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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hiru ich thude linh vuc tim kiém céc hop chit thién nhién c6
hoat tinh sinh hoc ¢6 ngudn gde tir thue vat. Cu thé, giai phap hiru ich dé cap dén
quy trinh chiét hdn hop alkaloid tir cti Réy dai (4locasia odora K. Koch) thudc chi
Ray (Alocasia), ho Ray (Araceae) va hon hop thu duoc tir quy trinh nay cé tac
dung e ché enzym xanthin oxidaza, mot enzym dong vai trd rat quan trong trong

viéc hinh thanh axit uric va 12 nguyén nhan truc tiép gdy ra bénh gut.
Tinh trang k§ thuit cda gidi phap hiru ich

Gut 1a bénh 1y chuyén hoéa lién quan dén tang noéng do axit uric trong
mau, ddc trung béi nhitng dot viém khép cdp hodc viém kh6p man tinh do ldng
dong tinh thé mononatri urat. Trudc day, gat duge coi 12 bénh hiém gap nhung tr
nhitng nam dau cta thé ki 21, ty 1& bénh gut dang gia tang rit nhanh trén thé gidi,
n6 ngay cang pho bién trong x4 hoi hién dai va tré thanh mot vin dé dang quan
tam. C4c biéu hién 1am sang ctia bénh va méi lién quan véi cac bénh Iy khac nhu
tim mach, séi than, dai thao duong, béo phi, cao huyét ap, dot qui, v.v. ¢ nhiéu
thay doi theo chiéu huéng xdu khién bénh trd nén kho didu tri. Didu nay lam
giam chét lugng cudc sdng, gia tang ty 1& tan phé va tir vong trén nhiu bénh
nhan. Gat duge du doén 1a mdt trong nhitng cin bénh chuyén héa phd bién nhét
trong tuong lai, chi dimg sau bénh tiéu duong typ 2 (Huang J et al., Food and
Chemical Toxicology, 49(9), 19431, 2011). Axit uric 12 san phdm cubi cia qua
trinh chuyén hoa purin trong co thé. Viée san xuét axit uric duge xtc tac boi
enzym xanthin oxidaza & gan, n6 doéng vai trd quan trong trong qué trinh oxy hoa
hypoxanthin thanh xanthin va oxy hoda xanthin thanh axit uric (De Oliveira et al.,
Diabetology & metabolic syndrome, 4(1), 12, 2012). Dua vao mdi lién quan mat
thiét gitta ndng do axit uric mau va enzym xanthin oxidaza di véi bénh gut, nén
tric ché enzym xanthin oxidaza 1a mot trong nhiing co ché chinh ma cac thube

phong va didu tri gt dang hudng t6i. Cac thude téng hop hién nay van déng vai
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trd chinh trong diéu tri bénh ght véi muc tiéu chinh 12 ha axit uric mau va chdng
viéem. Uu diém cta thude téng hop 1a tac dung nhanh, st dung thuén tién nhung
cac thude nay thuong di kém mot s6 tac dung khong mong mudn nhu cac phan
ung qua man, doc v&i than, tuy xwong, v.v. lam han ché hiéu qua diéu tri. Mt
khac, do bénh man tinh, ngudi bénh phéi dung thudc trong thoi gian dai nén chi
phi didu tri rat tén kém. Chinh vi vdy, nd luc tim kiém nhitng hoat chit méi an
toan va hop 1y cho ngudi st dung van can duogc tiép tuc. Mot trong nhitng dinh
hudng do6 1a phat trién cac thude hoic ché phdm bo sung co ngudn gde tir thue

vat.

Chi Ray Alocasia thudc ho Ray (Araceae) gém hon 100 loai, thuong 1a
cac loai thao mdc c¢6 nhra md. Ching dugc phan bb trén khép vung can nhiét dgi
& chau A va tay Thai Binh Duong. Trong Y hoc clia nhiéu nuéc trén thé gidi, céc
loai trong chi Rdy duogc st dung lam thubc chira nhidu loai bénh. Két qua tim
kiém trén Science Direct va Google Scholar cho thdy, cac loai 4locasia chu yéu
duoc nghién ciu vé hoat tinh chéng oxy hoéa, chdng khéi u, gy doc té bao ung
thu, khang khudn, 1am lanh vét thuong, c6 tac dung ha duong huyét va m& mau,
bao vé gan (Romeo C. Ongpoy, J. of Asian Association of Schools of Pharmacy,
6(1), 25-33, 2017). Céc nghién ctru v& thanh phin hoa hoc chi Réy chi yéu gdm
cac 16p chét lignan, neolignan, terpenoit, alcaloit, glucozit v6i cdc aglycon rat da
dang, cerebrozit, cac axit béo mach dai. Theo danh gia ctia cac nha khoa hoc, chi
Alocasia c6 day hira hen nho tiém ning ctia n6 cho muc dich y hoc (Moon J.M et

al., Hum Exp Toxicol., 30(10), 1720-3,2011).

Qua tim hiéu tai liéu, ching t6i nhan thiy ci Ry dai (4locasia odora K.
Koch), tén goi khac 1a Bac ha, D3 vu dugc sir dung trong dan gian chita dau nhtrc
xuong khép, gut, giai doc, bi tiéu, v.v.. Ray dai 1a loai cdy moc hoang & khip noi
trén nudce ta, thuong moc & bia ring, ven sudi hodc trong vuon nha, nhitng noi c6
d6 Am u6t cao, v.v.. D8 ¢6 tac dung chita bénh t6t cdy phai tir 3-5 tudi tro 1én. Tai
lidu ¢b coi cu Rady dai ¢é vi nhat, tinh han, doc nhiéu, an vao gdy nglra miéng va
hong. Mdc du vay nhung khi dung ubng thi ¢6 tac dung lam mat gan, tay doc dic
biét d6i v6i nhitng ngudi chirc ning gan yéu. Than ray dai thudng ngira nhung lai

duoc dung tri cam rat tot. Than cdy gid nat, ddp vao noi bi bong 1am giam béng
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rat, tranh phong rop va phuc hdi vét bong nhanh. Cti Réy dai ¢6 tac dung chita
mun nhot t6t khi két hop véi nghé, diu gimg, dau théng va sép ong. Trong bai
thude ciia dan toc Dao & Ba Vi ldy than cdy rdy dai cao b vo ngoai, thai 1at, phoi
kho két hop v6i cc vi thube khéc ding chita té thip, nhirc méi chén tay (D0 Tat
Loi, Nhitng cdy thube va vi thudc Viét Nam. NXB Y hoc, 122, 2000). Ngoai ra,
céc tinh thé gdy ngtra khong bi mét di khi siy hay phoi khd, c6 thé ding lam
thude diét con trung (Nguyén Vin Du va cs, Hoi nghi khoa hoc toan qudc vé
Sinh thai va Tai nguyén sinh vét, 5, 993-997, 2013). Theo Y hoc cd truyén, &
Trung Qudc, than ré Ray dai duoc dung ubng chira sét rét, thiing doc, ngia 16,
dau bung, dich ta, thoat vi, dau da day, lao phdi, v.v.; & An D9, dich ép tir than
Ray dai c6 tdc dung chita bo cap can; & Indonesia, 14 Rdy dai dung chita sung
huyét da, dau khép (DS Huy Bich va cs, Cay thudc va Pong vat lam thudc & Viét
Nam. NXB. Khoa hoc Ky thudt, 2, 614-616, 2003).

Cac nghién cuu trong va ngoai nugc vé thanh phan héa hoc ctia loai A.
odora dén nay rét it. Theo tac gia Kobamoto, than Ray dai c6 t61 95,5 % nude,
1,59 % tinh bot, 3,58 % nitrogen tu do, con lai la chit béo 0,05 %, protein 0,08
%, x0 0,3 %, tro 0,49 %, canxi 0,09 % (Naotada Kobamoto et al., Science
Bulletin Agricultural University RyuKyus, 27, 149-154, 1980). Trong nghié€n ctru
cua tac gia Moon JM. va cdng sy, loai 4. odora c6 chira canxi oxalat, saponin va
alocasin khong hoa tan. Khi tiép xuc truc tiép v6i niém mac hodc in c6 thé dan
dén ngd doc va kich tng tai chd nhu té miéng va dau ludi. Céc tinh thé canxi
oxalat c6 thé pha hily t& bao va gy ra cic doc td khac nhu kich tmg dudng tiéu
hoa, suy hoé hip hodc rdi loan chtic ning tim (Moon J.M et al., Hum Exp
Toxicol., 30(10), 1720-1723, 2011). Loai A. odora dugc cho la cé kha niang ting
cudng su hap thu va thiAm théu cua thudc qua da trén mo hinh chudt (Fuh YM et
al., Medicina (Kaunas), 55(5), 121, 2019).

Céc nghién ctru trong nudce cho thay, lodi 4.odora thu hai tai Hué da xac
dinh dugc thanh phdn hoa hoc gbém alcaloit (dang bazo va dang mudi),
phytosterol, chét béo, axit hitu co tu do, duong khu, steroit, saponin (Truong Thi
Diéu Thudn va cs, Tap chi Y hoc Viét Nam, 6, 47-49, 2003). Trén md hinh in
vivo, dich chiét hdn hop dung moéi metanol va cloroform tir than ré loai ndy c6 téc
dung ha cholesterol toan phan trong huyét thanh trén tho bi gy bénh ting
cholesterol méu ndi sinh thuc nghiém. Véi liéu phytosterol 30mg/kg, mirc ha

cholesterol méu chwa r& rang. Vo6i lidu twong duwong 60mg va 90mg
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phytosterol/kg, mirc ha cholesterol mau so v6i 16 ching tuong tng la 48,99% va
37,17% (Lé Ngoc Kinh, Tap chi Dwoc hoc, 6, 17-19, 2007). Dich chiét ctia cay
Réy dai c6 mot s4 hoat tinh chéng oxy héa va gop phén lam lanh da & vét thuong
thong qua su ting sinh ctia nguyén bao s¢i da (Viet L. D. et al., Planta Med, 72,
24, 2000).

Céc loai khac trong chi Alocasia cling duoc cac nha khoa hoc quan tam
nghién ctru. Nghién ctru thanh phan hoa hoc cho thdy cti Ray (4. macrorrhiza)
chtra alcaloit, steroit, glucozit va cc axit mach dai véi hoat tinh cht dao 1a gay
doc té bao ung thu (Huang W et al., Phytochemistry, 143, 81-86, 2017; Zhu L.H
et al., Chem Pharm Bull, 60(5), 670-3, 2012). A. cucullata 1a mdt loai thao duoc
thuong duge st dung dé diéu tri nhiém trung va ung thu theo cach diéu chinh
phan tmg mién dich. Dich chiét nudc cua ré cdy nay co thé lam giam déng ké su
phét trién khéi u trong cdc mo hinh khéi u chudt va dong thoi c6 kha nang kich
thich céc xytokin chéng ung thu cht chét nhu IL-2, IFN-y va TNF-o (Peng Q et
al., PLoS One, 8(9), 2013). A. indica (Roxb.) Schott duoc c6 nghién ctru nhiéu
nhit vé& gan. Khi nghién ctru danh gié tdc dung giai doc gan trén mo hinh gan
chudt bi tdn thuong bdi ruou, Kkét qua danh gia mo bénh hoc cho théy, & liéu 200
mg/kg va 400 mg/kg thé trong dich chiét cdn cta ot A. indica céc té bao gan
phuc hoi lai binh thudng sau 15 nay, dong thoi thic ddy hoat dong clia céc
enzym catalaza va superoxit disutaza trong co thé. Panh gia hiéu qua cla chiét
xuét etanol ctia ¢t A. indica chdng lai chiéu xa gay ra doc tinh budng trang va tir
cung, voi lidu dung cho chuot bach tang 1a 200 va 400 mg/kg trong lugng co
thé/ngay cho thdy tac dung bdo vé ddi véi ton thuong do tia phéng xa gy ra, co
tidm nang trong ngin ngira vo sinh nit (Prasad SK et al., Int J Radiat Biol.,
95(11), 1529-1542, 2019). Dich chiét etanol ctia 4. indica con c6 kha ning chng
nhiém trung, gy doc té bao (Islam MK et al., J. Integr Med.., 11(5), 343-51,
2013). Phan tich thanh phdn hoa hoc ciia 4. indica thdy sy hién dién cta
phytosterol, alcaloit, flavonoit, glycosit, saponin va tanin (Romeo C. Ongpoy, J.
of Asian Association of Schools of Pharmacy, 6(1), 25-33, 2017). Bing céc
phuong phéap sic ky, cic hop chdt p-sitosterol, P-sitosterol-3-O- P-D-
glucopyranozit va n-butyl- B-D-fructopyranozit da dugc phan lép tir bo phédn than
ré, trong d6 hop chét n-butyl- B-D-fructopyranozit l4n d4u tién phat hién trong
loai A. macrorrhiza cua Viét Nam (Nguyén Xuén Diing va cs, Tap chi Dugc
hoc, 12, 4-6, 2006). Céc hoat chit thudc 16p chat cerebrosid 1a alocerebrosid A-D
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cling dugc phan 18p tir loai thyc vat nay va thé hién hoat tinh khang vi sinh vat
kiém dinh gram (+), gram (-) va nAm manh véi gia tri MIC tir 12.5 — 50 pg/ml
(Nguyén Quyét Tién, Nghién ctru thanh phin hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua
ciy ray (Alocasia macrorrhiza (L.) schott, aracae, Ludn dn T ién s, 2004; Lanh
Thi Ngoc, Phan 1ap va xéc dinh cdu tric hoa hoc céc thanh phin c6 hoat tinh diét
té bao ung thu va khang vi sinh vt kiém dinh tir cdy Co roi ngua (Verbena
officinalis L.) va cdy Ray (4locasia macrorrhizos (L.) G. Don.), Ludn dn T ién st,
2012). Nhiéu cong trinh nghién ciru v& hoat tinh ctia 16p chét cerebrosid cho thay
ching c6 hoat tinh chdng loét, khang viém, bao vé té bao gan va tic ché cac
enzym lién quan dén chuyén hoa trong co thé. Khi nghién ctu tdc dung ha axit
uric mau trén thuc nghiém cua bai thube chudi hdt va ci rdy 4. macrorrhiza cho
thdy trén chudt binh thuong, & lidu 16g/kg c6 tac dung lam gidm ndng do axit
uric méu 13 25,32 % so v6i 16 dbi ching; con trén mo hinh chudt gy tang axit
uric bang kalioxanat, & lidu 8g/kg va 16g/kg co tac dung lam giam ndng do axit
uric mau truong tng 1a 25,7 % va 20,57 % (Pao Thi Vui va cs, Tap chi duwoc
hoc, 428, 45-47,2011).

Cay Ray dai (Alocasia odora K. Koch), ¢6 gid tri su dung rét 16n trong ca
nganh dugc va nong nghiép. Tuy nhién, nhiing nghién ctru vé thanh phan hoa
hoc, dac biét 1a 16p chét alcaloit va tac dung dugc 1i cua loai thuc vat nay dén nay
rét it. Theo Y hoc cd truyén, ¢t Ray dai ¢6 tac dung tiéu viém, ti€u doc, loi tiéu,
v.v. déu 12 mot trong nhitng tac dung cin dat duoc trong qua trinh diéu tri bénh
gut. Cho dén nay, chua c6 cong bd nao nghién ctu vé quy trinh chiét hdn hop
alcaloit tir loai thuc vat nay ciing nhu tc dung ¢ ché enzym xanthin oxidaza cta
né. Cac két qua nghién clru vé thanh phén ho4 hoc va hoat tinh sinh hoc s€ 1a co
s¢ dé sir dung chiing 1am thudc phuc vu strc khoé cong ddng mot cach hiéu qua.
Ban chit ky thuit clia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hitu ich la dé xuét quy trinh chiét hdn hop alcaloit
tr ca Ray dai (Alocasia odora K. Koch) va hdn hop alcaloit thu duge tir quy trinh

nay c6 tac dung trc ché enzym xanthin oxidaza.

Cu thé, giai phap hitu ich d& xudt quy trinh chiét hdn hop alcaloit chira ba
hop chit Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine tr cu cdy Ray dai

(Alocasia odora K. Koch), trong d6 quy trinh nay bao gbdm céc budc:

a) chuin bi nguyén liéu cti Ray dai (4locasia odora C. Koch) duéi dang bot kho;

-6-
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b) chiét bot ci Ray dai bﬁmg cach bd sung bot thu duge ¢ bude a) vao dung moi
metanol (MeOH) trong diéu kién siéu am;

¢) thu can chiét MeOH bing céch loc ldy phan dich & bude b) va cét loai dung
moi dén khéi luong khong doi;

d) thu hdn hop alcaloit béng cach tinh ché cin chiét MeOH thu duoc & budc ¢)
trén cot sic ky voi chdt hip thy 1a silica gel va hé dung mdi rira giai Ia
CH,Cl/MeOH theo ti 18 thé tich 9/1;

¢) ba hop chit Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine thu duoc bang cach

tinh ché hdn hop alcaloit thu duge & budc d) trén cot Sephadex véi dung moi

MeOH/CH,Cla ti 1€ 9/1.

Cong thtrc cua ba hop chét Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine nhu sau:

Hyrtiosulawesine
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Muc dich khac cta giai phap hitu ich dé cap dén hdn hop alcaloit co tc
dung trc ché enzym xanthin oxidaza thu duoc tir quy trinh trén, trong d6 hdn hop

nay chtra ba hop chit bao gdm Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine.
M6 ta vin tit cac hinh vé
Hinh 1: Quy trinh chiét hdn hop alcaloit tir cu cdy Réy dai (Alocasia odora K.
Koch).
Hinh 2: Bang dit liéu phd NMR ctia cac hop chat Alocasin A, Hyrtiosin B va
Hyrtiosulawesine.
Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

Giai phap htru ich d& cap dén quy trinh chiét hdn hop alcaloit chira ba hop
chit Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine tir ci cdy Ray dai (Alocasia

odora K. Koch), trong d6 quy trinh nay bao gbm cic budc sau:

a) cu Ray dai (Alocasia odora C. Koch), sau khi loai bd tap chét, rira sach, thai
nho, sy kho & nhiét do tir 50 dén 55°C va nghién thanh bot;

b) ngadm bdt kho thu duge ¢ bude a) véi dung moi MeOH theo ti 1& 1/3 (khdi
luong/thé tich) va tién hanh chiét trong diéu kién siéu am voi thoi gian siéu am tur
30 dén 40 phut va nhiét do chiét tir 45 dén 50°C, thyc hién lap lai 3 lan;

¢) loc lay phan dich thu dugc tir budce b) va ct loai dung moi bang mdy cd quay
du6i 4p sudt giam dén khéi luong khong ddi dé thu cgn chiét MeOH;

d) can chiét MeOH thu duogc & bude ¢) dugce dua [én cot sic ky véi chét hép thu
1 silica gel va hé dung moi rira giai theo ti 1€ thé tich 1a CH,Clo/MeOH tir 100/0
dén 0/100 thu duoc 8 phan doan chinh F1-F8 (bang 1);

Béng 1: C4c phin doan ciia cdt cin MeOH

STT Phéan doan | Tilé thé tich h¢ dung mdi

1 F1 CH,Cl2/MeOH 10/0
2 F2 CH>Cl2/MeOH 9/1
3 F3 CH,Cl2/MeOH 8/2
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4 F4 CH,Cl/MeOH 7/3
5 F5 CH,Cl12/MeOH 5/5
6 F6 CH»Cl2/MeOH 3/7
7 F7 CH,Cl1»/MeOH 1/9
8 F8 CH»Cl/MeOH 0/10

e) phan doan F2 thu dugc & budce d) duge tinh ché trén cot Sephadex voi hé dung
mdi rira gidi 1a MeOH/CH2Cla theo til€ thé tich 9/1, thu dugc 6 phan doan nho ki
hiéu F2.1-F2.6, ¢6 kho phan doan F2.3 thu dugc hdn hop ¢o6 mau vang;

Hon hop dugc nghién ciru thanh phan hoa hoc, két qua cho thay hdn hop
chira ba chét hop Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine v61 ham lugng

16n hon 50 % tinh theo téng ham lugng ctia hdn hop.

Mot khia canh khac cta gidi phap hitu ich 1a dé& cap dén hdn hop alcaloit
chira ba hop chit Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine thu duoc tir quy
trinh trén c6 tadc dung tc ché enzym xanthin oxidaza. Két qua thir nghiém cho
thdy, hén hop nay c6 hoat tinh trc ché enzym XO manh v6i gia tri ICso 1a
18.56+1.2 ug/ml. Nhitng cao chiét hodc phan doan c6 gia tri ICso < 100 pg/ml
duoc coi 1a duge ligu c6 tiém ning trong viée didu tri Gat. Chét tham khio

Allopurinol thé hién tac dung tc ché enzym véi gié tri ICso 1a 2.45+0.18 pg/ml.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc minh hoa bang cac vi du cu thé, cac vi du
nay chi nhim muc dich lam r3, nhung khong lam giéi han pham vi bao ho cua
giai phdp nay.

Diém néng chay duogc do bing méy do diém néng chay hiéu Boetius. Phd
khéi phun mil electron (ESI-MS) duoc do trén may ghi phd khéi Agilent 1100.
Céc phd cong hudng tir hat nhan (NMR) duoc do trén méy do phd cong hudng tir
hat nhan hiéu Bruker Avance 500 MHz v6i TMS 1a chét chudn ndi. Sic ky cot
duoc thyuc hién trén chat mang 14 silica gel va sephadex LH-20. Sic ky 16p méng
duogc thuc hién trén ban moéng silicagel Merck 60 F254, day 0,25 mm.



3370

Céc hoa chit duoc st dung gdm: enzym xanthin oxidaza (X18775-sigma),
co cht xanthin (X7375-sigma), axit HCl (Merk), chdt tham chiéu Allopurinol
(E713-AK scientific). D0 hép thu quang dugc (OD) do trén mdy quang phd
Biotech Epoch 2.

Vidu 1: Quy trinh chiét hén hop alcaloit tir cii cdy Rdy dai (Alocasia odora)

a) Cu tuoi (20 kg) cay Ray dai (4locasia odora C. Koch) thu hai tai Na Hang -
Tuyén Quang dugc loai bo tap chét, rtra sach, thai nho, séy kho & nhiét do tr 50
dén 55°C va nghién thanh bot ;

b) ngadm bot kho (1,7 kg) thu duge & bude a) v6i dung mo6i MeOH theo ti 1¢ 1/3
(khéi lwong/thé tich) va tién hanh chiét trong diéu kién siéu am voi thoi gian siéu
am tir 30 dén 40 phit va nhiét do chiét tir 45 dén 50°C, thyc hién Iap lai 3 1an;

¢) loc Iy phn dich MeOH (5 lit) thu duge tir budc b) va cét loai dung moi bang
may c0 quay dudi ap sufit giam dén khi lugng khong dbi dé thu can chiét MeOH;
d) can chiét MeOH (120 g) thu dugc ¢ budce ¢) duge dua 1én cot sdc ky v6i chit
hép thu 1a silica gel va hé dung mdi rira giai theo ti 1¢ thé tich 1a CH2Clo/MeOH

tr 100/0 dén 0/100 thu duoc 8 phan doan chinh F1-F8 (bang 2);

Bing 2: Cac phin doan ciia cdt cin MeOH

STT | Phin doan | Tilé thé tich h¢ dung méi pﬁ:}agz‘;‘i’l“éj&l)
1 Fl CH,Clo/MeOH 10/0 26.5
2 F2 CH,Clo/MeOH 9/1 11.0
3 F3 CH,Clo/MeOH 8/2 10.5
4 F4 CH,Clo/MeOH 7/3 9.8
5 F5 CH,Clo/MeOH 5/5 12.3
6 F6 CH,Clo/MeOH 3/7 10.5
7 F7 CH,Clo/MeOH 1/9 15.8
8 F8 CH,Cly/MeOH 0/10 215

e) phan doan F2 (11.0 g) thu duge & bude d) duge tinh ché trén cot Sephadex
v6i hé dung moi rira giai la MeOH/CH,Cla theo tile thé tich 9/1, thu duoc 6 phan
doan nho ki hiéu F2.1-F2.6 (bang 3), ¢6 kho phan doan F2.3 (90 mg) thu dugc

hon hop cé mau vang;
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Bang 3: Cac phian doan nhoé cia F2

Ti 1¢ thé tich
hé dung maoi

Khéi lwgng cac
phin doan (mg)

STT Phin doan
1 F2.1
2 F2.2
3 F2.3
4 F2.4
5 F2.5
6 F2.6

MeOH/ CH2Cl2 9/1

200

180

90

210

105

250

Vi du 2: Tinh ché ba hop chdt Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine tir

hén hop alcaloit

Tinh ché 40 mg phan doan F2.3 thu dugc ¢ trén bang sic ky ban méng
didu ché voi hé dung mdi CH,ClyMeOH ti 18 9/1, thu duge 8 mg hop chat (1)

dudi dang chit rin mau vang nhat, 6 mg hop chét (2) duéi dang chét rdn mau

vang nhat va 7 mg hop chét (3) dudi dang chét rdn mau vang nhat.

CAu trac hoa hoc cia cac hop chit nay duge xdc dinh bang cac phuong
phép phd NMR 1D va 2D va ph khdi lugng ESI-MS. Hop chét (1) duoc xac
dinh 1a Alocasin A, hop chét (2) duge xac dinh 1a Hyrtiosin B va hop chét (3)

dugce xac dinh Hyrtiosulawesine.

- Hop chét 1: Alocasin A

CTPT: C22H1406
ESI-MS m/z: 375 [M+ H]|*

- Hop chét 2: Hyrtiosin B
CTPT: C22H1407
ESI-MS m/z: 391 [M+ H]"
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- Hop chét 3: Hyrtiosulawesine
CTPT: C22H1407
ESI-MS m/z: 391 [M+ H]"

Vi du 3: Ddnh gid tdc dung ikc ché enzym xanthin oxidaza cia hén hop alcaloit

thu dwoce tir cii Rdy dai (Alocasia odora K. Koch)

Nguyén 1y phép thtr : enzym xanthin oxidaza (XO) xtc tac cho qud trinh oxy hoa

xanthin thanh axit uric:

| . X0 L
Xanthin + O, + H,O » acid url

Phuong phap danh gié tdc dung tc ché xanthin oxidaza dugc trién khai theo
phuong phép ctia Noro (Noro. T et al, Chem. Pharm. Bull., 1983, 31: 3984-3987;
Tran Dang Xuan, Medicines 2019, 6, 20) trén dia 96 giéng va dugc diéu chinh
cho phu hop véi didu kién phong thi nghiém.

Tién hanh thi nghiém

Trén mdi dia 96 giéng gdm c6: Hon hop phan tng ban dau gdm 115 pL chira
dém PBS (70 mM, pH 7,5), enzym XO (0,04 U/ml) va cac néng dd khac nhau cua
chét tht (128 pug/ml, 32 pg/ml, 8 pg/ml, 2 pg/ml va 0,5 pg/ml) duoc G ¢ nhiét do
phong (25°C) trong 30 phut. Sau d6, phin tng duoc bd sung 60 pL xanthin 150
uM va duoc tiép tuc G & nhiét do phong trong 30 phut. Dung phan tng bang 25
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ul HCI IN. Hon hop phén tmg sau cing duge do do hép thu bang mdy do quang

phd & bude song 290 nm. Allopurinol duoc dung la chit tham chiéu.

Panh gid két qua: Tinh I (% tc ché) theo cong thirc:

I (%) = (AOD, - AODy)/ AOD, x 100
ir ong do: AODC = ODchl'mg - ODtréng chfrng; AO]D!: - ODthﬁ' - ODtréng thu

Phuong phép xt 1y sb liéu:

Céc sb liéu thu thap duoc xt ly bang phin mém Microsoft Excel va tinh trung
binh 1% & cac ndng do khao sét bang Microsoft Excel. Gia tri ICso dugc tinh todn

dua vao gia tri [%.

Hén hop thu duge duge danh gia hoat tinh tc ché enzym xanthin oxidaza.
Két qua cho thdy hdn hop nay c6 tac dung tc ché enzym xanthin oxidaza manh
voi gia tri ICso 12 18.56+1.2 pg/ml. Nhitng cao chiét c6 gid tri ICso< 100 pg/ml
duoc coi la duoc ligu cod tiém nang trong viéc didu tri gut. Chéit tham khao
Allopurinol thé hién tac dung trc ché enzym véi gid tri ICso 1a 2.45+0.18 pg/ml
(bang 4).

Béng 4. Hoat tinh trc ché enzym XO ciia hén hop alkaloid tir cli Ray dai

. Nong do¢ thwr % 1trc ché hoat don
Tén chét thir (ugg D enzyme XO g
128 90
Hon hop theo | 32 64
sang ché 8 39
2 15
0.5 8
ICso 18.56+1.2
128 100
Chét tham kha > -
at tham khao
Allopurinol 8 87
2 47
I1Cso 2.45+0.18

-13-



3370

Hiéu qua dat dwgce cia gidi phap hitu ich

Quy trinh theo giai phap hiru ich da thu nhan duoc hdn hop alcaloit gdm
ba hop chit Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine tir ct cdy Ray dai
(Alocasia odora K. Koch). Quy trinh dugc thue hién don gidn va hiéu qua v61i ham
luong alcaloit 16n hon 50% tinh theo téng ham luong ctiia hdn hop thu duge. Hon
hop nay thé hién tac dung trc ché enzym xanthin oxidaza manh véi gid tri ICso 1a
18.56+1.2 pg/ml, 1a tién dé cho céc nghién ctru tiép theo nham phét trién va st

dung hdn hop nay trong hd trg diéu tri bénh gut.

-14-



3370
YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh chiét hdn hop alcaloit ¢6 tac dung trc ché enzym xanthin oxidaza tir
cu cly Réy dai (dlocasia odora K. Koch), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc

budc:

a) ci Ray dai (4locasia odora C. Koch), sau khi loai bé tap chét, rira sach, thai

nho, sdy kho & nhiét do tir 50 dén 55°C va nghién thanh bot;

b) ngdm bot kho thu duge ¢ budce a) voi dung mdi metanol (MeOH) theo ti 1€ 1/3
(khdi lwong/thé tich) va tién hanh chiét trong diéu kién siéu am véi thoi gian siéu

am tir 30 dén 40 phut va nhiét do chiét tir 45 dén 50°C, thuc hién lap lai 3 lan;

¢) loc 14y phan dich MeOH thu dugc tir budc b) va cit loai dung méi bang may

¢d quay dudi 4p suat giam dén khdi lugng khong doi dé thu cin chiét MeOH;

d) cdn chiét MeOH thu duoc & budce ¢) dugc dua lén cot sic ky voi chét hép thu
14 silica gel va hé dung mdi rira gii theo ti 1& thé tich 1a CH2Clo/MeOH tir 100/0
dén 0/100 thu duoc 8 phin doan chinh F1-F8; va

e) phan doan F2 thu duoc ¢ budce d) duge tinh ché trén cot Sephadex voi hé dung
mdi rira giai 14 MeOH/CH,Cl, theo ti1é thé tich 9/1, thu dugc 6 phan doan nho ki
hiéu F2.1-F2.6, ¢d kho phan doan F2.3 thu duoc hdn hop alcaloit chtra ba hop
chat Alocasin A, Hyrtiosin B va Hyrtiosulawesine v6i ham luong 16n hon 50%

tinh theo téng ham lugng ctia hdn hop.

-15-



3370

Hinh 1

Cu Ray dai (Alocasia odora K. Koch)
(20 kg)

- Loai tap, rira sach, thdi nho, sdy kho, nghién bot

Bot ci Ray dai
(1.7kg)

- Ngam v6i MeOH theo ti 1& 1/3 (w/v)
- Chiét bang siéu am 45-50 do C/40 phiit/3 lan
- Thu dich chiét, co6 quay chan khong

Can MeOH
(120 gram)

- Chay cdt sillicagel h¢ CH2Cl/MeOH gradient
- Thu 8 phéan doan

F2 F3-F8
(11.0 gram)

- Séc ki cot sephadex hé¢ MeOH/CH2Cl2(9/1)
- Thu 6 phan doan
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Hinh 2
Hop chit Alocasin A Hop chit Hyrtiosin B
C dc(ppm) | Ju(ppm), J (Hz) | dc(ppm) ou (ppm), J (Hz)
2,5 148,4
3,6 141,5 8,96 s
2,27 126,7 7,92 s 138.,5 8,04 s
3,37 113,9 114,2
4°, 4> 106,2 7,74 d (2,0) 107,5 7.78d (2,5)
5,5 152,8 - 155,0
6,6 113,3 6,81 d (2,0; 8,5) 114,5 6,85 dd (2,5; 8,5)
7,7 113,2 7,31d(8,5) 113,7 7,34 d (8,5)
8,8 133,6 132,9
9,97 127,4 128,5
10°, 10’ 191,2
Hgp chit Hyrtiosulawesine
C dc(ppm)| du(ppm) J (Hz) | C dc(ppm) | du(ppm), J (Hz)
1 1404 8b 137,4
3 1374 8,45d (5,0) 2 139,1 891s
4 118, 8,18 d (5,0) 3 116,1
4a 132,5 3’a 129,8
4b 122,6 4 108,0 8,04 d (2,5
5 106,8 7,60 d (2,0) 5 154,4
6 152,6 6’ 113,9 6,84 dd (2,5;
8.5
7 119,9 7,16dd (2,5;8,5) |7 1133 7,35d (8,5)
8 113,9 7,57 d (8,5) Ta 132,4
8a 137,5 8 189,9
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