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(54) QUY TRINH CHIET XUAT VA TINH CHE HGP CHAT (3R)-2'4'5,7-
TETRAHYDROXY-6-METYLISOFLAVANON TU CAY HAN THE DESMODIUM
HETEROPHYLLUM

(57) Giai phéap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuat va tinh ché hop chat (3R)-2',4',5,7-
tetrahydroxy-6-metylisoflavanon tir cdy han the Desmodium heterophyllum Viét Nam c6
cong thirc (I). Hop chét co cong thirc (I) theo giai phap hiru ich c6 tac dung uc ché men
alpha-glucosidaza lién quan dén qua trinh chuyén hod va hap thu glucoza vao co thé. Do
vay hop chat (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon theo giai phap hitu ich c6 thé
duoc dung dé bao ché dugce pham c6 tac dung phong ngira va hd tro diéu tri bénh dai thao

duong typ 2.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cip

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuét va tinh ché hop chat (3R)-
2'.4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon tir cdy han the Desmodium heterophyllum
(Wild.) DC.. Hop chét nay c6 tac dung tc ché men alpha-glucosidaza c6 thé duoc
dung trong hd trg, phong ngira va didu tri bénh dai thao duong typ 2.

Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Chi théc 1ép hay trang qua (Desmodium Desv.) la mot chi 16n trong ho Dau
(Fabaceae), gdbm khoang 350 loai, thuong duge dung lam thirc an va thudc chita bénh.
Trong d6, khoang 30 loai da dugc nghi€n ctru vé thanh phﬁn héa hoc va tac dung dugce
ly. Khoang hon hai trdm hop chit da dugc phan lap tir 15 loai thudc chi Desmodium.
Nhém chét chinh c6 mit trong cac lodi Desmodium dugce xac dinh la flavonoit va
alkaloit, ngoai ra con c6 cac I6p chit khac nhu terpenoit, steroit, phenol,
phenylpropanoit, glycosit va tinh du. Céc cao chiét ciing nhu nhitng thanh phan héa
hoc chinh trong mét sb loai Desmodium d& dugc nghién ciru ching minh c6 tac dung
khang viém, gy doc té bao, khang khuén, chéng tiéu duong, v.v., (Xuegin Ma va
cong su. Review The genus Desmodium (Fabaceae)-traditional uses in Chinese
medicine, phytochemistry and pharmacology. Journal of Ethnopharmacology, 138
(2011), 314 — 332). Flavonoit va alkaloit 1a nhitng 16p chét 16n trong ty nhién, khong
nhitng phong phti vé& c4u triic héa hoc ma con sé hitu da dang nhiéu hoat tinh sinh hoc
quy bau. Mot s6 hoat tinh rit c6 gia tri clia 16p chat flavonoit c6 thé ké dén 1a: khang
nim, khéng khuén, khang viém, giam dau, tc ché khéi u, chéng ung thu, bao vé gan,
bao vé thanh mach, chéng oxi hoa, chéng tiéu duong, chéng cao huyét p, ha duong
huyét, v.v., (A. N. Panche va cong su. Flavonoids: an overview. Journal of Nutritional
Science, 5 (2016), 1-15). Trong khi do, 16p chét alkaloit c6 nhiéu tic dung 1én hé thin
kinh (kich thich hozic trc ché hé than kinh trung wong, hé giao cam, pho giao cam, gay
t8), tim mach, h6 hép va tic dung ha huyét 4p, chéng ung thu, diét khun, diét ky sinh
trung, v.v., (T.P. Tim Cushnie va cOng su. Review Alkaloids: An overview of their

antibacterial, antibiotic-enhancing and antivirulence activities. International Journal
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of Antimicrobial Agents, 44 (2014), 377-386). Nhiéu hop chét da duoc nghién ciru ki
ludng va st dung rong rdi lam thubc chita bénh. Nho sy phong pha vé hoat tinh 13n
chu trac héa hoc ma hai 16p chit nay van ludn thu hut dugc sy quan tAm cla céc nha
khoa hoc nhim tim kiém chit méi va nhitng chit chira hoat tinh sinh hoc tbt, co thé

ung dung trong y duogc.

O Viét Nam, chi théc 1ép c6 29 loai, c4c loai trong chi nay chil yéu c6 dang than
¢6 hodc cdy bui nho, phan canh nhidu, chidu cao 10-150 cm. Cac loai trong chi thoc
1ép co thé moc trén nhiéu loai d4t khac nhau nhu d4t sét, da voi, dAt d6 bazan, bai cat
ven bién va dt phi sa. Phin 16n c4c loai thudc chi Thoc 1ép c6 phan bb rong, thuong
moc & ven dudng, cic bii dit hoang, bai cat ven bién, trang c6 va cdy bui, d6i khi c6
trong cac ring thuong xanh, rung thong, voi do cao téi 2000 m. Kim tién thao (D.
styracifolium (Osbeck) Merr.) 1a mot loai moc khé phd bién trong chi Desmodium, da
duoc nghién ctru, thtr nghiém thanh céng va dugc tng dung rong rai dé diéu tri ha
huyét ap, lam giam kich thudc va tan céc loai séi than, s6i bang quang, v.v., (Vi Van
Dién va cong su. Thim do mot sb tac dung duge 1y cia Kim Tién Thao Desmodium
styracifolium (osb) Merr. TC Dugc hoc, 4 (1997), 16-18). Cac két qua da dat dugc tu
loai kim tién thao cho théy tiém nang khai thac va sir dung céc loai thuc vat moc phé
bién noi chung va céc loai trong chi Desmodium ndi riéng nhdm phuc vu doi séng kinh
té x4 hoi.

Han the c6 tén khoa hoc 1a Desmodium heterophyllum (Wild.) DC., thudc ho
D4u (Fabaceae). Han the 1a cay bui thép, moc bo sat dét, phén canh tur géc. L4 moc so
le, thudng c6 ba 14 chét, cac 14 gan gbc thudong chi c6 mot 14 chét; 14 chét hinh trai
X0an nguoc, géc tu, chop cut 16m, mat trén xanh sam, mat dudi nhat mau cé 1ong.
Cum hoa rét ngén moc & nach 1a, gém it hoa, khong cuéng, mau tim héng. Qua nhd,
thudn, c6 4 — 5 ngan, mdi ngidn chta mdt hat. Theo Dong y (Y hoc cd truyén Tué
Tinh), 14 han the c6 vi hoi chua chat, tinh mat. Trong nhan dén, cay han the dugc st
dung dé chita sdt nong, ho cé dom, ti€u sung, ti€u viém, cAm mau. Dung ngoai gid nat
dép vét thuong, chita 1& loét, mun mu, budu. Thuong dung chita cdc ching 1du ra mau,
dai budt, bi tiéu do co thé bi nhiét qu4, dung giai nhiét, chita sét va ho kho khe, dau da
day, viém loét hanh ta trang. Han the la cdy moc hoang dai & céc bii cd, ven bod rudng

& khip nudc ta. Trén thé gi6i con thdy moc hoang & nhidu nudc nhiét déi khu vuc
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Dong Nam A. Nhan dan ding toan cay twoi hay sdy kho, thu hai quanh nim (D3 Tt
Loi. Nhitng cdy thudc va vi thube Viét Nam. Nha xuét ban Y hoc (2004), 151).

Mic du 1a vi thubc nam kha phd bién va c6 nhiéu tac dung chita bénh nhung
nhitng nghién ctru vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc cta cdy han the con
kha ngheo nan. Trén thé gigi hau nhu chua thiy bat ki cong bb nao vé cay nay. O Viét
Nam méi chi ¢6 1 coéng trinh nghién ctru trong khudn khd luan van Thac si tai truong
Pai hoc Thai nguyén. Trong nghién ctru ndy tac gia da phén lap va xéac dinh cu trtic
héa hoc ctia 4 hop chét phd bién 13 stigmast-5,22-dien-24R-3-ol; stigmasterol-3-O-j-
D-glucopyranozyl; S-sitosterol-3-O-B-D-glucopyranosit va vitexin (Nghiém Thi
Huong, Nghién ctru thanh phin hoa hoc c6 trong cly han the (Desmodium
heterophyllum) ho Cénh buém (Papilionaceae), Ludn vén Thac si, Pai hoc Thai
Nguyén (2009)). Do d6 viéc nghién ciru sdu hon vé thanh phan héa hoc ciing nhu hoat
tinh sinh hoc ctia cdy han the (Desmodium heterophyllum) 1a rat cAn thiét, nhim muc
dich 1am sang viéc st dung cdy han the trong céc bai thubc dan gian, tim kiém chit
méi c6 hoat tinh tt, dé tir d6 ching ta c6 thé sir dung cdy han the trong diéu tri bénh
mot cach hiéu qua hon.

Ban chit k§ thuét ciia giai phap hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich 1a d& cap dén quy trinh chiét xuét va tinh ché
hop chét (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon c¢6 cong thirc céu tao (I) tir
cdy han the Desmodium heterophyllum (Wild.) DC.:

H
O O OH

OH O
OH

@
Cu thé, quy trinh nay bao gdm cac budc:

(i)  thu gom cdy han the Desmodium heterophyllum, sau d6 rua sach bing nudce roi
hong khd trong bong rdm & nhiét do tir 25 — 30°C trong 140 gid, sau d6 xay thanh bot

nho;
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(i)  ngAm chibt bot thu dugc & bude (i) bing dung moi hitu co theo ty 18 2 lit/1 kg
mau, tién hanh tir 1 dén 5 14n, mdi 14n trong khoang thoi gian tr 1 dén 48 gio & nhiét
d6 nam trong khoang tir 20°C dén 60°C, dé thu dugc dich chiét, trong d6 dung mdi hitu
co duoc st dung dugc chon tir nhém bao gém metanol, etanol va axeton, sau d6 gom

cac dich chiét dung moi hitu co tir cac lan ngam chiét thu duoc dich chiét A;

(iii) co quay dich chiét A thu dugc & budc (ii) d8 loai dung moi dudi ap suit giam

thu duoc cao chiét 1;

(iv)  hoa tan cao chiét 1 vao nudc theo ty 1¢ 4,5 lit nuéc/1 kg cao tao thanh dich cao-
nudce, sau d6 chiét phan bd bang dung mdi hitu co c6 dd phan cuc thap, khong tan
hodc it tan trong nudce theo ty 1€ 1,5 lit dung moi/2 lit dich cao-nudec, tir 1 dén 5 lan,
trong d6 dung méi hiru co ¢6 d6 phan cuc thip duge chon tir nhém bao gdm ete dau
hoa, n-hexan, xdng cdng nghiép va dietyl ete, sau do6 tach loai 16p dich dung moi hitu

co nam bén trén thu dugc phan dich nude B nam bén dudi;

(v)  chiét phan b phan dich nuéc B thu dugc & bude (iv) bing etyl axetat theo ty 18
theo ty 1€ 1,5 lit dung m6i/2 lit dich nudce B tir 1 dén 5 14n, tiép d6 tach va thu gom 16p
dich chiét etyl axetat ndm bén trén, sau d6 co quay loai dung méi duéi 4p sudt giam

thu dugc cao chiét etyl axetat (cao chiét 2);

(vi)  tach phan doan cao chiét 2 thu dugc & budc (v) trén cot sdc ky v6i chét hip phu
silica gel pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/chit hip phu bang 1/10
theo khdi luong) va dung moi giai hdp 1a hé clorofom-metanol & cic ty Ié
clorofom/metanol 14n lwot 12 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu
gom phan doan giai hip tir hé dung méi ty 18 clorofom/metanol 12 20/1 (phan doan ky

hidu E2), tiép theo c6 quay loai dung méi dudi 4p suét giam thu dugc cao chiét 3;

(vii) tach cao chiét 3 thu dwoc ¢ budc (vi) bang sic ky cot v6i chat hip phu 14 silica
gel pha thuong, hé dung mai rira giai la n-hexan-axeton vdi ty 1€ n-hexan/axeton 1a 3/1
theo thé tich, trong d6 cac dich giai hip ra duoc chim kiém tra trén séc ky 16p mdng
pha thudng, sau d6 gom nhitng dich giai hép c6 sic ky dd giéng nhau thu dugc 3 phéan
doan 1an luot 1A E2.1, E2.2 va E2.3;

(viii) ¢b quay phan doan E2.2 thu dugc & budc (vii) dé loai dung moi dudi 4p suét

giam thu dugc cao chiét 4;
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(ix) phén tich cao chiét 4 thu dwoc & budc (viii) bang sic ky cot véi chat hap phu la
silica gel pha thuong c6 hé dung moi rira giai 1a clorofom-metanol véi ty 1€
clorofom/metanol 1 15/1 theo thé tich, trong d6 cac dich giai hép ra dugc chdm kiém
tra trén sic ky 16p mong pha thuong, tiép theo gom nhiing dich giai hép c6 séc ky dod
gidéng nhau thu duge 3 phan doan E2.2.1, E2.2.2 va E2.2.3

(x)  ¢0 quay phan doan E2.2.2 dé loai dung moi duéi ap suit giam thu duge cao
chiét 5;

(xi) tinh ché cao chiét 5 thu dugc & budc (x) bing sic ky cdt véi chét hip phu silica
gel pha ddo C18, sau d6 rira gidi bing hé dung moi metanol-nude véi ty 1€
metanol/nudc 13 2/1 theo thé tich, thu dugc hop chit c¢6 cong thuc (I) dudi dang chét

ran mau vang nhat.

Hop chit (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon (I) theo gidi phap hitu
ich thé hién hoat tinh &rc ché men alpha-glucosidaza 1a co s& dé nghién ciru phat trién
cac duge phidm méi c6 tac dung phong ngira va diéu tri bénh dai thdo duong typ 2.
Hop chét (I) dugc phén 14p tir dich chiét chira nuéc hodc dich chiét dung méi hitu co
ctia han the. Dung moi hitu co dugc st dung bao gdm, nhung khong chi giéi han 0,
metanol, etanol va axeton. Trong ) chung, metanol 1a dugc uu tién.

M3 ta chi tiét gidi phap hiru ich

L4y mau kho cdy han the xay nhd va tién hanh chiét bang nudc hoic dung moi
hitu co theo phuong phéap duge md ta dudi day. Cac phuong phap sic ky dé str dung
cho phuong phép theo giai phap hitu ich bao gdm phuong phap sic ky 16p méng dugc
thuc hién trén ban moéng trang san DC-Alufolien 60 F254 va RP18 F254 (Merck-Dtc),
trong d6 cac vét chit dwoc phat hién bing dén tir ngoai & hai budc song 1a 254 va 368
nm hoidc ding thudc thir 1a dung dich H,SO,4 10% phun du 1én ban mong 1di siy &
nhiét d6 cao cho dén khi hién mau; va phuong phép séc ky cot duge tién hanh véi chét
hép phu silica gel pha thudng hoic pha ddo C18. Cac dung méi hitu co sir dung bao
g@)m, nhung khong chi gigi han &, metanol, etanol, clorofom, axeton, n-hexan. Dé xac
dinh cAu truc ciia hop chét thu duoc, cAc tac gia giai phap hitu ich st dung cac phuong
phap phd bao gdm phd cong huéng tir nhan ("H- NMR va ®C-NMR) duoc do trén
may Bruker AM500 FT-NMR Spectrometer, phé khéi phan giai cao HR-ESI-MS trén
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may Waters Q-TOF micromass spectrometer Waters Q-TOF micromass spectrometer,

phd ludng sic tron CD trén may JASCO J-1100 spectropolarimeter.

Cu thé, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuét va tinh ché hop chét
(3R)-2'.4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon ~ tir cdy han the Desmodium

heterophyllum bao gdm céc bude:

(i) thu gom cdy han the Desmodium heterophyllum, sau d6 rira sach bang nuéce
rdi hong kho trong bong ram ¢ nhiét do tir 25 — 30°C trong 140 gid, sau do6 xay thanh
bot nho;

(i) ngam chiét bot thu dugc & bude (i) bing dung méi hitu co theo ty 18 2 lit/1 kg
mau, tién hanh tir 1 dén 5 14n, mdi 14n trong khoang thoi gian tir 1 dén 48 gid & nhiét
d6 nim trong khoang tir 20°C dén 60°C, dé thu dwgc dich chiét, trong d6 dung moi hitu
co duge st dung duge chon tir nhém bao gém metanol, etanol va axeton, sau d6 gom

cac dich chiét dung mdi hitu co tir cac l4n ngam chiét thu duoc dich chiét A;

(iii) c6 quay dich chiét A thu duge & bude (ii) dé loai dung moi dudi ap sut giam

thu duoc cao chiét 1;

(iv) hoa tan cao chiét 1 vao nuéc theo ty 1€ 4,5 lit nude/1 kg cao, sau do chiét phan
bb bing dung mdi hitu co c6 dd phén cuc thip, khong tan hodc it tan trong nudc theo
ty 1& 1,5 lit dung mdi/2 lit dich cao-nudc, tir 1 dén 5 1an, trong d6 dung moi hitu co c6
do phan cuc thép duoc chon tir nhém bao gé)m ete diu hoa, n-hexan, xing cong nghiép
va dietyl ete, sau d6 tach loai 16p dich dung mdi hiru co nim bén trén thu dugc phan

dich nuéc B nam bén dudi;

(v) chiét phan b6 phan dich nuéc B thu dugc & budc (iv) bang etyl axetat theo ty
1¢ theo ty 1& 1,5 lit dung m6i/2 lit dich cao-nudc tir 1 dén 5 1an, tiép do tach va thu
gom l6p dich chiét etyl axetat nim bén trén, sau d6 co quay loai dung mdi dudi ap suét

giam thu dugc cao chiét etyl axetat (cao chiét 2);

(vi) tach phan doan cao chiét 2 thu dugc & bude (v) trén cot sic ky véi chét hép
phu silica gel pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/chét hap phu bang 1/10
theo khdi lwong) va dung mdi giai hap 1a hé clorofom-metanol & céc ty 1& 100/1, 20/1,

5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu gom phan doan giai hép tir hé dung moi ty
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1¢ 20/1 (phan doan ky hiéu E2), tiép theo cd quay loai dung mdi dudi ap sudt giam thu

dugc cao chiét 3;

(vii) tich cao chiét 3 thu dugc & buéc (vi) bing sic ky cot véi chét hip phu la
silica gel pha thuong, hé dung moi rira gidi 13 n-hexan-axeton ty 1€ 3:1 theo thé tich,
trong d6 cac dich giai hép ra dugc chim kiém tra trén sic ky 16p mong pha thuong,
sau d6 gom nhiing dich giai hép ¢6 sic ky dd giéng nhau thu dwoc 3 phan doan lan
lugt 1a E2.1, E2.2, E2.3;

(viii)c6 quay phan doan E2.2 thu dugc ¢ budce (vii) dé loai dung moi duéi ap suét

giam thu dugc cao chiét 4;

(ix) phan tach cao chiét 4 thu duoc & budc (viii) bang sic ky cot voi chét hip phu
14 silica gel pha thudng ¢6 hé dung moéi rira gii 14 clorofom-metanol ty 1¢ 15:1 theo
thé tich, trong do cac dich giai hép ra dugc chim kiém tra trén sac ky 16p mong pha
thuong, tiép theo gom nhimg dich giai hép ¢6 sdc ky dd gidng nhau thu dugc 3 phén
doan E2.2.1,E2.2.2, E2.2.3;

(x) c6 quay phan doan E2.2.2 dé loai dung moi duédi ap sudt giam thu dugc cao
chiét 5;

(xi) tinh ché cao chiét 5 thu duge & budce () bing sic ky cot v6i chat hép phu
silica gel pha dao Cyg, sau do rira giai bing hé dung mdi metanol-nude ty 18 2:1 theo
thé tich, thu dugc hop chit (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-mety1isoﬂavanon c6 cong

thire (I) duédi dang chét rén mau vang nhat.

Hop chit c6 cong thire (I) theo giai phap hitu ich co tén khoa hoc theo IUPAC

1a (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon c6 cong thirc cAu tao sau:

@

Hop chét ndy c6 cac thong s6 ho4 1y nhu sau:

-8
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- Chét rin mau vang nhat;
- Cong thirc phén tr 1a C16H140s;
- Do quay cuc [OL]D24 =-7,5(c0,1, MeOH);

- Phd ludng sic tron CD (c 0,5 mg/ml, MeOH): Amax(Ag) nm 220 (+9,30), 292
(+1,59), 310 (+1,17);

- Phd khéi phan giai cao HR-ESI-MS m/z: 303,0856 [M + H];

_ Phd 'HNMR (500 MHz, CD;OD): § (ppm) 6,84 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-6"), 6,34
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-3"), 6,27 (1H, dd, J = 2,0, 8,0 Hz, H-5), 5,93 (1H, s,
H-8), 4,52 (1H, dd, J= 10,5, 11,0 Hz, Ha-2), 4,36 (1H, dd, J= 5,5, 11,0 Hz,
Hb-2), 4,18 (1H, dd, J =5,5, 10,5 Hz, H-3), 1,97 (3H, 5, Me-6);

- Phd 13C NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm) 199,5 (C-4), 165,8 (C-7), 162,9
(C-5), 162,6 (C-9), 159,1 (C-4", 157,6 (C-2'), 1318 (C-6), 1142 (C-1),
107,7 (C-5"), 105,2 (C-6), 103,7 (C-10), 103,6 (C-3), 95,0 (C-8), 71,5 (C-2),
47,9 (C-3), 6,9 (Me-6).

Quy trinh chiét xuét va tinh ché theo giai phap htu ich la don gian, d& thuc hién
va cho phép phan ldp duoc hop chét (3R)-2',4',5,7-tetrahydr0xy-6-metylisoﬂavan0n
tinh khiét ra khoi hdn hop cta nhiéu chdt tir cdy han the Desmodium heterophyllum.
Hop chit nay dugc thir nghiém hoat tinh sinh hoc va két qua cho thdy rang n6 c6 kha
nang Uc ché men alpha-glucosidaza. Viéc phan 1ap duoc hop chit (3R)-2'4',5,7-
tetrahydroxy-6-metylisoflavanon tinh khiét c6 hoat tinh ddng quy néu trén mé ra
huéng nghién ctru mdi trong viéc st dung hop chét nay bao ché duoc pham hd tro,

phong ngira va diéu tri bénh dai thao duong typ 2.

Giai phap hitu ich s& dugc giai thich tiép bang vi du va phuong én minh hoa
sau. Tuy nhién, vi du nay khong dugc coi 12 giéi han pham vi cua giai phap hitu ich.
CAac cai bién s& dé dang duoc thyc hién boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay va chung s€ nam trong pham vi bao ho cua giai phéap hitu ich va cta

cac diém yéu cau bao ho kém theo.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
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Vi du 1: Phan 14p va tinh ché hop chit (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon
tir cdy han the Desmodium heterophyllum Viét Nam

20 kg cdy han the Desmodium heterophyllum sau khi thu hai dugc rira sach
bang nudc va hong kho trong bong ram & nhiét do tr 25 — 30°C trong 140 gid, sau do
xay thanh bdt nhé thu duge 3,0 kg bot mau kho. Ngam chiét 3,0 kg nguyén liéu bot
khd nay bang 6 lit dung mdi metanol ¢ nhiét do 40°C. Sau 24 gid, dich chiét duge rat
kiét ra rdi bd sung metanol vao va ngim tiép. Sau 3 1in ngam chiét nhu vay, cac dich
chiét dugc gom lai va cd quay loai dung mdi dudi ap suit giam thu dugc 80 g cao

chiét téng, ky hiéu 1a cao chiét 1.

Hoa tan cao chiét 1 vao 0,36 lit nude cAt rdi chiét phéan bd béng n-hexan 3 14n,
mdi 14n 0,27 lit. Sau khi tach loai 16p dich dung méi n-hexan phia trén thu dugc 0,36
lit dich nudc con lai nam bén dudi, phén dich nudc nay tiép tuc dugc chiét phan bd
béng etyl axetat (0,27 lit x 3 14n). Lép dich etyl axetat ndm bén trén dugc gom lai rdi
¢d quay loai dung mdi dudi ap sudt giam thu dugc 26,0 g cao chiét etyl axetat, ky hiéu

13 cao chiét 2.

Téch phan doan cao chiét 2 thu dugc trén ct sac ky véi chét hp phu silica gel
pha thudng (c& hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/chat hip phu = 1/10 theo khéi luong,
cot nhdi dudng kinh trong 5 cm) va dung moi giai hép 13 hé clorofom/metanol & cac ty
1 clorofom/metanol 1an lwot 12 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich. Thu gom
phan doan giai hép tir hé dung moi ty 1¢ 20/1 (phéan doan ky hiéu E2) 10i ¢b6 quay loai

dung moi dudi ap suit giam thu dugc 3,5 g cao chiét 3.

Cao chiét 3 tiép tuc dugc phén tach qua sic ky cot voi chét hép phu 1a silica gel
pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 1¢ cao chiét/chit hép phu = 1/20 theo khdi luong,
cot nhdi dudng kinh trong 2,5 cm), dung moi rira gidi 1a 1,5 1it hé n-hexan-axeton voi
ty 1é n-hexan/axeton 1a 3/1 theo ty 1¢ thé tich thu dugc 3 phan doan nho ki hiéu la E2.1
(thé tich giai hip 550 ml), E2.2 (thé tich giai hép 600 ml) va E2.3 (thé tich giai hap
350 ml). Co quay loai dung moi dudi ap suit giam phan doan E2.2 thu dugc 1,0 g cao
chiét 4.

Tién hanh chay séc ky d6i véi cao chiét 4 trén cot voi chit hip phu 14 silica gel
pha thudng (c& hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/chit hip phu = 1/30 theo khéi lugng,

cdt nhdi dudng kinh trong 1,5 cm), hé dung mdi rira gidi la 1,0 lit clorofom-metanol

-10-



3029

voi ty 1€ clorofom/metanol 1a 15/1 theo thé tich. Cac dich giai hdp ra dugc chim kiém
tra trén sic ky 16p méng pha thuong, gom nhitng dich gidi hép c6 sic ky d6 gibng
nhau thu dwoc 3 phan doan E2.2.1 (th tich giai hip 150 ml), E2.2.2 (thé tich giai hap
450 ml) va E2.2.3 (thé tich giai hip 400 ml). C6 quay loai dung méi dudi 4p sudt giam
phan doan E2.2.2 thu dugc 130 mg cao chiét 5.

Tién hanh chay sic ky dbi véi cao chiét 5 trén cot chit hap phu silica gel pha
dao Cyg, rira giai béng hé dung moi metanol-nude voi ty 1& metanol/nude 1a 2/1 theo
thé tich, thu dugc 25 mg hop chét (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon c6
cong thirc (I) dudi dang chét rin mau vang nhat. CAu trac héa hoc cta (3R)-2',4',5,7-
tetrahydroxy-6-metylisoflavanon (I) dwoc xéac dinh bing céc sb lidu phd khéi lugng
phan giai cao HR-ESI-MS (m/z: 303,0856 [M + HJ") va phd cong hudng tir hat nhén 1
va 2 chidu (Bang 1) két hop véi phd ludng sic tron CD.

Bang 1. $6 liéu phd cong huéng tir hat nhan 'H va °C NMR ciia hop chét (I):

C Sy P 8¢
2 4,52 (1H, dd, J= 10,5, 11,0 Hz, Ha-2) 71,5
436 (1H, dd, J=5,.5, 11,0 Hz, Hb-2)
3 4,18 (1H, dd, J=5,5, 10,5 Hz, H-3) 47,9
4 - 199,5
5 - 162,9
6 - 105,2
7 - 165,8
8 5,93 (1H, s, H-8) 95,0
9 - 162,6
10 - 103,7
1§ - 114,2
2 - 157,6
3’ 6,34 (1H, d, J=2,0 Hz, H-3") 103,6
& - 159,1
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5 6,27 (1H, dd, J= 2,0, 8,0 Hz, H-5") 107,7
6 | 6,84 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-6" 131,8
6-Me | 1,97 (3H, s, Me-6) 6,9

Do trong CD;0D, °500 MHz, °125 MHz

Chu trc cta hop chét c6 cong thirc (I) dugce so sanh véi co so dif liéu vé hop
chit hoa hoc va khong thiy c6 ciu truc tuong tw. Dit liéu nay khéng dinh ring hop
chit (3R)-2'4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon (I) 12 hop chit méi chua timg

dugc cong bd trong bét ctr 4n phdm ndo trude do.
Vi du 2: Thit nghiém tac dung trc ché men alpha-glucosidaza ctia hop chit (I)

Hoat tinh tc ché alpha-glucosidaza dugc thuc hién dya vao phan tng thiy phan
p-nitrophenyl-ai-D-glucopyranozit thanh duong glucoza va p-nitrophenol duéi xuc tac
cia men alpha-glucosidaza trong sy c¢6 mat/khong c6 hoat chit nghién ctru. Mat do
quang ciia p-nitrophenol sinh ra sau phan tmg dugc do & budc séng 405 nm. Theo do,
hop chit (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon (I) thu dugc theo giai phap
hitu ich dugc pha trong dung mdi dimetylsulfosit (DMSO) thanh cac néng d6 30,0,
10,0, 3,0, 1,0 va 0,3 mg/ml. Chuyén 2 pL dung dich chét (I) vao cac giéng cua phién
96 giéng da chira sdn 40 uL dung dich men alpha-glucosidaza ndng d6 50 pg/ml pha
trong dém photphat c6 do pH = 7,0. U hdn hop nay trong 5 phat & 37°C, sau d6 bd
sung 160 pL dung dich co chét p-nitrophenyl-o-D-glucopyranozit ndéng do 5 mM pha
trong dém phdt-phét c6 pH = 7,0. Hon hop phan ing dugc u tiép trong 30 phut, sau d6
do mat do quang ciia cac giéng tai budc song 405 nm bang may doc microplate reader
(Molecular Device, USA). Hoat chit Acarbose dugc sit dung lam d6i chung duong.

Hoat tinh tGc ché men alpha-glucosidaza dugc xac dinh theo cong thirc sau:
% (rc ché = (0D 3,/(OD gyong)x 100
trong do:

ODz, 12 gié tri mat do quang ciia giéng c6 & véi men alpha-glucosidaza, co chét p-

nitrophenyl-o-D-glucopyranozit va mau thir nghiém.

ODygyong 12 gia tri mat d0 quang cua giéng u v6i men alpha-glucosidaza, co chét p-

nitrophenyl-a-D-glucopyranozit va khong c6 miu thtr nghiém.
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Gia tri ndng @ trc ché ban phan (ICsg) ciing dugc tinh toan va duge liét ké trong

Bang 2.

Béng 2. Hoat tinh trc ché alpha-glucosidaza ctia hop chét (I):

Mau thtr Gi4 tri ICso (UM)
Hop chét (I) 879.4 + 43,1
Acarbose 671,4+32,7

Theo két qua trong Bang 2, hop chit (3R)-2'4',5,7-tetrahydroxy-6-
metylisoflavanon (I) c6 tac dung Grc ché alpha-glucosidaza thé hién qua gia trj (rc ché
ban phin ICs, gdp khoang 1,3 1an so véi d6i chimg duong 14 thubc chita tiéu duong

Acarbose.
Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hitu ich

Giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh chiét xuét va tinh ché hop chit 3R)-
2'.4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon tr cdy han the Desmodium heterophyllum
Viét Nam. Hop chét (3R)-2',4',5,7-tetrahydroxy-6-metylisoflavanon (I) theo giai phéap
hitu ich ¢6 tac dung e ché men alpha-glucosidaza c6 thé ding dé bao ché duoc phdm

¢6 tac dung phong ngira va hd tro didu tri bénh di thdo dudng typ 2.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Quy trinh chiét xudt va tinh ché hop chit (3R)-2'4'5,7-tetrahydroxy-6-
metylisoflavanon tir cdy han the Desmodium heterophyllum, trong d6 quy trinh nay

bao gom céc budec:

(i)  thu gom cy han the Desmodium heterophyllum, sau d6 rira sach bang nudc roi
hong kho trong bong rdm & nhiét d tir 25 — 30°C trong 140 gid, sau do6 xay thanh bot
nho;

(i) ngam chiét bot thu duge & bude (i) bing dung moéi hitu co theo ty 1€ 2 lit/1 kg
mAu, tién hanh tir 1 dén 5 14n, mdi 14n trong khoang thoi gian tir 1 dén 48 gid & nhiét
d6 nim trong khoang tir 20°C dén 60°C, dé thu dugc dich chiét, trong d6 dung méi hiru
co dugc str dung dugce chon tir nhém bao gém metanol, etanol va axeton, sau d6 gom

cac dich chiét dung mdi hitu co tir cac lan ngam chiét thu duoc dich chiét A;

(iii) 6 quay dich chiét A thu dwoc & bude (ii) dé loai dung mdi dudi ap suit giam

thu duoc cao chiét 1;

(iv)  hoa tan cao chiét 1 vao nuée theo ty 18 4,5 lit nude/1 kg cao tao thanh dich cao-
nuée, sau dé chiét phan bd bing dung méi hiru co c6 do phan cyc thip, khong tan
hodc it tan trong nudc theo ty 1€ 1,5 lit dung moi/2 lit dich cao-nudc, tir 1 dén 5 lan,
trong d6 dung mdi hitu co c¢6 do phén cuc thip dugc chon tir nhém bao gdm ete dau
hoa, n-hexan, xing cong nghiép va dietyl ete, sau d6 tach loai 16p dich dung moi hitu

co nim bén trén thu duoc phan dich nude B nam bén dudi;

(v)  chiét phan bd phan dich nuéc B thu duge & budc (iv) bang etyl axetat theo ty 1&
theo t 1& 1,5 lit dung moi/2 lit dich nudc B tir 1 dén 5 1an, tiép do tach va thu gom 16p
dich chiét etyl axetat nim bén trén, sau d6 c6 quay loai dung mdi dudi ap sut giam

thu duge cao chiét etyl axetat (cao chiét 2);

(vi) tach phan doan cao chiét 2 thu duge & bude (v) trén cot sdc ky v6i chat hép phu
silica gel pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/ch4t hip phu bang 1/10
theo khéi luong) va dung moi giai hip 1a hé clorofom-metanol & céc ty 1&
clorofom/metanol 14n luot 13 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu
gom phan doan giai hép tir hé dung mai ty 1€ clorofom/metanol 1a 20/1 (phan doan ky

hiéu E2), tiép theo c6 quay loai dung mdi dudi ap sut giam thu dugc cao chiét 3;
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(vii) tach cao chiét 3 thu dugc & budce (vi) bing séc ky cot v6i chat hap phu la silica
gel pha thudng, hé dung moi rira giai 12 n-hexan-axeton v6i ty 1€ n-hexan/axeton 1a 3/1
theo thé tich, trong d6 céc dich giai hip ra duoc chim kiém tra trén sic ky 16p méng
pha thuong, sau d6 gom nhiing dich giai hip c6 sic ky dd gidng nhau thu dugc 3 phan
doan lan lugt 14 E2.1, E2.2 va E2.3;

(viii) c6 quay phan doan E2.2 thu dugc & bude (vii) dé loai dung moi duéi ap suét

gidm thu dugc cao chiét 4;

(ix) phan tach cao chiét 4 thu duogc & budce (viii) bang sic ky cot véi chat hip phu 1a
silica gel pha thuong c6 hé dung mdi ria gidi la clorofom-metanol véi ty 1€
clorofom/metanol 1 15/1 theo thé tich, trong d6 cac dich giai hép ra dugc chim kiém
tra trén séc ky 16p mong pha thut(‘mg, tiép theo gom nhitng dich giai hép c6 sic ky dod
gidng nhau thu dugc 3 phan doan E2.2.1, E2.2.2 vAE2.2.3

(x) ¢ quay phan doan E2.2.2 dé loai dung moi dudi ap suit giam thu dugc cao
chiét 5;

(xi) tinh ché cao chiét 5 thu duoc & budc (x) bang sdc ky cot véi chét hip phu silica
gel pha dao Cl18, sau do6 rira gidi bing hé dung mdi metanol-nudc véi ty 1€
metanol/nude 14 2/1 theo thé tich, thu dwoc hop chét c6 cong thire (I) dudi dang chat

ran mau vang nhat.
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