BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
coneror st maroe 0 AN
CUC SO HUU TRI TUE
2-0003582

(51) CO07D 311/02; A61K 36/48 (13) 'Y

2020.01
(21) 2-2022-00104 (22) 15/03/2022
(45) 25/04/2024 433 (43) 25/05/2022 410

(73) Truong Pai hoc Phenikaa (VN)
Puong Nguyén Vin Trac, Phuong Yén Nghia, Quan Ha Pong, Thanh phd Ha Noi
(72) T6 Pao Cudng (VN); Nguyén Phi Hung (VN); Bui Quang Thanh (VN); Nguyén Thi
Ai Nhung (VN); Tran Qubc Toan (VN); DS Thi Thuy (VN); Tran Manh Hung (VN);
Phan Phuéc Hién (VN); Ngii Truong Nhan (VN); Phan T¢ Quy (VN); Nguyén Thé
Hung (VN); Nguyén Hitu Tho (VN); Nguyén Tién Diing (VN).

(54) QUY TRINH PHAN LAP VA TINH CHE HQP CHAT SCHINIFOLIN TU NU NGO THU

DU (TETRADIUM RUTICARPUM) CO TAC DUNG PIEU TRI BENH TIEU PUONG
(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan 1ap va tinh ché hop chat Schinifolin c6
tac dung diéu tri bénh tiéu dudng tir nu Ngb thu du (Tetradium ruticarpum). Quy trinh theo
giai phap bao gdm cac budc: a) chuan bi nguyén liéu; b) chiét bot nu Ngo thu du; ¢) thu
cac cao chiét va phan doan chira hop chét Schinifolin; d) chiét hop chat Schinifolin; e) thu
hop chat Schinifolin thd; va f) tinh ché hop chat Schinifolin. Quy trinh theo giai phap thu
dugc hop chat Schinifolin c6 cong thic (1). Hop chat Schinifolin thu dugc tir quy trinh
theo giai phap co tac dung diéu trj tiéu dudng trén co s& Gc ché rit manh enzym o-
glucosidaza.



3582

Linh vuce ky thuat dwgc 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 chit Schinifolin tir nu Ng6 thu du
(Tetradium ruticarpum hodc Evodia rutaecarpa). Hop chit Schinifolin thu dugc tix
quy trinh theo giai phdp nay dugc su dung truc tiép hodc phdi hop véi céc thao duge
khac dé san xuét san pham c6 tac dung dicu tri bénh tiéu duong.

Tinh trang ky thuit cia gidi phap hitu ich

Bénh tiéu dudng 1a mot trong nhitng nguyén nhan hang dau gy tir vong trén toan
cAu. Theo uéc tinh ctia Hiép hoi dai thédo thuong thé gi6i, hién nay trén thé gi6i c6
khoang 425 triéu nguoi mic bénh tiéu duong, nghia la cir 11 nguoi thi c6 1 nguoi
mic bénh tiéu duong. Trong do, cr 2 nguoi mic bénh tiéu dudng thi 1 ngudi khong
biét minh bi bénh (khong di kiém tra chdn doan bénh tiéu duong). Tai Viét Nam, ty 1&
bénh nhan tiéu dudng dang gia ting nhanh chong, s6 nguoi méc bénh ting gip doi
trong 10 ndm qua. Nam 2017, thuc trang bénh tiéu duong hién nay ¢ Viét Nam véi sb
bénh nhan tidu dudng 1a 3.54 triéu nguoi (chiém ty 1€ 5,5% dan s6). Nhém bénh nhan
tién tiéu duong (bi rbi loan dung nap glucose) la 4,79 triéu nguoi (chiém 7,4% dan sé)
(https://kienthuctieuduong.vn/kttd_fag/thuc-trang-benh-tieu-duong-hien-nay-dang-
duoc-canh-bao-nhu-the-nao/). Nhu vay, ¢t trong 7,5 nguoi thi c6 mot ngudoi mic bénh
tiéu duong hoic tidn tiéu dudng. Con sé bénh nhan méc bénh tiéu duong & Viét Nam
du doan sé ting Ién chiém 7,7% dan sb vio nam 2045. C6 nhiéu phuong phép dé diéu
tri bénh tiéu dudng va mot trong nhitng phuong phép hay duge s dung phd bién hién
nay la st dung thube (Glucophage, Diaricron, Foxiga, v/v.). Tuy nhién, thube diéu tri
tiéu duong thuong c6 ngudn goc tdng hop, nhidu tac dung phy va dit.

Do d6, viéc tim kiém céac nguén duoc liéu cb ngué)n thao dugc thay thé cho cac
loai thude téng hop da duge quan tdm nghién clu. DPéi v6i nu Ngd thu du (Tetradium
ruticarpum), cac tac gia da phat hién ra tic dung diéu tri bénh tiéu dudng tdt cta dich
chiét nudc va hop chét rhetsinin dugc phin 1ap tr Ngb thu du (Kato, A.; Yasuko, H.;

Goto, H.; Hollinshead, J.; Nash, R.J.; Adachi, I. Inhibitory Effect of Rhetsinine

_2-



3582

Isolated from Evodia rutaecarpa on Aldose Reductase Activity. Phytomedicine 2009,
16, 258-261). Ngoai ra, Evodiamine, mdt hoat chét chinh dugc tim the”iy trong loai
Ngoé Thu du cé tac dung chéng béo phi va khang insulin trén chuft (Wang, T.;
Kusudo, T.; Takeuchi, T.; Yamashita, Y.: Kontani, Y.; Okamatsu, Y .; Saito, M.; Mori,
N.: Yamashita, H. Evodiamine Inhibits Insulin-Stimulated MTOR-S6K Activation and
IRS1 Serine Phosphorylation in Adipocytes and Improves Glucose Tolerance in
Obese/Diabetic Mice. PLoS ONE 2013, 8. €83264). Tuy nhién, tac dung diéu tri bénh
tiéu duong cua cac dich chiét va hop chit khac trong cdy Ngb thu du lai chua dugc
nghién cltu, trong do6 c6 hop chét Schinifolin.

Schinifolin 12 mot alkaloit tw nhién va thudc khung quinolin. Phan tir nay bao
gém mdt khung chinh quinolin lién két v6i mot nhdm heptyl & vi tri C-2. Schinifolin
ngoai san xut tir con dudng tong hop thi n6 con duge san xudt tir mot sb loai thuc vat
va d&qc licu thudc chi Xuyén tiéu (Huong tiéu - Zanthoxylum schinifolium). Hop chit
Schinifolin thudng dugc chiét, phan 1ap va tinh ché bang cach ngam, chiét hoi luu,
chiét soxhlet, v/v. c6/hodc khong hd tro vi séng, song siéu dm vé6i cac dung modi hiru
co nhu etyl axetat, axeton, metanol, etanol, v/v tir cac ngudn nguyén liéu khac nhau.
Tuy nhién, cho téi nay chua c6 cong trinh nao cong bd dudi dang bai bdo hodc sang
ché vé& phwong phap phan 1ap va tinh ché hop chét Schinifolin tr ny Ngd thu du. Do
d6, giai phap nay dua ra quy trinh phan lap va tinh ché hop chat Schinifolin ¢6 hoat
tinh sinh hoc, cu thé 1a ¢6 tac dung diéu tri tiéu duong tir nu Ngo thu du (Tetradium
ruticarpum). St dung nu Ngo thu du (Tetradium ruticarpum), quy trinh phan 1ap va
tinh ché t6i vu hop chat Schinifolin béng sdc ky cdt cho hiéu suét cao, do tinh sach cia
san pham > 95%, chi phi thip va c6 tac dung sinh hoc (tc ché rit manh enzym o-
glucosidaza) la cac diém méi cua don giai phap hitu ich nay.

Ban chét ky thuat cta giai phap hitu ich

Giai phap httu ich nhdm giai quyét cic vin d& néu trén, cu thé 1a giai phap hitu
ich dé cap dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chit Schinifolin tir nu Ngd thu du
(Tetradium ruticarpum) c6 tac dung diéu tri bénh tiéu dudng va hop chit Schinifolin
thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh tht nhét, giai phap dé xuit quy trinh phan 13p va tinh ché hop cht
Schinifolin ¢6 tic dung tc ché rit manh enzym a-glucosidaza tir nu Ngo thu du

(Tetradium ruticarpum), trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc:
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a) chuin bi nguyén liéu bang cach thu nu Ngb thu du (Tetradium ruticarpum),
loai bo tap chét, rira sach bang nudc cit. sau do sdy kho & nhiét do nim trong khoang
tir 50 dén 70°C va xay nu thanh bot;

b) chiét bot nu Ngo thu du bang céch bd sung phan bt thu dugc & bude a) vao
dung mdi metanol theo ty 1¢ 1/4 (khéi Iu@ng/thé tich), tién hanh chiét bot nu trong diéu
kién siéu Am vai thoi gian siéu am tr 80 dén 100 phut véi nhiét do chiét nam trong
khoang tir 40 dén 60°C, sau d6 thu dich chiét va co quay loai bé dung mdi dudi ap suét
giam dé thu dugc cao chiét metanol (TRM);

¢) hoa tan cao chiét TRM bang cach hoa tan cao chiét TRM vao nudéc néng theo
i 18 1/5 (khéi luong/thé tich), sau do siéu am dé hoa tan hét cao chiét TRM thu dugc
hdn hop dang Iong;

d) chiét bang etyl axetat bing cach b sung etyl axetat vao hdn hop dang long thu
duge & bude ) theo t 18 1/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy déu hon
hop, sau do bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gio, thu phén
hoa tan trong dung moi etyl axetat va c6 quay loai bé dung moi dudi ap sudt giam dé
thu duoc cao chiét etyl axetat (TRE);

e) thu phan doan chtra hop chét quirolin bing cach dwa phan doan chira cao chiét
TRE thu duoc & bude d) 1én cot sic ky voi chit hap phu la silica gel (c6 kich ¢ 63
dén 200 mesh) va hé dung mdi rira giai 12 n-hexan/axeton theo ty 1¢ 20/1, 15/1, 10/1,
7/1, 5/1, 4/1, 3/1, 2/1, 1/1 va 0/1 (thé tich/thé tich) thu dugc phan doan c6 ty 1€ n-
hexan/axeton 1a 15/1 va c¢6 ki hiéu la TRE-2;

f) thu hop chét quinolin thd bing cach hoa tan phan doan TRE-2 thu dugc & bude
e) béng metanol cho dén khi bdo hoa, dé janh qua dém & —4°C tao két tha, loai két tua,
thu phan hoa tan trong dung mdi metanol va c6 quay loai bé dung mdi dudi ap suét
giam dé thu dugc phan doan chira hop chat quinolin thd (TRE-28);

g) tinh ché hop chét quinolin biang cich hoa tan phan doan c6 ki hiéu TRE-2S Ién
¢t she ky voi chat hép phu la silica gel (c6 kich ¢ 40 dén 63 mesh) theo ti 1& 1/10
(khéi lwgng/khdi lugng) va hé dung méi rira gidi 1a n-hexan/etyl axetat theo ty 1& 15/1
thu duoc hop chit quinolin c6 cong thire (1) dang tinh thé mau trang.

Hop chit quinolin thu dugc tir quy trinh theo gidi phap c6 tén la Schinifolin va ¢6

cong thuc (1) sau:



Theo mot phuong an vu tién, trong dé budce chiét béng metanol dugc thuc hién 3
1An va budc chiét bang etyl axetat dugc thuc hién 4 lan.

Theo mét phuong 4n wu tién, trong d6 hé dung moi rira giai trong buéce thu phan
doan chtra hop chit Schinifolin 13 diclorometan/axeton hodc diclorometan/metanol
theo ty 1€ axeton va metanol tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 con ¢6 budce tinh sach hop chét Schinifolin
bing cach hoa tan san phdm thu dugc trong hé dung moi diclorometan/axeton hodc
diclorometan/metanol dé thu hop chit Schinifolin tinh khiét trén 95%.

Theo mdt khia canh thtr hai, gidi phap dé cap dén hop chat Schinifolin c6 cong
thae (1) duge st dung truc tiép hodc phdi hop véi cac thdo duoc khic 1am nguyén liéu
san xut san pham didu tri bénh tiéu duong.

M6 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap duge mo ta mot cach chi tiét voi cac phuong an thyc hién quy
trinh phén lap va tinh ché hop chét Schinifolin ¢6 tic dung didu trj bénh tiéu duong tir
nu Ngo thu du (Tetradium ruticarpum) va hop chét Schinifolin thu dugc tir quy trinh
nay cung voi cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac vi du minh hoa nay chi nham
lam r3 ban chét cua giai phép cht khong nhdm han ché pham vi yéu ciu bao hd cla
giai phap

Theo khia canh thu nhit, giai phap d& cap dén quy trinh san xuét hop chat
Schinifolin ¢6 tac dung diéu tri bénh tibu dudong tr nu Ngd tha du (Tetradium
ruticarpum), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc bude: a) chuén bi nguyén lidu; b)
chiét bot nu Ngd thu du; ¢) thu céc cao chiét va phan doan chtra hop chét Schinifolin;
d) thu hop chét Schinifolin thd; va e) tinh ché hop chat Schinifolin.

Trong budc chuin bi nguyén liéu, thu ny Ngo thu du, loai bo tap chét, rira sach
bang nuéc ct, sau d6 say kho & nhiét do ndm trong khoang tr 50 dén 70°C va xay nhé
(dén kich thuéc 0,2 mm) dé tao ra bot nu Ngo thu du.

Trong budc chiét bot nu Ng th du, tién hanh chiét ba 1an phan bot thu duge &

trén bang metanol theo ty 1 1/4 (khdi Iuong/thé tich) trong diéu kién siéu Am véi thoi
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gian siéu am tir 80 dén 100 phut v6i nhiét do chiét nam trong khoang tir 40 dén 60°C.
Sau khi chiét, phan dich chiét duoc thu gom va co quay loai bo dung méi dudi ap suét
giam dé thu duoc cao chiét metanol (TRIM).

Trong budc hoa tan cao chiét TRM, hoa tan cao chiét TRM vao nuéc ndng, sau
d6 siéu Am dé hoa tan hét cao chiét TRM thu dugc hdn hop dang long.

Trong budc thu cao chiét etyl axetat, bd sung etyl axetat vao hdn hop dang 16ng
thu duoc ¢ trén, st dung may khudy dé khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh
phéan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phin hoa tan trong dung mdi etyl
axetat va co quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao chiét etyl axetat
(TRE).

Trong budc thu phan doan chtra hop chét quinolin, dua phan doan chira cao chiét
TRE 1én cot shc ky v6i chat hip phu la silica gel (c6 kich c& 63 dén 200 mesh) va hé
dung moi rira giai la n-hexan/axeton theo ty 16 20/1, 15/1, 10/1, 7/1, 5/1, 4/1, 3/1, 2/1,
1/1 va 0/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1¢ n-hexan/axeton la 15/1 va c6 ki
hiéu 1a TRE-2.

Trong budc thu hop chét quinolin, hoa tan phan doan TRE-2 bang metanol cho
dén khi bdo hoa, dé lanh qua dém & —4°C tao két tia, loai két tua, thu phan hoa tan
trong dung moi metanol va cd quay loai bé dung mdi dudi ap sudt giam dé thu duoc
phan doan chtra hop chét quinolin thd (TRE-2S).

Trong budc tinh ché hop chét quinolin, hoa tan phan doan c6 ki hi¢u TRE-2S 1én
cot séc ky voi chat hép phu la silica gel (c6 kich ¢ 40 dén 63 mesh) theo ti 1¢ 1/10
(khdi luong/khdi lwgng) va hé dung moi rira gidi la n-hexan/etyl axetat theo ty 1€ 15/1
thu dugc hop chét quinolin ¢6 cong thuc (1) dang tinh thé mau tring.

Hop chét Schinifolin thu dugc tir quy trinh theo gii phap c6 cdng thire (1) sau:

O

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 bude chiét bang metanol dugc thyc hién 3

1an va budc chiét bing etyl axetat dugc thuc hién 4 lan.
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Theo mot phuong 4n uu tién, trong do hé dung moi rira giai trong budc thu phan
doan chtra hop chét Schinifolin 1a diclorometan/axeton hodc diclorometan/metanol
theo ty 1€ axeton va metanol tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong &n vu tién, trong d6 con ¢d budc tinh sach hgp chit Schinifolin
bang céch hoa tan san pham thu dugc trong hé dung moi diclorometan/axeton hodc
diclorometan/metanol d& thu hop chat Schinifolin tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh tht hai, giai phap dé cap dén hop chit Schinifolin ¢6 cong
thue (1) dugc str dung truc tiép hoic phdi hop véi cac thao duge khac lam nguyén liu
san xuAt san pham didu tri bénh tiéu duong.

Vi du thue hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: Phdn ldp va tinh ché hop chdt quinolin tir nu Ngo thit du (Tetradium
ruticarpum,).

Thu hat Ngb thu du, loai bo tap chét, rira sach béng nuGe cit, séy kho & nhiét d0
nam trong khoang tir 50 dén 70°C dén khdi luong khong dbi sau dé nghién nhé thanh
bt (¢6 kich thude 0,2 mm) va thu duge 1,2 kg bot. Phan bt nay duogc chiét ba 1an
bang metanol (3 x 5,0 L) trong diéu kién siéu am véi thoi gian siéu am tir 80 dén 100
phtt & nhiét do chiét ndm trong khoang tir 40 dén 60°C, sau khi ¢ quay loai b dung
mdi thu duogce cao metanol (TRM; 200 g). Cao chiét TRM duoc hoa tan vao 1,0 L nude
néng, sau do si€u am dé hoa tan hét cao chiét TRM thu duoc hdn hop dang long. Bb
sung 1,0 L etyl axetat (4 x 1,0 L) vao hon hop dang 1ong, st dung mdy khudy dé khudy
déu hén hop, sau do bd sung vao binh phén pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan
hoa tan trong dung moi etyl axetat va cit loai bé dung moi dudi ap suit giam thu duoc
cao chiét etyl axetat (TRE; 65,2 g). Cao chiét TRE (65,2 g) dugc dua 1én cdt sic ky
v6i chit hdp phu 12 silica gel (c6 kich cd 63 dén 200 mesh) va hé dung méi rira giai la
n-hexan/axeton theo ty 1& 20/1, 15/1, 10/1, 7/1, 5/1, 4/1, 3/1, 2/1, 1/1 va 0/1 (thé
tich/thé tich) thu duoc phan doan ¢ ty 1& n-hexan/axeton la 15/1 va c6 ki hiéu 1a TRE-
2 (420 mg). Phan doan TRE-2 (420 mg) tiép tuc duoc hoa tan bang metanol cho dén
khi bio hoa, dé lanh qua dém ¢ —49C tao két tha, loai két tua, thu phén hoa tan trong
dung moi metanol va ¢d quay loai bé dung méi dudi ap suét giam thu phan doan chira
hop chét quinolin thd va c6 ki hiéu la TRE-2S (95 mg). Hoa tan phan doan c6 ki hi¢u
TRE-2S (85 mg) 1én cot sic ky véi chat hap phu 1a silica gel (c6 kich c& 40 dén 63

mesh) theo ti 1& 1/10 (khdi luong/khdi luong) va hé dung moi rira gidi 1a n-hexan/etyl
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axetat theo ty 1& 15/1 thu dugc hop chét quinolin c6 tén la Schinifolin (23,9 mg) ¢6
cong thic (1) dang tinh thé mau tring.

Vi du 2: Dinh tinh va dinh lwong hop chat quinolin dwoc phdn Idp va tinh ché tir nu
Ngé thitdu (Tetradium ruticarpum).

Hop chét tinh thé mau tring thu dugce ¢ Vi du 1 dugce xac dinh vé mit dinh tinh
va dinh luong bang cdc phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Két qua nhu
sau:

Ddc tinh ciia hop chat quinolin ¢6 cong thire (1)

- Tén theo TUPAC: 2-Heptyl-1-methylquinolin-4(1/)-one.

- M ta: Chét dang tinh thé, mau tring, tan tt trong dung moi clorofoc. Xac dinh
dinh tinh bang sic ky 16p mong rén ban mong silica gel pha thuan trang san 60 Fas4
(Merck), dung moi trién khai 1a n-hexan/axeton = 5/1 (v/v); Rr= 0,55.

- CTPT: C17H23NO (M = 257).

- Phé khdi phan giai thap FAB-MS m/z: 258.1 [M + H]" (C17H24NO).

- Phd cong hudng tir hat nhan "H-NMR ((400 MHz, CDCl3) du (ppm): 6,21 (1H,
s, H-3): 8,43 (2H, dd, J = 8,0; 1,6 Hz, H-5); 7,36 (1H, br t, J= 8,0 Hz, H-6); 7,64 (1H,
dt, J= 1,6; 8,0 Hz, H-7); 7,49 (1H, br d, J = 8,0 Hz, H-8); 2,69 (2H, t, J = 7,6 Hz, H-
1; 1,67 (2H, q, J = 7,6 Hz, H-2"); 1,27-1,42 (8H, m, H-3'/H-4'/H-5'/H-6"); 0,88 (3H,
t,J= 6,8 Hz, H-7"); 3,72 (3H, s. N-CH3).

- Phé cong huodng tir hat nhan C-NMR (100 MHz, CDCls) éc (ppm): 154,9 (C-
2); 111,3 (C-3); 178,0 (C-4); 126,8 (C-5); 123,4 (C-6); 132,2 (C-7); 115,5 (C-8); 142,1
(C-9); 126,7 (C-10); 34,9 (C-1"); 28,7 (C-2'); 29,4 (C-3); 29,2 (C-4"); 31,8 (C-5"); 22,8
(C-6"); 14,2 (C-7"); 34,3 (N-CHs).

CAu tric héa hoc cua hop chat quinolin ¢6 cong thirc (1) dugc so sanh véi co s&
dit liéu vé hop chit hoa hoc va khang dinh rang hop chét quinolin c6 cong thire (1) 1a
hop chét co tén Schinifolin.

Vidu 3: Xdc dinh hoat tinh itc ché enzym a-glucosidaza ctia hop chat Schinifolin phén
ldp tir nu Ngé thi du (Tetradium ruticarpum).

DPé xac dinh hoat tinh tc ché enzym a-glucosidaza cia hop chit Schinifolin phan
lap tir nu Ngb thi du thu duoc tir Vidu 1, tién hanh thir nghiém theo phuong phap ctia
Hogan va cong su (Hogan, S.. Zhang, L., Li, J., Sun, S., Canning, C., Zhou, K.
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Antioxidant rich grape pomace extract suppresses postprandial hyperglycemia in
diabetic mice by specifically inhibiting alpha-glucosidase. Nutrition & Metabolism,
2010, 7,71-79). 50 pL. dung dich mau thr dugc pha trong dém sodium phosphate 100
mM, (pH 6,8), DMSO 5 % dugc nap lén dia 96 giéng, 40 pL dung dich enzym a-
glucosidaza 0.2 U/mL, hdn hop duge G ¢ nhiét do phong 20 phut. Tiép tuc bd sung 40
ul co chét p-NPG (p-nitropheny! glucopyranoside) 5 mM, 20 phtt & nhiét d§ phong.
Cubi cing 130 pL dung dich Na;COs 0,2 M duoge dit vao giéng dé dimg phan ung.
Tién hanh do do hép thu & budc song 405 nm. Mau tring 12 mau khong chtra enzym,
mAu chtng 4m 1 mau khong chira mau thtr. Mau chimg duong 1a acarbose. Phén trim
tre ché duoc tinh theo cong thirc % IC = [1- (OD mAu thit — OD mau tring)/(OD do
chirmg 4m — OD méu tring am)] x 100.
Bang 1. Hoat tinh ¢ ché enzym a-glucosidaza cua hop chét Schinifolin

tach tr phan doan phu TRE-2S.

Hop chit ICso (M)
Schinifolin 92,1 +£0,8
Acarbose 152,4 £ 0,6

Két qua bang 1 cho thdy hop chat Schinifolin e ché enzym o-glucosidaza véi
gia tri 92,1 £ 0,8 uM va manh gip 1,65 lan so voi chét dbi chung duong Acarbose
(152,4 + 0,6 pM). Nhu vy, Schinifolin duoc coi 12 hop chét rét tiém ning Gc ché
manh enzym o-glucosidaza, tir d6 dinh hudng hop chat Schinifolin co/hodc khong
phdi hop véi céc thao dugce khic 1am nguyén ligu san xuit san pham c6 tic dung didu
tri tiéu duong.

Hiéu qua dat dwerc cita gidi phdp hivu ich

Quy trinh cta giai phap hitu ich cho phan Iap va tinh ché hop chét Schinifolin véi
d6 tinh khiét > 95% c6 tac dung diéu trj tiéu duong, trén co s c ché manh enzym o-
glucosidaza tir nu Ngb thu du (Tetradium ruticarpum). Bing cach st dung sdc ky cot
va didu chinh hé dung mdi t6i vu, quy trinh cho phép chiét dugc hoat chét vi mt 1an
chiét duy nhét ma van thu dugc hiéu suit chiét cao va hoat tinh sinh hoc manh, mé ra
mdt hudng san xuét c6 kha nang cung cap nguyén liéu cho nganh dugc trén co s cac

hoat chat ¢6 nguon goc tlr tu nhién.
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Hop chét Schinifolin thu duge tir quy trinh theo giai phap da dugc ching minh
c6 tac dung didu tri tiéu dudng trén co so i ché manh enzym o-glucosidaza. Hop chit
Schinifolin theo giai phap ¢6 tiém nang rat 16n dé phat trién thanh dugc phidm hogic

thuc pham chtrc nang ho tro trong viée ngan nglra va dieu tri ti€u duong.
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1. Quy trinh phéan 1dp va tinh ché hop chét Schinifolin tr nu Ngo tht du (Tetradium
ruticarpum) c6 tac dung didu tri bénh tiéu dudng, quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) chuén bi nguyén liéu béng cach thu nu Ngé thu du, loai bo tap chét, rira sach
bang nudc cit, sau do sdy kho dén khéi lugng khong ddi & nhiét d6 nam trong khoang
tlr 50 dén 70°C va xay nho dén kich thudc khoang 0,2 mm d€ tao ra bot nu Ngo thu du;

b) chiét bot nu Ngo thit du bing cach chiét phan bt thu duge & budce a) véi
metanol ba Ian theo ty 1& 1/4 (khéi luong/thé tich) trong diéu kién siéu am véi thoi
‘gian siéu 4m tir 80 dén 100 phit & nhiét do chiét ndm trong khoang tir 40 dén 60°C,
sau do thu dich chiét va c6 quay loai bé dung moi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao
chiét metanol (TRM);

¢) hoa tan cao chiét TRM bang cach hoa tan cao chiét TRM thu dugc & budc b)
vao nudc nong theo ti 1€ 1/5 (khdi lugng/thé tich), sau do siéu 4m dé hoa tan hét cao
chiét TRM thu duoc hdn hop dang 1dng;

d) chiét bang etyl axetat biang cach bo sung etyl axetat vao hén hop dang 16ng thu
dugc & budc ¢) theo ty 1€ 1/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy déu hon
hop, sau do bd sung vao binh phan pha, dé ling trong vong 1 gio, thu phan hoa tan
trong dung moi etyl axetat, cit loai bé dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao
chiét etyl axetat (TRE);

e) thu phan doan chta hop chét Schinifolin bang cach dua phan doan chta cao
chiét TRE thu duge & budce d) 1én cot sic ky véi chat hip phu 1a silica gel (c6 kich ¢
63 dén 200 mesh) va hé dung moi rira gidi la n-hexan/axeton theo ty 1& 20/1, 15/1,
10/1, 7/1, 5/1, 4/1, 3/1, 2/1, 1/1 va 0/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1& n-
hexan/axeton 13 15/1 va c¢6 ki hi¢u 1a TRE-2;

f) thu hop chét Schinifolin thod béng cach hoa tan phan doan TRE-2 thu duoc &
buéc e) bang metanol cho dén khi bdo hoa, dé lanh qua dém & —4°C tao két toa, loai
két tia, thu phan hoa tan trong dung méi metanol va ¢ quay loai bo dung mdi dudi ap
suét giam thu hop chit Schinifolin tho va c6 ki hiéu la TRE-2S; va

o) tinh ché hop chat Schinifolin bang cach hoa tan phan doan c6 ki hi¢u TRE-2S
1én cot sic ky v6i chat hap phu la silica gel (c6 kich c& 40 dén 63 mesh) theo ti 1¢ 1/10

(khéi luong/khdi Iwrgng) va hé dung moi rira giai 1a n-hexan/etyl axetat theo ty 1€ 15/1
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(thé tich/thé tich) thu dwoc hop chét Schinifolin dang tinh thé mau trang va c6 cong

thie (1):
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