd trong qua trinh gay khang thudc). Tuy
nhién, chiing chi thé hién hoat tinh yéu [theo tai liéu Bokesch H R et al., Bioorg. Med.



29299

Chem. Lett., 2010, 20(13), 3848-3850]. Pén nam 2015, c4c cin chiét axeton, butanol,
cloroform, etyl axetat, metanol va nudc cia loai hu¢ bién Capillaster multiradiatus dugc
phat hién c6 biéu hién hoat tinh khang mot s& chung vi khuén gy bénh cho ngudi va cé
[theo tdi liéu Emmanuel Joshua Jebasingh S et al., Proc. Natl. Acad. Sci., India, Sect. B
Biol. Sci., 2015, 85(1), 271-276].
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Trong khudn khd hop phdn du 4n nghién ciru tim kiém cdc chét c6 kha ning
khang viém tir duge li¢u da gai & vung bién Trung Bo Viét Nam, nhom tac gia di di sau
nghién ciru thanh phan hoéa hoc va hoat tinh khdng viém cla loai hué bién Capillaster
multiradiatus thu tai ving bién Son Tra, Pa Ning vao thang 8 niam 2016 va phén 1ap
dwoc mot hop chit anthraquinon méi dwgc dit tén 13 capillasterquinone A. Pay 1a 1an
déu tién mot nghién ctru vé thanh phé‘tn hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua loai hué bién
ndy dugc thuc hién & Viét Nam. Hop chit capillasterquinone A theo sang ché ¢6 ciu truc
mach nhdnh ddc dao c6 do dai mach 1a 5 cacbon va mot nhém keton & vi tri C-2'. Theo
dit liéu tra ctru st dung Scifinder, hién chua c6 nhiéu cac hop chét anthraquinon cé cau
tric nhanh gin giéng v6i nhanh cua capillasterquinone A dugc cong bd. Hién mai chi co
duy nhit hop chét 3-(2'-hydroxy-n-pentyl)-1,6,8-trihydroxy-9,10-anthraquinon (3) ciing
¢6 céu tric nhanh chira 5 cacbon nhung c6 nhém OH & vi tri C-2' 14n dau tién dugc phét
hién tir loai hué bién Comanthus bennetti va dugc mo ta trong tai liu: Bartolini G L et
al., Tetrahedron, 1973, 29(22), 3699-3702. Sau d6, hop chét nay tiép tuc dugc phat hién
tir lodi sao bién Echinaster echinophorus ndm 1977 [Utkina N K and Maksimov O B,
Chem. Nat. Comp., 1977, 13(5), 528-531] va sao bién Echinaster brasiliensis nam 1993
[Torizzi M et al., J. Nat. Prod., 1993, 56(12), 2149-2162]. Tuy nhién, chua c6 sb liéu nao

vé hoat tinh sinh hoc cta hop chit nay dugc cong bd.
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Mot s& hop chét c¢6 cdu tric twong ty véi phén nhanh chta 3 cacbon nhu
rhodoptilometrin (4) va 1'-deoxyrhodoptilometrin (5) ciing dwgc cong b tir loai hué bién
Colobometra perspinosa [theo tai liéu Wright A D et al., Mar. Drugs, 2009, 7, 565-575]
va Comanthus sp. [theo tai liéu Witjen W et al., Arch. Toxicol., 2017, 91(3), 1485-1493].
Céc hop chét nay thé hién hoat tinh khang mot s6 dong té bao ung thu.

Trong linh vurc tim kiém céc chit khing viém, viéc tim kiém, sang loc va danh gi4
céc chit c¢6 kha ning e ché sy san sinh nitric oxit (NO) 1 buéc di déu tién vo cliing quan
trong. Viém dugc coi nhw mét co ché phong vé sinh ly chi yéu, gitip co thé tu bao vé
chéng lai nhi®m tring, bong, héa chét doc hai, chét gay di tmg hodc kich thich ddc hai
khéc. Viém khong kiém soat duoc c6 thé nhu mot yéu t6 ddn dén cac bénh man tinh.
Trong qué trinh viém, nhitng té bao viém (bach céu trung tinh, bach cdu 4i toan, thuc bao
don nhan va dai thuc bao) duoc kich hoat tiét ra mot luong 16n nitric oxit (NO),
prostaglandin E2 (PGE2) va céac xytokin tién viém nhu IL-1B, IL-6, TNF-a nhim tiéu
diét hodc trc ché sy tdng trudng cia vi sinh vat xdm nhap hodc mod ung thu. Cac tadc nhan
nhu LPS (lipopolysacarit), mdt thanh phén chinh ctia mang ngoai vi khuén Gram 4m, c6
thé kich hoat céc dai thuc bao tiét ra cac xytokin tién viém va chit trung gian gdy viém
nhu NO. Sy san sinh NO dugc didu khién boi nitric oxit synthaza (NOS), trong d6 bao
gdm nitric oxit synthaza cam tng (iNOS), nitric oxit synthaza ndi bao (eNOS) va nitric
oxit synthaza than kinh (nNOS). NO dugc sinh ra tir qua trinh chuyén hod L-Arginin
thanh L-citrulin, xtc tac chi yéu bgi iNOS. Tuy nhién viéc san sinh ra qué nhiéu hop
chit nay khong chi giy tén thuvong mo va té bao ma con 1a nguyén nhan quan trong gy
ra bénh thép khép va viém gan man tinh. Théng qua tre ché enzym téng hop NO (iNOS)
va COX-2, c4c thudc chdng viém ngin can san xudt NO tham gia vao dap ung viém.

Nhu véy, hop chit capillasterquinone A theo sang ché c6 cAu trac héa hoc doc dao va thé
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hién hoat tinh @rc ché manh sy san sinh NO & té bao RAW264.7. Phuong phap chiét hop
chét capillasterquinone A tir loai hué bién Capillaster multiradiatus dugc dé cap theo
séng ché d& thuc hién, dam bao d6 lap lai va cho hi¢u suét cao.

Ban chét ky thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché nhim gép phéan nghién ctru va phan 1ap céc hoat chét ¢6 hoat tinh
khang viém, tao tién dé quan trong trong viéc bao ché dugc phim gop phan phong va
didu tri bénh viém tir hoat chit phan 1ap dugc. Dé dat dugc muc dich nay, theo mot
phuong &n, sang ché d& xult hop chét anthraquinon dugc chiét tir loai hué bién

Capillaster multiradiatus c6 cdng thire (I):

OH O  OH

@)

Hop chét anthraquinon nay dugc dit tén 13 capillasterquinone A c6 hoat tinh
khang viém trén co s& (rc ché manh sy san sinh nitric oxit (NO) & té bao RAW264.7.

Sang ché ciing d& xuit phuong phap chiét hop chét anthraquinon tir loai hué bién
Capillaster multiradiatus. Phuong phép theo sang ché don gian, c6 do 6n dinh va hidu
suét cao.
MG ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché s& dwoc mo ta chi tiét voi cac vi du va cac phurong én thuc hién

cu thé, tuy nhién c4c vi dy va cac phwong 4n thyc hién nay chi nham lam rd ban chét cia

sang ché chtr khdng nhdm gii han pham vi yéu cau bao ho cia sang ché.

Loai hué bién Capillaster multiradiatus duge thu gom tai Son Tra, Pa Ning. Tén
khoa hoc dugc giam dinh tai Vién Tai nguyén va Mdi truong Bién. Loai hué bién sau khi
thu gom dugc tién hanh rira sach, séy kho, xay nhd, chiét, phén 14p va xéc dinh cu tric
héa hoc ctia cac hop chét theo cac phuong phdp mo ta duéi day: Sic ky 16p moéng (TLC)
dugc thuc hién trén ban mong trang sdn DC-Alufolien 60 Fas4 (Merck 1,05715), RP-18

Fas4s (Merck). Phat hién chét béng dén tir ngoai & hai bude séng 254 nm va 368 nm hoic
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dung thudc thir 12 dung dich H2SO04 10% dugc phun déu 1én ban méng, siy kho rdi ho
néng tir tir dén khi hién mau. Séc ky cot duge tién hanh véi chét hip phu 1a Silicagel pha
thuong va pha dao. Silica gel pha thuong c6 c& hat 1a 0,040-0,063 mm (240-430 mesh,
Merck). Silicagel pha ddo YMC*GEL (ODS-A, 12 nm S-150 pm, YMC Co., Ltd.). Sic
ky long trung 4p (MPLC) dugc thuc hi¢n trén may Biotage - Isolera One. Séc ky léng
hiéu néng cao didu ché (preparative HPLC) dugc thyc hién trén hé thdng may Agilent
1200 series. Phd cong hudng tir hat nhan (NMR) duoc do trén may AVANCE III HD
500. Phd khdi Iugng phén giai cao HR-QTOF-MS dugc do trén mdy Agilent 6530
Accurate-Mass spectrometer.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén hop chit anthraquinon dugc chiét tir

loai hué bién Capillaster multiradiatus c6 cong thic (I):

OH 0] OH

@

Hop chét nay duoc dit tén 1a capillasterquinone A va c6 danh phap héa hoc 1a 3-
(2"-on-n-pentyl)-1,6,8-trihydroxy-9,10-anthraquinon. Céc théng sb hoa 1y ctia hop chét
ndy la nhu sau:

Cong thirc phén tir: C19H160s;

Khéi lugng phén ti: M = 340;

Céc thong sb vat 1y:

+ Chét bot mau do;

+ Phd khéi luong phan giai cao HR-QTOF-MS tai m/z 341,0998 [M+H]" (tinh

toan ly thuyét cho cong thitc C1oHi706", 341,1014) va 363,0818 [M+Na]" (tinh

toan 1y thuyét cho cong thire CisH16NaOs*, 363,0839);

Theo mdt phuong 4n khic, sing ché d& cap dén phuong phép chiét hop chét

anthraquinon tir loai hué bién Capillaster multiradiatus bao gbm céac budc:
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(i) chiét xuét loai hué bién Capillaster multiradiatus bing cach chiét xuit loai hué bién
da dugc xay thanh bot bing rugu metylic theo ty 18 khdi lugng bt loai hug bién/thé tich
rugu metylic 12 1/2, chiét 3 14n trong diéu kién siéu am, mdi 1an chiét trong thoi gian 1
git & nhiét do trong phong thu dugc dich chiét;

(ii) thu dich nudc (CM-W) bing céch loc dich chiét thu duge & budc (i), cit quay loai bd
dung méi dudi ap sudt giam dé thu dugc dich co, hoa tan dich c6 véi nudc theo ty 1€ khéi
lugng dich cd/thé tich nude 1a 1/10, sau d6 chiét phan bd 16ng-1éng v6i dung mdi n-
hexan mot 1An véi ty 18 1/1 theo thé tich, 16p nuéc dugc tién hanh cit loai bd n-hexan
dudi ap sudt giam dé thu dugc dich nuéc, ky hi¢u 1a CM-W;

(iii) phan tach dé thu c4c phan doan bing cach chiét phan b CM-W bang diclometan ba
lan voi ty 1€ 1/1 theo thé tich, 16p diclometan dugc tién hanh cét loai bo dung mdi dudi
ap sudt giam thu duogc cin chiét, tiép theo phén tach cin chiét trén sic ky 1éng trung ap
(MPLC) str dung cdt nhdi silica gel, pha dong gradient n-hexan/axeton theo ty 1€ tir 50/1
dén 1/1 vé thé tich thu dugc bay phan doan ky hiéu tir CM-D1 dén CM-D7 tuong tng
Va1 cac nc‘mg do n-hexan/axeton theo ty 1¢ 50/1, 30/1, 20/1, 10/1, 5/1, 2/1, 1/1 vé thé tich;
(iv) thu cac phan doan nhoé bang cach phan l4p phan doan CM-D4 trén sic ky cot vai
chit hdp phu 1a silica gel pha dao, str dung hé dung méi rira giai MeOH/H,O theo ty 16
1/1 vé thé tich thu duge nim phan doan nhé hon duge ky hiéu 14n lugt 13 CM-D4A dén
CM-D4E;

(v) thu hop chét anthraquinon bing cach phan l4p phén doan CM-D4B trén séc ky cot
v6i chat hap phu 1a silica gel pha thuong va st dung hdn hop dung moi rira giai 1a n-
hexan/EtOAc vai ty 1€ vé thé tich 1a 5/1 thu duoc hai phin doan nhd hon dugc ky hiéu 1a
CM-D4B1 va CM-D4B2, tiép theo tinh ché phan doan CM-D4B1 trén hé théng séc ky
16ng hiéu ning cao didu ché (preparative HPLC), ¢t Cis, pha ddng axetonitril/nudc theo

ty 1& 60/40 thu dugc hop chit anthraquinon duéi dang chit bot mau do.

Vi du thye hién sang ché

Vi du 1: Chiét hop chét anthraquinon tir loai hué bién Capillaster multiradiatus

Mau khd hué bién Capillaster multiradiatus duoc xay nho thu bot, can 1,5kg bot va chiét

3 14n bing rugu metylic (3x3 lit) trong diéu kién siéu am, mdi 1in trong thoi gian 1 gio &
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nhiét do trong phong. Gop cac dich chiét trong rurgu metylic thu dugc, loc qua gidy loc
va cét quay loai bé dung moi dudi 4p suét giam @& thu dugc dich ¢6 trong rugu metylic,
ky hiéu 12 CM-M (100 g). Hoa tan dich ¢6 CM-M véi nudce cit (1 lit) rdi chiét phan bd
16ng-16ng v&i dung mdi n-hexan 1 14n vai ty 18 1/1 theo thé tich, 16p nuéc dugc tién hanh
cét loai bo n-hexan (con sét) dudi ap sudt giam dé thu duoc dich nude, ky higu 1a CM-W.
Dich CM-W duoc tiép tuc chiét phan bd bing diclometan ba ldn véi ty 1& 1/1 theo thé
tich, 16p diclometan dugc tién hanh ct loai bo dung moéi duéi ap sut giam dé thu dugc
cin chiét ky hiéu 1a CM-D (20 g); cin CM-D (20 g) duoc tién hanh phén tach trén séc ky
16ng trung 4p (MPLC) str dung c6t nhdi silica gel (Biotage® KP-SIL 120 g), pha dong
gradient n-hexan/axeton theo ty 1& 50/1 dén 1/1 vé thé tich thu duoc bay phan doan ky
hiéu tir CM-D1 dén CM-D7 teong Ung vdi cac néng do n-hexan/axeton theo ty 1¢ 50/1,
30/1, 20/1, 10/1, 5/1, 2/1, 1/1 vé thé tich. Phan doan CM-D4 (1,5 g) duoc tiép ﬁ_lC tién
hanh phan l4p trén sic ky ¢t (® 2,5 cm, L 80 cm) véi chét hép phu 1a silica gel pha dao,
sir dung hé dung mdi rira gidi MeOH/H>0 ty 1€ 1/1 vé thé tich thu dugc nam phan doan
nho hon dugc ky hidu 1an lugt 1a CM-D4A dén CM-D4E. Phan doan CM-D4B (55 mg)
dugc tiép tuc tién hanh phén 1ap trén séc ky cdt voi chat hip phu 14 silica gel pha thuong
va st dung hdn hop dung mai rira giai 1a n-hexan/EtOAc véi ty 18 vé thé tich 1a 5/1 thu
dugc hai phidn doan nhé hon dugc ky hiéu 1a CM-D4B1 (27 mg) va CM-D4B2 (25 mg).
Phan doan CM-D4B1 (27 mg) duge tinh ché trén hé thdng sic ky 1éng hiéu ning cao
didu ché (preparative HPLC) Agilent 1200 series sit dung cdt Cosmosil SC18-MS-II
column, 250x4,6 mm, 5 pum, pha dong axetonitril/H,O 60/40, tc do dong 0,6 ml/phut
thu duge 11 mg hop chét capillasterquinone A dudi dang chét bot mau do.

Hop chit 3-(2'-on-n-pentyl)-1,6,8-trihydroxy-9,10-anthraquinon

(capillasterquinone A) thu dugc cé cong thic (I):
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Céc thong sb hod 1y ctia hop chét ndy 14 nhu sau:

Cong thtrc phén tir: C19H160e;

Khéi lwgng phan tir: M = 340;

Céc thong sb vat 1y:

+ Chét bot mau do;

+ Phé khéi lugng phén gidi cao HR-QTOF-MS tai m/z 341,0998 [M+H]" (tinh
toan 1y thuyét cho cong thirc C1oH1706", 341,1014) va 363,0818 [M+Na]* (tinh toan ly
thuyét cho cong thirc C1sH16NaOs", 363,0839);

+ Phé cong huodng tir hat nhan duge dua ra trong Bang 1.

Bang 1. S6 lidu phd 'H-NMR va 3C-NMR ctia hop chét capillasterquinone A c6 cong

thirc (1),
C §ca O™ HMBC (H — C)
dang tin hiéu (/= Hz)
1 161.1 i
2 125 717 brs I
3 144,71 i
4 121,0 751brs 2,92, 10, 1’
1a 132.7 i
5 100.6 710 br s 6.7. 8a. 10
6 166.1 i
7 107.9 6.54 br s 6.3
3 164.6 i
8 108.5 i
9 180.1 i
% 1142 )
10 181.6 i
10 135.1 )
T 483 3,965 2,3.4,2
2% 206.7 i
3 3.9 2.541(7.5) >
T 16,5 1.52m >
5 13.5 0,86 (7.5) 3.4

“Po trong DMSO-ds, 125 MHz, °500 MHz.
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Vi du 2: Thir nghiém tdc dung khang viém cua hop chét capillasterquinone A

Hop chét capillasterquinone A dugc ddnh gia kha ning khéng viém dya trén su trc
ché san sinh nitric oxit (NO) trén dong té bao RAW264.7 theo phuong phép cua Dirsch
(Dirsch V M et al., Planta Medica, 1998, 64, 423-426) cu thé nhu sau:

Chuén bi mau: Hop chét capillasterquinone A dugc pha thanh dung dich gbc v6i
ndng d6 100 mM trong DMSO, sau d6 pha lodng & cac ndng d6 khac nhau.

Nguyén ly: Gbc tw do *NO duoc san sinh & nhidu loai té bao khac nhau. Dang
*NO cam tng cb mit & cac t& bao nhu dai thuc bao, nguyén bao s¢i, hay t& bao gan
thuong duge san sinh voi luong 16n khi xudt hién céc dap tmg viém.

Mot phuong phép duge sir dung dé xac dinh gian tiép *NO 1a do mau cac thanh
phan san phim cla né (nitrat va nitrit). Phan (ng nay doi hoi ring nitrat (NOs") dau tién
dugc giam thanh nitrit (NO2"), do tdc dong cua nitrat reductaza.

NO;y- Nitrat reductaza NOy

Nitrit duge phét hién va phén tich bing cach hinh thanh mot mau hong d6 khi

méu thir c6 chira NOy” v6i thude thir Griess.

HN
//s
A0\
0 N
HZN\S// HZN\S//O O /\/NHZ §N ‘
N
d . d !
+NOy —— /\/NHz
NH; No* NNED N

Y H
Dang sulphonamit Mau hong

Khi thém axit sulphanilic, nitrit tao thanh mudi diazonium, sau d6 cac thudc
nhudm azo (N-alpha-naphthyl-ethylenediamin) dugc thém vao dé tao thanh mau hong.

Céc budc tién hanh: Té bao RAW264.7 dugce nudi cdy 48 gid trong moi trudong
DMEM ¢ 37°C, 5% CO; vé6i 10% FBS, penixilin (100 U/mL) va streptomyxin sulphat
(100 pg/mL). Sau d6 chung dugc nudi cdy trong giéng phién 96 voi thé tich 1a 200 pl,
mat d¢ 2,5 x 10° té bao/giéng. Té bao duge kich thich v6i 0,1 mg/mL LPS trong 24 gio

dudi sy c6 mit cia cac hop chat thtr & nhiéu ndng do khac nhau, duoc pha sén trong
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DMSO. Dich ndi ctia té bao phan ting véi thudc thir Griess. NaNO, & cac ndng do khac
nhau (5, 10, 20, 40, 80, 160 pg/mL) duge st dung dé x4y dung dudong chuin. D6 hép thy
duoc do ¢ 570 nm.

Tinh gia tri ICso: Ndong do wrc ché 50% (ICso) duoc xay dung trén 5 nong do thir
nghiém 1a 1, 3, 10, 30 va 100 pM. Gia tri ICso dugc x4c dinh theo phwong phéap hdi quy
khéng tuyén tinh trén phdn mém Graphpad Prism 6.0.

Két qua: Két qua sang loc so bd cho thdy, & ndng do 100 uM, hop chét
capillasterquinone A trc ché 87,92 + 1,37 % su san sinh nitric oxit (NO) trén dong té bao
RAW264.7. Két qua danh gi4 tiép theo cho thdy, hop chit nay c¢6 bidu hién hoat tinh
khéng viém manh véi gia tri ndng do trc ché 50% (ICso) 1a 5,89 + 0,11 uM, gin twong
duong véi chat ddi chimg duong duge sir dung la cardamonin (ICso = 2,59 + 0,18 uM).
Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Hop chit anthraquinon méi capillasterquinone A dugc chiét tir loai hué bién
Capillaster multiradiatus thu & ving bién Son Tra, Pa Néng ¢ hoat tinh khéng viém
trén co s& e ché manh sy san sinh nitric oxit (NO) & t& bao RAW264.7, va phuong phép
chiét hop chét nay don gian va c6 d6 6n dinh cao. Sang ché nay tao co s& khoa hoc cho
céc nghién ctru tng dung tiép theo nhim tao ra cac dugc phim c6 tac dung khéang viém
tur nguén duoc lidu bién quy va san co trong nudc, cu thé 1a loai hué bién Capillaster

multiradiatus phan b6 rong rai va co trir lugng doi dao & viing bién Trung Bo Viét Nam.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chéit anthraquinon dugc chiét tir loai hué bién Capillaster multiradiatus c6 cOng

thie (I):

@

2. Phuong phap chiét hop chét anthraquinon c6 cong thirc (I) tir loai hué bién Capillaster
multiradiatus bao gém cac budc:

(i) chiét xut loai hué bién Capillaster multiradiatus bing cach chiét xut loai hué bién
d4 duoc xay thanh bdt bing rugu metylic theo ty 18 khéi lrong bot loai hué bién/thé tich
rugu metylic 13 1/2, chiét 3 14n trong didu kién siéu 4m, m&i l4n chiét trong thoi gian 1
gid & nhiét @6 trong phong thu dugc dich chiét;

(ii) thu dich nuéc (CM-W) bing céach loc dich chiét thu dwoc & bude (i), cit quay loai bd
dung mo6i dudi ap suét giam dé thu duoc dich cd, hoa tan dich ¢b v6i nude theo ty 1€ khéi
lugng dich c6/thé tich nudc 1a 1/10, sau d6 chiét phan bd 1ong-1ong véi dung moéi n-
hexan mdt 1an véi ty 18 1/1 theo thé tich, 16p nuSe duoc tién hanh cit loai bd n-hexan
dudi 4p sudt giam dé thu dwoc dich nuéce, ky hiéu 13 CM-W;

(iii) phan tach d thu cdc phan doan bing cach chiét phan bd CM-W bing diclometan ba
lan véi ty 18 1/1 theo thé tich, 16p diclometan dugc tién hanh cét loai bo dung méi dudi
ap suat giam thu dugc cin chiét, tiép theo phan tich cin chiét trén sic ky long trung ap
(MPLC) str dung cdt nhdi silica gel, pha dong gradient #-hexan/axeton theo ty 18 tir 50/1
dén 1/1 vé thé tich thu dugc bay phan doan ky hidu tir CM-D1 dén CM-D7 twong tmg
v6i céc ndng d6 n-hexan/axeton theo ty 18 50/1, 30/1, 20/1, 10/1, 5/1, 2/1, 1/1 v& thé tich;
(iv) thu cac phan doan nho bing cach phén lap phan doan CM-D4 trén sic ky cot véi
chit hip phu 12 silica gel pha dao, st dung hé dung méi rira giai MeOH/H,O theo ty 1€
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1/1 v& thé tich thu dugc ndm phan doan nhé hon dugc ky hiéu 1an luot 1a CM-D4A dén
CM-D4E; va

(v) thu hop chat anthraquinon bang cach phan 1ap phin doan CM-D4B trén sic ky cot
v6i chit hap phu 14 silica gel pha thudong va sir dung hdn hop dung méi rira giai 13 »-
hexan/EtOAc véi ty 1& vé thé tich 13 5/1 thu dugc hai phan doan nhé hon dugc ky hiéu 14
CM-D4B1 va CM-D4B2, tiép theo tinh ché phan doan CM-D4B1 trén hé thdng séc ky
16ng hiéu ning cao diéu ché (preparative HPLC), c6t C 5 pha dong axetonitril/nuéc theo

ty 1€ 60/40 thu dugc hop chét anthraquinon duéi dang chat bot mau do.
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