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Linh vwe ky thuat dwoge dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé hoa sinh va cac hop chét thién nhién,
cu thé 1a giai phap dé cap dén quy trinh phan 1ap hop chét bavinol A tir phan trén mat
dét loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum). Hop chét bavinol A thu dugc tr quy trinh theo
giai phap nay duoc st dung truc tiép hodc phéi hop vai cac thao dugce khac dé san xuét
san phdm c6 tac dung didu tri cac bénh viém.

Tinh trang ky thuit ctia gidi phap hiru ich

Céc bénh viém la nguyén nhan hang diu giy ra bénh ung thu, tim mach,
Alzheimer, tiéu duong typ II, xuong khép, tu mién dich, than kinh, cac bénh vé phdi.
Ty 1¢ nhiém, mirc do nghiém trong va su phirc tap ciia cidc bénh nay dang gia tang
nhanh chong, tir d6 lam tang dang ké ganh nang chi phi vé& cham séc strc khog.

C6 nhidu phuong phap dé diéu tri viém va mot trong nhitng phuong phép hay
duoc st dung phd bién hién nay 13 s dung thudc. Cac loai thue phd bién nhat hién
nay duoc st dung dé diéu tri cac bénh viém la cac 16p thudc corticosteroit, cac 16p chét
antihistamin, cac 16p chéat khong steroit, decongestants, chét khang cholinergic, Mast
cellstabilizer, v.v. (C. A. Kontogiorgis and D. J. Hadjipavlou-Litina. Non Steroidal
Anti-Inflammatory and Anti-Allergy Agents. Current Medicinal Chemistry, 2002, 9,
89-98). Ngoai ra, cac thudc thay thé nhu thudc khang viém/di img khong steroit (Non-
steroidal alternative inflammatory drugs - NSAID) cé ngudn gdc tong hop nhu
chlopheniramin, cetirizin, levocetirizin, diclofenac, acuvali, bromfenac, nevanac, v.v.
(W. Xiao, O. A. Oreoluwa, M. M. Heidi. Pulmonary and Nasal Anti-Inflammatory and
Anti-Allergy Inhalation Aerosol Delivery Systems. Anti-Inflammatory & Anti-Allergy
Agents in Medicinal Chemistry, 2011, 10, 215-229). Cac loai thudc nay tuy di thanh
cong vé mat thuong mai nhung c6 tac dung phu nhu r6i loan tim mach, XUAt huyét da
day va r6i loan ho hap.

Do do, viéc tim kiém cac nguén duogc liéu co nguén géc thao dugc thay thé cho
cac loai thude téng hop da duge quan tim va dau tu nghién ctu. Déi véi loai Tiéu Ba

Vi (Piper bavinum), cac tac gia da phat hién ra tac dung didu tri bénh Alzheimer tot
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thong qua Gc ché manh cac enzym cholinesteraza ctia cac hop chét phan 1ap dugc, dién
hinh 12 hop chét bavinol A (H. V. Dung, T. D. Cuong, N. M. Chinh, D. Quyen, J. S.
Byeon, J. A. Kim, M. H. Woo, J. S. Choi, B. S. Min. Compounds from aerial parts of
Piper bavinum and their anti-cholinesterase activity. Archives of Pharmacal Research,
2015, 38, 677-682). Mubn didu tri tan gbc bénh Alzheimer thi trude tién phai diéu trj
cac bénh viém. Bai vi cac bénh viém 12 nguyén nhan hang d4u gy ra bénh ung thu,
tim mach, tiéu duong typ II, xwong khop, tu mién dich, than kinh, cac bénh vé phéi va
Alzheimer. Tuy nhién, tac dung khang viém thong qua uc ché su san sinh oxit nitric
(NO) cta hop chét bavinol lai chua dugc nghién ctru.

Hop chét bavinol A 1a mot alkenylphenol - mdt phenol tu nhién gém mot vong
phenol ndi véi mot alken mach dai. Cac alkenylphenol ngoai san xut tir con dudng
téng hgp thi né con dugc san xuat tr mot s6 loai thuc vat, duge liéu nhu loai Ardisia
iwahigensis (thudc Chi Trong diia), Piper malacophyllum (thudc Chi Hb ti€u), Rau
mac bao (Monochoria vaginalis) va con trung nhu Ong da (Trigona minor), v.v.. Hop
chéit bavinol A cong b duge chiét hdi luu, sau do dugc phan 1ap va tinh ché bing séc
ky cot ho silica gel pha thuin va cubi cing st dung silica gel pha dao voi cac dung
mdi hitu co nhu cloroform, axeton, metanol va nuéce tu ph?m trén mat dét loai tiéu Ba
Vi (H. V. Dung, T. D. Cuong, N. M. Chinh, D. Quyen, J. S. Byeon, J. A. Kim, M. H.
Woo, J. S. Choi, B. S. Min. Compounds from aerial parts of Piper bavinum and their
anti-cholinesterase activity. Archives of Pharmacal Research, 2015, 38, 677-682). Uu
diém cta phuong phap phan lap va tinh ché trén 1a thu duge hop chét bavinol A ¢6 do
tinh khiét cao khi st dung phuwong phap phan 14p thong thuong nhung nhugc diém 1a
hiéu sudt thu hdi hop chét bavinol A khong cao (0,0011%) va st dung dung moi rat
doc hai, do 1a cloroform va metanol.

Ban chit k§ thuit ciia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich nhdm giai quyét cac vén d& néu trén, cu thé 1a giai phap hitu
ich dé cap dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chat bavinol A tir phén trén mit dat
loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum) c6 tac dung diéu tri bénh viém va hop chét bavinol A
thu duoc tur quy trinh nay.

Theo khia canh tht nhat, giai phap dé xuét quy trinh phan 1ap va tinh ché hop chit
bavinol A co tic dung trc ché su san sinh NO tir phan trén mat dat loai Tiéu Ba Vi

(Piper bavinum), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:
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a) chudn bi nguyén liéu bang cach thu phan trén mit dét loai Tiéu Ba Vi (Piper
bavinum), loai bo tap chét, chat nho, rira sach béng nude ct, sau do séy kho & nhiét do
nam trong khoang tir 40 dén 60°C va xay phan trén mit dat thanh bot;

b) chiét bot phin trén mat dét loai Tiéu Ba Vi bang cach bd sung phan bot thu
duoc & bude a) vao etanol 96° theo ty 1¢ 1/5 (khdi lugng/thé tich) va tién hanh chiét
bot trong didu kién siéu Am véi thoi gian siéu am tir 40 dén 60 phit & nhiét do chiét
nam trong khoang tir 60 dén 80°C, sau do thu dich chiét va ¢ quay loai bé dung moi
dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét etanol (PBE);

¢) hoa tan cao chiét PBE bang cach hoa tan cao chiét PBE vao nudc nong theo ti
16 1/3 (khdi lvong/thé tich), sau do siéu 4m dé hoa tan hét cao chiét PBE thu dugc hén
hop dang long;

d) chiét bang diclorometan bing cach bd sung diclorometan vao hdn hop dang
16ng thu dugc ¢ budc c) theo ty 1€ 3/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy
déu hdn hop, sau d6 bd sung vao binh phén pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu
phan hoa tan trong dung moi diclorometan va ¢d quay loai bo dung méi dudi ap suét
giam dé thu duoc cao chiét diclorometan (PBE-1);

e) thu phan doan chtra hop chét alkenylphenol bang céch dua phan doan chira cao
chiét PBE-1 thu duoc & budce d) 1én cot sic ky voi chit hap phu 1a silica gel (c6 kich
¢ 230 dén 400 mesh) va hé dung moi rira giai la n-hexan/axeton theo ty 1¢ 20/1 va
10/1 (thé tich/thé tich) thu dugc phan doan c6 ty & n-hexan/axeton la 10/1 va c6 ki
hiéu la PBE-1.2;

f) thu hop chit alkenylphenol tho bang cach dua phan doan PBE-1.2 thu dugc ¢
budc e) 1én cot séc ky v6i chit hip phu 1a silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) v6i
hé dung mbi rira giai la n-hexan/etyl axetat theo ty 1& 15/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé
tich) thu dugc phan doan c6 ty 1& n-hexan/etyl axetat 1a 7/1 va c6 ki hiéu la PBE-1.2.3;
va

g) tinh ché hop chit alkenylphenol bang cich hoa tan phan doan c6 ki hiéu PPE-
1.2.3 1én cot séc ky véi chit hip phu 14 silica gel pha dao RP-C18 (c6 kich ¢ 230 dén
400 mesh) theo ti 1& 1/10 (khdi luong/khdi lugng) v6i hé dung modi rira giai la
axeton/nude (theo ty 16 3/1 va 4/1, thé tich/thé tich) thu duge hop chat alkenylphenol

c6 cong thuce (1) dang dau khong mau.
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Hop chat alkenylphenol thu dugc tir quy trinh theo giai phap c6 tén la Bavinol A

va ¢6 cong thirc (1) sau:

Theo mdt phuong an uu tién, trong do6 bude chiét bang diclorometan déu dugc
thuc hién 3 lan.

Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 hé dung moi rira giai trong budce thu phan
doan chira hop chit bavinol A tho 12 n-hexan/etyl axetat hodc diclorometan/etyl axetat
theo ty 1€ etyl axetat tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 con c6 budce tinh sach hgp chét bavinol A
bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung mdi axetonitril/nuéce dé thu hop
chit bavinol A tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh thir hai, gidi phap dé cap dén hop chit bavinol A c6 cong
thie (1) dugc st dung truc tiép hoic phéi hop véi cac thao dugc khac lam nguyén liéu
san xudt san pham diéu tri bénh viém.

M0 ta vén tit hinh vé

Hinh 1 12 dd thi thé hién tac dung Gc ché sy san sinh NO (%) cta hop chat
bavinol A va chét déi chimg duong-Celastrol.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap dugc mo td mot cach chi tiét v6i cac phuong an thuc hién quy
trinh phéan 1ap va tinh ché hop chat bavinol A c6 tic dung diéu tri bénh viém tir phan
trén mit d4t loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum) va hop chit bavinol A thu dugc tir quy
trinh nay cung véi cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac vi du minh hoa nay chi
nhim 1am r3d ban chit cta giai phap chit khong nhdm han ché pham vi yéu cau bao hd
cua giai phap

Theo khia canh tht nhét, giai phap dé cap dén quy trinh sin xuit hop chat
bavinol A ¢6 tac dung diéu tri bénh viém tir phé“m trén mat dat loai Tiéu Ba Vi (Piper
bavinum), trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: a) chuén bi nguyén liéu; b) chiét
bot phén trén mat d4t loai Tiéu Ba Vi dé thu duoc cao chiét etanol (PBE); c¢) hoa tan
cao chiét PBE; d) chiét béng diclorometan; e) thu phan doan chtra hgp chéit bavinol A;
f) thu hop chét bavinol A thd; va g) tinh ché hop chat bavinol A.
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Trong budc chuén bi nguyén liéu, thu phﬁn trén mit dat loai Tiéu Ba Vi, loai b
tap chit, chit nho, ria sach béng nuGe cat, sau do séy kho & nhiét do nam trong
khoang tir 40 dén 60°C va xay nho (dén kich thuéc 0,2mm) dé tao ra bot phan trén mit
dét loai Tiéu Ba Vi.

Trong bude chiét bt phan trén mit dét loai Tiéu Ba Vi, tién hanh chiét ba lan
phin bt thu duge & trén bing etanol 96° theo ty 1¢ 1/5 (khi lugng/thé tich) trong diéu
kién siéu 4m voi thoi gian siéu 4m tir 40 dén 60 phut v6i nhiét do chiét ndm trong
khoang tir 60 dén 80°C. Sau khi chiét, phan dich chiét dugc thu gom va cd quay loai
b6 dung méi dudi ap suét giam dé thu dugc cao chiét etanol (PBE).

Trong bude hoa tan cao chiét PBE, hoa tan cao chiét PBE vao nudc néng, sau d6
sidu 4m dé hoa tan hét cao chiét PBE thu dugc hon hop dang 10ng.

Trong budce chiét bang diclorometan, b6 sung diclorometan vao hdn hgp dang
long thu dugc & trén, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau d6 bd sung vio
binh phén pha, lac déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung mdi
diclorometan va c¢6 quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao chiét
diclorometan (PBE-1). Budc chiét bang diclorometan dugc thyc hién 3 lan.

Trong budc thu phan doan chtra hop chét bavinol A, dua phan doan chira cao
chiét PBE-1 1én cot séc ky véi chat hdp phu 1a silica gel (c6 kich c& 230 dén 400
mesh) va hé dung méi rira gidi 1a n-hexan/axeton theo ty 16 20/1 va 10/1 (thé tich/thé
tich) thu phan doan c6 ty 1¢ n-hexan/axeton 1a 10/1 va c6 ki hi¢u 1a PBE-1.2.

Trong bude thu hop chit bavinol A thd, dua phan doan PBE-1.2 1én cot sdc ky
v6i chit hdp phu 1a silica gel (c6 kich c& 230 dén 400 mesh) v6i hé dung mdi rira giai
14 n-hexan/etyl axetat 1la 15/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1€ n-
hexan/etyl axetat la 7/1 va c6 ki hiéu la PBE-1.2.3.

Trong bude tinh ché hop chét bavinol A, hoa tan phan doan c6 ki hiéu PBE-1.2.3
1én ot séc ky v6i chét hap phu 1a silica gel pha dao RP-C18 (c6 kich c& 230 dén 400
mesh) theo ti 16 1/10 (khéi lugng/khdi lugng) véi hé dung moi rira giai 1a axeton/nude
(theo ty 1€ 3/1 va 4/1, thé tich/thé tich) thu dugc hop chét bavinol A ¢6 cong thire (1)
dang dau khong mau.

Hop chit Bavinol A thu dugc tlr quy trinh theo giai phap c6 cong thire (1) sau:



Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 hé dung moi rira giai trong budc thu phan
doan chira hop chat bavinol A thd 1a n-hexan/etyl axetat hodc diclorometan/etyl axetat
theo ty 1€ etyl axetat tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 con c6 budce tinh sach hgp chét bavinol A
bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung mdi axetonitril/nude dé thu hop
chit bavinol A tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh tht hai, gidi phap dé cap dén hop chit bavinol A thu dugc
bang quy trinh theo giai phap, trong dé hop chéit bavinol A c6 cong thire (1) dugce st
dung truc tiép hodc phéi hop véi cac thao duge khac 1am nguyén li¢u san xult san
phim diéu tri bénh viém.

Vi du thye hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Phan Iap va tinh ché hop chét alkenylphenol tir phan trén mat dat loai Tiéu Ba
Vi (Piper bavinum).

Thu phin trén mat dét loai Tiéu Ba Vi, loai b6 tap chat, chit nhé, rira sach bang
nudce cét, séy kho & nhiét do nam trong khoang tur 40 dén 60°C dén khoi luong khong
di sau d6 nghién nhé thanh bot (c6 kich thude 0,2mm) va thu duoc 1,0kg bot. Phan
bot nay duoc chiét ba 14n bang etanol 96° (3 x 5,0 L) trong diéu kién siéu 4m vdi thoi
gian siéu 4m tir 40 dén 60 phut & nhiét d chiét nam trong khoang tir 60 dén 80°C, sau
khi ¢d quay loai bé dung moi thu dugc cao etanol (PBE; 110g). Cao chiét PBE duoc
hoa tan vao 360mL nudc nong, sau dé siéu am dé hoa tan hét cao chiét PBE thu dugc
hdn hop dang 16ng. B6 sung 1,1L diclorometan vao hdn hop dang 16ng, st dung may
khudy dé khudy déu hdn hop, sau do bd sung vao binh phan pha, dé lang trong vong 1
gi0, thu phan hoa tan trong dung mdi diclorometan va cit loai bé dung moi duéi ap
sudt giam thu dugc cao chiét diclorometan (PBE-1; 50g). Cao chiét PBE-1 (50g) duogc
dua Ién cot sic ky véi chat hép phu 1a silica gel (c6 kich c¢& 230 dén 400 mesh) va hé
dung moi rira giai 1a n-hexan/axeton theo ty 1€ 20/1 va 10/1 (thé tich/thé tich) thu dugc
phan doan c6 ty 1é n-hexan/axeton 1a 10/1 va c6 ki hi¢u la PBE-1.2 (2,5g). Phan doan
PBE-1.2 (2,5¢) tiép tuc dugc dua lén cot sdc ky v6i chat hép phu 14 silica gel (c6 kich

¢35 40 dén 60 mesh) v6i hé dung moi rira giai 1a n-hexan/etyl axetat theo ty 1& 15/1,
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10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan co ty 1 n-hexan/etyl axetat 1a 7/1 va c6 ki
hiéu 12 PBE-1.2.3 (0,5g). Hoa tan phan doan c6 ki hiéu PBE-1.2.3 (0,5g) 1én c6t sdc ky
v6i chit hap phu 1a silica gel pha dao RP-C18 (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) theo ti 1€
1/10 (khéi luong/khdi Ivong) v6i hé dung moi rira giai la axeton/nude (ty 1€ 3/1 va 4/1,
thé tich/thé tich) thu dwoc hop chét alkenylphenol ¢ tén 1a bavinol A (105mg) c6
cong thuc (1) dang dau khong mau.

Nhu vay, quy trinh phén 1ap va tinh ché hop chat bavinol A st dung sdc ky cot
hé v6i kich thude cot va hé dung modi tdi wu cho phép chiét hop chét bavinol A hiéu
suat cao gip 9,5 lan so v6i phuong phap chiét da cong b truéc do (H. V. Dung, T. D.
Cuong, N. M. Chinh, D. Quyen, J. S. Byeon, J. A. Kim, M. H. Woo, J. S. Choi, B. S.
Min. Compounds from aerial parts of Piper bavinum and their anti-cholinesterase
activity. Archives of Pharmacal Research, 2015, 38, 677-682) ma van c6 tac dung sinh
hoc manh.

Vi du 2: Pinh tinh va dinh luong hop chét alkenylphenol dugc phan 18p va tinh ché tir
phén trén mat d4t loai Tiéu Ba Vi.

Phan diu khong mau thu duge & vi du 1 duge x4c dinh vé mét dinh tinh va dinh

luong biang cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Két qua nhu sau:
Dic tinh ctia hop chét alkenylphenol ¢6 cong thie (1)

- Tén theo ITUPAC: 4-(2'-(Z)-decenyl)phenol.

- Mo ta: Chit dang diu khong mau, tan tét trong dung moi cloroform va
diclorometan. Xac dinh dinh tinh bang sic ky 16p méng trén ban mong silica gel pha
dao trang san 60 RP-18 Fasss (Merck), dung moi trién khai 1a axeton/nuée = 5/1 (v/v);
Re=10,45.

- CTPT: Ci6H240 (M=232).

- Phé khdi phan giai thip ESI-MS m/z: 233 [M + H]" (C1sHa50).

- Cau truc hoa hoc:

- Phé cong hudng tir hat nhan: 'H-NMR (400 MHz, CDCls) du (ppm): 6,83 (2H,
d, J= 8,4 Hz, H-2/H-6), 7,11 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3/H-5), 3,40 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-
1), 5,58 (2H, m, H-2'/H-3"), 2,21 (2H, m, H-4"), 1,48 (2H, m, H-5"), 1,39 (8H, m, H-
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6'/H-7'/H-8'/H-9"), 0,98 (3H, t, J = 6,8 Hz, H-10"), 5,91 (1H, br s, 1-OH); BC-NMR
(100 MHz, CDCls) & (ppm): 153,5 (C-1), 115,5 (C-2/C-6), 129,6 (C-3/C-5), 133,7 (C-
4), 32,7 (C-1"), 128,5 (C-2"), 130,9 (C-3"), 27,2 (C-4'), 29,9 (C-5), 29.4 (C-6'/C-T"),
32,0 (C-8"), 22,8 (C-9"), 14,2 (C-10").

Céu tric héa hoc cua hop chit alkenylphenol ¢6 cong thic (1) duge so sanh voi
co s& dit liéu vé& hop chit héa hoc va khang dinh rdng hop chét alkenylphenol c6 cong
thirc (1) 12 hop chét c6 tén bavinol A.

Vi du 3: Xac dinh hoat tinh tc ché su san sinh NO ctia hop chét bavinol A phan 18p tir
phan trén mit dat loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum) trén dong dai thyc bao RAW 264.7.
+ Nubi cdy té bao:

Té bao RAW 264,7 dugc nudi trong mdi truong DMEM-F12, FBS 10% dén do
pht 70-80 %, sau do té bao dugc cdy chuyén qua trong dia 96 giéng dé thuc hién thi
nghiém v6i céc thay déi vé ndng do LPS, mat do té bao, cac diéu kién gy doi té bao,
thoii gian @ voi LPS. Sau do, 50uL dich ndi trong dia 96 giéng nuoi té bao (sau khi da
v6i LPS va dat dugc cac chi tiéu vé thoi gian va thanh phan thi nghiém) duoc chuyén
sang dia 96 giéng khac va bd sung mot thé tich S0uL thudc thtr Griess, 0 10 phut. Do
OD buédc song 550nm.

+ Phuong phéap xac dinh hoat tinh rc ché su san sinh NO cta hop chit bavinol A phan
1ap tir phin trén mat dat loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum).

Té bao RAW 264.7 duoc chy vao dia 96 giéng v6i mat do 10* t€ bao/giéng, u
trong 12 giv & didu kién 37 °C, 5 % CO,. Hut bo mdi truong cil va thay thé bang moi
truong chira 1 % FBS, 0 trong 6 gio. Sau do, thay moi truong cl bing mdi trudng c6
chtra hop chét bavinol A (hodc dbi ching duong-Celastrol) & cac ndng d6 khac nhau
va LPS ndng d6 0,5ug/mL, G 24 gio. Hat 50pL dich ndi trong mdi giéng sang dia 96
giéng khéc va bd sung 50uL thube thir Griess, u 10 phit. Do OD tai bude séng 550nm.

Kha nang Grc ché su san sinh NO dugc tinh bang cong thirc:

ODssonm kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm kich thich dugc tri liéu
ODssonm kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm khong kich thich LPS

Kha nang trc ché = x 100 (%)

Bang 1. Hoat tinh trc ché su san sinh NO ctia hgp chét Bavinol A phan 1ap tur phan trén

mit dét loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum).

Hop chit % tic ché”
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3uM 10uM 30uM
Bavinol A 73,8 82,4 96,4
Celastrol 77,9 89,2 100

(*): hoat tinh urc ché su san sinh NO ctia hop chét bavinol A dugc thuc hién & cac
ndng do 3, 10 va 30uM. Tac dung tc ché su san sinh NO cua hop chét bavinol A duoc
thé hién & bang 1. Hop chét bavinol A ¢6 tac dung trc ché manh sy san sinh NO & ca 3
ndng d6 (3, 10 va 30uM) véi cac gia tri tuong ung la 73,8, 82,4 va 96,4% va manh
tuong duong vdi chét dbi chimg duong-Celastrol (77,9, 89,2 va 100% twong ng vdi
cac ndng do 3, 10, va 30uM).

Nhu vay, bavinol A dugc coi 1a hop chét tiém nang e ché manh su san sinh NO,
tir d6 dinh hudng hop chat bavinol A c6/hodc khong phéi hop véi cac thao duge khac
lam nguyén li€u san xuét san phém c6 tac dung diéu tri bénh viém.

Hiéu qua dat dwge ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh ctia giai phap hitu ich cho phén 1ap va tinh ché hop chat bavinol A véi
d6 tinh khiét > 95% c6 tac dung diéu tri bénh viém, trén co s& Gc ché sy san sinh NO
tir phan trén mat dét loai Tiéu Ba Vi (Piper bavinum) v6i hiéu suét chiét cao va c6 tac
dung sinh hoc manh. Bing cach st dung sdc ky cot va didu chinh hé dung moi t6i wu,
quy trinh cho phép chiét duoc hoat chit voi mot 1an chiét duy nhét ma van thu duoc
hiéu sudt chiét cao, m& ra mot huéng san xuét c6 kha ning cung cp nguyén liéu cho
nganh dugc trén co s cdc hoat chat c6 ngudn gbc tir tu nhién.

Hop chét bavinol A thu dugc tir quy trinh theo giai phap da dugc chimg minh c6
tac dung diéu tri viém trén co s& trc ché su san sinh NO. Bang cach st dung séc ky cot
két hop v6i hé dung moi tdi wu, quy trinh theo giai phap cho phép thu duoc hoat chét
bavinol A c6 hiéu qua e ché manh su san sinh NO. Hop chat bavinol A theo giai phap
c6 tiém ning phat trién thanh dugc pham hodc thuc pham chirc nang hd trg trong viée

ngin ngtra va dicu tri bénh viém.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh phén lap va tinh ché hop chét bavinol A tir phin trén mét dét loai Tiéu Ba
Vi (Piper bavinum) c6 tac dung khang viém, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc
budc:

a) chuin bi nguyén liéu bang cach thu phan trén mit d4t loai Tiéu Ba Vi, loai bo
tap chit, chit nho, rira sach béng nudc cét, sau d6 sdy kho dén khéi lugng khong d6i &
nhiét d6 nim trong khoang tr 40 dén 60°C va xay nhé dén kich thudc khoang 0,2mm
dé tao ra bot phén trén mat dét loai Tiéu Ba Vi;

b) chiét bot phan trén mat dat loai Tiéu Ba Vi bang cach chiét phan bot thu dugc
& bude a) voi etanol 96° ba 1an theo ty 16 1/5 (khi lugng/thé tich) trong diéu kién siéu
Am v6i thoi gian sidu 4m tir 40 dén 60 phut & nhiét d9 chiét ndm trong khoang tir 60
dén 80°C, sau dé thu dich chiét va ¢ quay loai bo dung mdi dudi ap suit giam dé thu
duge cao chiét etanol (PBE);

c¢) hoa tan cao chiét PBE bang cach hoa tan cao chiét PBE thu dugc & budc )
vao nude néng theo ti 1€ 1/3 (khéi lwong/thé tich), sau d6 siéu &m dé hoa tan hét cao
chiét PBE thu duoc hdn hop dang 1ong;

d) chiét bang diclorometan bang cach bd sung diclorometan vao hdn hop dang
long thu duoc & bude d) theo ty 16 3/1 (thé tich/thé tich), khudy déu hdn hop, sau do6 bd
sung vao binh phan pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi
diclorometan va cit loai bd dung moi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét
diclorometan (PBE-1);

e) thu phan doan chira hop chét bavinol A bing cach dua phan doan chira cao
chiét PBE-1 thu duoc & budc d) 1én cot séc ky v6i chat hip phu 1a silica gel (c6 kich
¢ 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi rira giai la n-hexan/axeton theo ty 1€ 20/1 va
10/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1& n-hexan/axeton 1a 10/1 va c6 ki hi¢u la
PBE-1.2;

f) thu hop chét bavinol A thd bang cach dua phan doan PBE-1.2 thu dugc 6 budc
¢) 1én cot séc ky v6i cht hap phu 1a silica gel (c6 kich c& 40 dén 60 mesh) v6i hé dung
moi rira giai 1a n-hexan/etyl axetat theo ty 1& 15/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich) thu
phan doan c6 ty 1€ n-hexan/etyl axetat 1a 7/1 va c6 ki hi¢u l1a PBE-1.2.3; va

g) tinh ché hop chét bavinol A bang céch hoa tan phan doan c6 ki hiéu PBE-1.2.3
Ién cot sic ky véi chit hip phu 1a silica gel pha ddo RP-C18 (c6 kich c& 230 dén 400
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mesh) theo ti 1€ 1/10 (khdi lwong/khdi lwong) véi hé dung moi rira giai 1a axeton/nude
(theo t§ 16 3/1 va 4/1, thé tich/thé tich) thu dugc hop chét bavinol A dang dau khong

mau va c6 cong thuce (1):
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