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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phan 1ap hop chit c6 hoat tinh sinh hoc tir cdy tra

hoa vang (Camellia hakodae Ninh), cu thé 1a sang ché dé cap dén phuong phap phan lap

hop chét sexangularetin 3-0-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-j-D- glucopyranosid c6 cong thire (I)

tir hoa cua cdy tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh). Bang cach chiét chon loc, phuong

phap theo sang ché phan lap duoc hop chat (I) co hoat tinh chdng oxy héa quét gbc tu do

DPPH t6t, va gy doc té bao yéu dbi véi hai dong té bao ung thu ngudi 1a ung thu biéu mod

(KB) va ung thu phoi (Lu). Ngoai ra, sang ché ciing dé cap dén hop chat sexangularetin 3-

0-(27-0O-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid cé cong thirc (I):
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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc héa hoc va cac hop chét thién nhién c6 ngudn gbc tir
thuc vat va c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a sang ché dé cap dén hop chét
sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-p-D-glucopyranosid va phuong phdp phan
1ap hop chét nay tir hoa cdy tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Chi Tra Camellia 1a mot chi 16n thude ho ché Theaceae voi dic diém 1a than cay
g6 (loai nho), cao 3- 5m, 1a cdy chiu bong, 13 loai cdy wa 4m va thudng moc dudi tan
rimg tw nhién. Camellia c6 nhiéu loai hoa dep véi dii cac mau sic khac nhau nhu
trang, d6, hong, vang vdi thoi gian ra hoa kha dai (thuong kéo dai tir thang 10 nim
trude dén thang 2 nam sau) nén trude ddy thuong duge sir dung 1am cay canh trang tri

vao dip Tét.

Trong chi Camellia, ngoai tra xanh Camellia sinensis 3 dugc biét dén nhiéu vé
tac dung chdng oxy hod, cac loai Camellia c¢6 hoa mau vang, hién méi chi phat hién
dugc ¢ Viét Nam va Trung Qudc, ciing dang ngay thu hit su quan tdm khong chi vi vé
dep cia loai hoa ndy ma con & cac cong dung t6t cho strc khoé da dugce s dung rong

rdi trong y hoc co truyén.

Theo y hoc ¢6 truyén Trung Quéc, nudc sic 14 tra hoa vang c6 tac dung ha huyét
ap 13 rang va tac dung kéo dai, trc ché su tu tap cua tiéu cdu, chdng su hinh thanh
huyét khdi gay tic nghén mach mau, phong ngira ung thu va (e ché sy phat trién cua
cac khdi u khac, hung phan than kinh, loi tidu, giai doc gan va than, ngin ngira xo vita
dong manh mau, @c ché va tiéu diét vi khuin va chéng viém, chéng di ing va duy tri
trang thai binh thuong cua tuyén giap. Tir d6, di c6 nhiéu nghién ciru siu vé loai cay
ndy nham tim ra cac hoat chit mang lai cac cong dung néu trén. Cac nghién ciru vé
Kim hoa tra, mot loai tra hoa vang ddc hitu cia Trung Quéc, c6 tén khoa hoc la
Camellia Chrysantha, cho thdy trong hoa va 14 cia loai cdy ndy c6 ham luong
flavonoit kha cao va khac nhau nhidu vé cac 16p chit, ngoai ra con c¢é nhidu cac
nguyén td vi lugng nhu Ge, Se, Mn, Mo, Zn...cling dugc tim théy. Cac hoat chét

flavonoit tim thdy c6 tac dung ha huyét 4p, giam tiéu duong, ha cholesterol, ha m&
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méu, chdng u budu 12 hoan toan phi hgp véi cic cong dung di dugc biét dén trong
dan gian. Tlr cac cong trinh nghién cru nay, hién di cé nhiéu loai thuc phdm chirc

ning khéc nhau dugc ché bién tir Camellia Chrysantha mang lai gia tri kinh té cao.

Flavonoit dugc biét dén 13 mot loai chét chuyén hoa trung gian cua thuc vat va
gift vai trd 1a chit bao vé, chdng oxy hoa, bao tdn axit ascorbic trong té bao, ngan can
mot sb tac nhan gdy hai cho cay (vi khuén, virut, con trung, v.v.), va thdm chi mdt s6
loai flavonoit con c6 tic dung didu hoa su sinh truéng cia cdy cdi. Ngoai ra, qua cac
nghién ctru chuyén sau, da phat hién dugc nhém flavonoit c6 madt trong cac loai tra

xanh ¢6 tac dung ndi bat 1a kha ning chéng oxy héa manh.

O Viét Nam, tra hoa vang 1an diu tién dugc ngudi Phap phét hién dau tién vao
nhitng nam 1910. Dén nay, da x4c dinh duoc hon 20 loai tra hoa vang dic hitu chi ¢6 &
Viét Nam. Trong dén gian, tra hoa vang thuong duoc sit dung duéi dang nude ubng
(trd) chu yéu duge séc tir 14 va doi khi 13 hoa tra khé, voi cac cong dung nhur giai doc
gan, giam cing thing, phong ngira cic bénh m& mau, tim mach, v.v. Véi tiém ning
cao nhu thé, loai cdy nay dang bi khai thac va st dung v6i nhidu muc dich khéac nhau,
dan dén sé luong ciing nhu khu vuc phan bd cua loai cdy nay ngay cang bi thu hep
mdt cach nhanh chéng. Chinh vi vdy, viéc dinh huéng nghién ciru va bao tén ngudn
gen cho h¢ thuc vét nay 1a hét strc can thiét, va hién da c6 mét sd du an nghién ctru
duoc tién hanh nhim bao ton va nhéan gidng loai cdy quy nay. Tuy nhién, nhu da biét,
vi ham luong va ca thanh phan héa hoc cta cic hoat chit quy c6 thé c6 trong ciy
khong nhing phu thudc vao timg loai ma con phu thude vao didu kién thd nhudng, vi
du, cdy moc & vung nhiét d6i va nai cao thudng c6 ham luong hoat chit nhiéu hon so
v6i cdy moc & noi thiéu anh sang, tham chi con san sinh ra céac 16p chit khac nhau nén
viéc nghién ctru thanh ph'?ln ho4 hoc trén mot ddi tuong cu thé tao diéu kién cho viéc
dinh huéng bao ton ciing nhu phat trién ving tréng cy tra lam dugc liéu dé phuc vu
strc khoe cong ddng, phat trién kinh té x4 hoi va dic biét 1a kinh t& ving mién 14 huéng
cAn thiét, cép bach cta cac nha khoa hoc va cac nha dau tu.

Véi muc dich nghién ctru nh3m tim ra cac hoat chit c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé
1a tir cay tra hoa vang, nham tim ra cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc dé phat trién
dugc phdm. Céan c6 cac phuong phap phan lap cac hoat chét sinh hoc ciing nhu
phuong phap phan 14p cic hoat chét nay nhdm danh gia mét cach chinh xac vé tac
dung, kha ning san xuit cling nhu Gmg dung phat trién ngudn dugc chét tir cdy tra hoa

vang ndy, nhim gép phan vao viéc dinh hudéng phat trién kinh té x4 hoi.
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Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Sang ché nham giai quyét cic vén dé néu trén, cu thé 13 sang ché dé cap dén hop
chét sexangularetin 3-0-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid phén ldp duoc tir
hoa cua cdy tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh) va phuong phap phén 14p hop chit
nay.

Theo muc dich thir nhét, sang ché dé cap dén hop chét sexangularetin 3-0-(2”-O-
(E)-p-cumaroyl-B-D-glucopyranosid phén 1dp dugc tir hoa cua ciy tra hoa vang

(Camellia hakodae Ninh) c6 cong thirc (I) sau:

M

Hop «chidt hop chit sexangularetin  3-O-(27-O-(E)-p-cumaroyl-j-D-
glucopyranosid theo sang ché c6 hoat tinh chéng oxy hoa quét gbc tu do DPPH, va c6
hoat tinh giy doc t& bao trén hai dong té bao ung thu nguoi thuc nghiém 1a ung thu
bidu mé (KB) va ung thu phdi (Lu).

Theo muc dich thit hai, sang ché dé cap dén phuwong phép phan 13p hop chét
sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-$-D-glucopyranosid tir hoa cdy tra hoa

vang, trong d6 phuong phép nay bao gdm céc budc:

a) thu cao chiét etanol tdng bang cach sdy lanh hoa cy tra hoa vang (Camellia
hakodae Ninh), nghién nho thu nguyén liéu dang bot, sau d6 ngam chiét 3 1an véi ruou
etanol & nhiét dd 60°C, mdi lan 60 phut trong diéu kién siéu am, ty 1& nguyén
liéu/dung méi 1a 1/2 (w/v), gop dich chiét va loc bo tap chit, cét loai bé dung moi &

nhiét d0 50°C trong diéu kién ap suét giam thu duogc cao chiét etanol téng;

b) thu phan doan giau flavonoit bang cach hoa tan cao chiét etanol tong véi mot
lugng metanol rdi thm v6i chit hap phu 13 oxit silic SiO; va lam kho & ap sudt giam va
nghién min, sau d6 nhdi 1én cot séc ky chira silicagel nhdi sin, va rira giai lan lugt véi
cac hé dung mdi bao g@)m n-hexan, diclometan, etylaxetat, axeton, metanol, va

metanol:axit axetic 9/1, thu phan doan rta giai bang etylaxetat va cit loai dung mbi
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trong diéu kién 4p suét giam, cin chiét nay dugc nhdi lén cot sic ky silica gel 60 c6
kich thuéc hat nim trong khoang tir 0,040 dén 0,063 mm va rira gidi bang h¢ dung moi
CH,Cl/MeOH thay ddi vé6i cac ty 1& dung moi twong tGng 1a 100/0; 90/10; 80/20;
70/30; 40/60 va 0/100 (theo thé tich), thu phan rtra giai CH2Clo/MeOH c¢6 ty 1¢ 80/20

(theo thé tich), sau khi ¢d loai dung mdi thu dugc phéan doan giau flavonoit;

¢) thu phan doan giau nhém chit sexangularetin bing cach hoa tan phan doan
giau flavonit voi mot lugng vira di dung moéi CH;OH ndng d6 98,75%, sau d6 nhdi
1én cot silica gel 60 kich thudc ndm trong khoang tir 0,040 dén 0,063mm va rira giai
bang hé dung mdi CH>Clo/EtOH thay dbi taing din do phan cuc theo ty 1& bao gém
90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 0/100 (theo thé tich) thu phan doan chira sexangularetin
trén co so kidm tra sic ky 16p moéng, tiép do nhdi phan doan nay l1én cot sic ky
sephadex LH-20 va rira giai bang metanol véi mdi phan doan 100 ml, thu phan doan

thir ba giau nhom chét sexangularetin; va

d) thu hop chit sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid
bang cach c6 loai dung mdi phan doan giau nhom chit sexangularetin roi hoa trong hé
dung mdi CH2CL/EtOH ty 18 8/2 (theo thé tich) thu phan két tiia, cudi cing nhoi phan
két tia nay trén cot Sephadex LH-20 va rira giai v6i metanol, sau khi 6 loai dung mdi
thu trong diéu kién ap suit giam thu dugc hop chét sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-
cumaroyl-B-D-glucopyranosid du6i dang bdt v dinh hinh mau vang nhat.

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé& cap dén hop chét sexangularetin 3-O-(27-O-(E)-p-cumaroyl-j-D-
glucopyranosid phan 14p dugc tir hoa cta ciy tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh)
¢6 cong thirc (I). Mau hoa tra Camellia hakodae Ninh tuoi thu duge dem sdy lanh,
nghién nho va ngdm chiét ba 14n véi rugu etylic & nhiét o 60°C véi sy hd trg cia thiét
bi song siéu am, mdi 1an t6i thiéu 60 phut va tién hanh chiét xuét, phan lap, va xac
dinh céu trac héa hoc theo phuong phap dugc md ta bén dudi: phat hi¢n chit bang sic
ky 16p méng (TLC) duge thuc hién trén ban mong TLC Silica gel 60 F254 v6i cac hé
dung moi khac nhau. Tinh ché bang sic ky cot dugc tién hanh v&i chat hip phu 1a
Silica gel 60, SiO2 (0,040 — 0,063 mm) va Sephadex LH-20 bang dung moi metanol;
xac dinh cAu tric bing phd khdi lwgng ion hod phun dién tir c6 do phan giai cao (HR-
ESI-MS), phd cong huéng tir hat nhan mdt chiéu proton (‘H-NMR va C-NMR), phd
cong hudng tir hat nhan hai chiéu (HSQC, HMBC). Hop chét nay c6 cong thirc (I) sau:



@)

Hop chét sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-3-D-glucopyranosid c6 cong
thire (I) néu trén c6 cong thuc phéan tir: C31HasO1s; khdi lugng phan tir: M = 624, 1a
chit bot vo dinh hinh mau vang nhat; phd khdi lugng HR-ESI-MS tai m/z 625,1548
(IM+H].

Hop chit hop chét sexangularetin = 3-O-(27-O-(E)-p-cumaroyl-j-D-
glucopyranosid theo sang ché ¢ hoat tinh chéng oxy hoa quét gbc tu do DPPH, va c¢6
hoat tinh gdy doc té bao trén hai dong té bao ung thu ngudi thuc nghiém 1a ung thu

bidu m6 (KB) va ung thu phdi (Lu).

Theo muc dich th& hai, sang ché dé cap dén phwong phap phan 1ap hop chét
sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid tir hoa céy tra hoa
vang, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budc: thu cao chiét etanol tong, thu
phén doan giau flvonoit, thu phin doan giau nhom chét sexangularetin va thu hop chit

sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid.

Trong budc thu cao chiét etanol tdng bang cach sdy lanh hoa ciy trd hoa vang
(Camellia hakodae Ninh), nghién nhé thu nguyén liéu dang bot, sau d6 ngam chiét 3
1dn v&i rugu etanol & nhiét do 60°C, mdi 1dn 60 phut trong diéu kién siéu am, ty 1€
nguyén liéu/dung mdi 1a 1/2 (w/v), gop dich chiét va loc bé tap chét, cat loai bé dung

mdi & nhiét do 50°C trong didu kién ap suit giam thu duoc cao chiét etanol tong.

Trong budc thu phan doan giau flavonoit bang cach hoa tan cao chiét etanol téng
v6i mot lugng metanol rdi tAm v6i chat hip phu 13 oxit silic SiO; va lam kho & ap suét
giam va nghién min, sau dé nhdi 1én cot sic ky chira silicagel nhdi sin, va rira giai 1an
luot vGi cac hé dung méi bao gém n-hexan, diclometan, etylaxetat, axeton, metanol, va
metanol:axit axetic 9/1 (theo thé tich), thu phan doan rira giai bing etylaxetat va cat
loai dung mdi trong diéu kién 4p suét giam, cin chiét nay duoc nhdi 1én cot sic ky
silica gel 60 c6 kich thudc hat nam trong khoang tir 0,040 dén 0,063 mm va rira giai
bang hé dung mdi CH2Cl/MeOH thay dbi véi céc ty 1é dung mdi twong tng 1a 100/0;
90/10; 80/20; 70/30; 40/60 va 0/100 (theo thé tich), thu phéan rira giadi CH.Cl,/MeOH
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c6 ty 1€ 80/20 (theo thé tich), sau khi c6 loai dung méi thu dugc phan doan gidu

flavonoit.

Trong budc thu phan doan gidu nhém chit sexangularetin bing cich hoa tan
phén doan giau flavonit véi mot lugng vira dit dung moéi CH3;OH néng dd 98,75%, sau
d6 nhdi 1én cot silica gel 60 kich thude nim trong khoang tir 0,040 dén 0,063mm va
rira giai bang hé dung moi CH2Cl/EtOH thay ddi ting dan do phan cuc theo ty 1& bao
gdm 90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 0/100 (theo thé tich) thu phan doan chira
sexangularetin trén co s& kiém tra sic ky 16p mong, tiép d6 nhdi phan doan nay 1én cot
sic ky sephadex LH-20 va rira giai bing metanol v6i mdi phan doan 100 ml, thu phan

doan thr ba giau nhém chét sexangularetin.

Trong budc thu hop chit sexangularetin 3-O-(27-O-(E)-p-cumaroyl-S-D-
glucopyranosid bang cach ¢ loai dung méi phan doan giiu nhém chét sexangularetin
rdi hoa trong hé dung mdi CH2CL/EtOH ty 18 8/2 (theo thé tich) thu phan két tia, cudi
cuing nhdi phan két tha nay trén cot Sephadex LH-20 va rira gidi v6i metanol, sau khi
¢d loai dung méi thu trong diéu kién 4p suit giam thu dugc hop chét sexangularetin 3-
0-(27-O-(E)-p-cumaroyl-S-D-glucopyranosid dudi dang bdt vo dinh hinh mau vang
nhat.

Vi du thuc hién sang ché

Vi du 1: Phédn lgp hop chit sexangularetin 3-0-(2”-0-(E)-p-cumaroyl-p-D-

glucopyranosid tie hoa cay tra hoa vang

Mau hoa ctia ciy tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh) tuoi dugc thu héi tir
vudn bao tdn va phat trién duoc lidu Séc Son duge siy lanh dén khd. Cho 5 kg hoa tra
kho duoc nghién nhé cho vao thung inox 12 lit. B sung 10 lit EtOH 96% vao thing,
va ngam chiét siéu 4m & nhiét d6 60°C trong thoi gian 60 phut rdi rat dich chiét. Lip
lai qud trinh ngdm chiét thém 2 14n, mbi 14n sir dung 5 lit EtOH 96%. Gop dich chiét
cia 3 13n lai, loc va cd loai dung mdi & 50°C, duéi 4p suit giam bang may hat chan

khong thu dugc 200 gam cao chiét etanol tong.

Hoa tan 200 gam mau cao thd thu duge véi 1 lit metanol (CH;OH 98,85%) roi
tdm v6i 200 gam SiO;. Sau d6 lam kho duéi 4p sut giam rdi nghién min bang cbi sir
dén kich thuéc hat déng déu. Dua toan bd miu tdm SiO; 1én cdt séc ky da nhdi sin
200 gam silica gel 60 (kich thudc hat nam trong khoang tir 0,040 dén 0,063 mm), nhoi
chat rdi tién hanh ria giai véi cac loai dung mai lan luot 13: n-hexan; diclometan;

etylaxetat; axeton; metanol, va methanol/axit axetic ty 1€ 9/1 (theo thé tich). Dich rtra
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giai & cac phan doan nay dugc thu gom va cd loai dung mdi & ap sudt giam dé thu cac
can chiét twong tmg. Qua khao sét dinh tinh bang séc ky ban méng, thu phan doan etyl
axetat (ky hiéu 1a HVE) giau flavonoit.

Hoa tan 40 gam cdn chiét HVE thu dugc & trén trong luong vira di dung mdi 100
ml CH30H 98,85%, va dua 1én cdt silica gel 60 (0,040 — 0,063 mm) dé tién hanh séc
ky cot voi hé dung moéi CHaClo/MeOH c6 do phén cuc ting dan. Téng sd chay 600ml
thu 6 phan doan, ty 1¢ CH,Cl,/MeOH thay d6i theo tirng phan trong mdi phan doan lan
lugt 1a 100/0; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 0/100 (mbi phan doan 100ml). Thu dugc cac
dich rtra giai twong ung, cd loai dung mdi cac dich rira gidi nay dudi diéu kién ap suét
giam thu dugc 6 phan doan dugc ky hiéu 14n lugt tir F1 dén F6. Sau khi khao sat bang
sic ky 16p méng, lua chon phan doan F3 giau flavonoit dé tiép tuc tach chiét va tinh

ché.

Hoa tan 19 gam phin doan F3 giau flavonoit trong 40 ml dung mdi CH3;OH
98,85% v6i lugng vira di. Tiép dé nhdi 1én cot silica gel 60 (0,040 — 0,063 mm) va
tién hanh sic ky véi v6i hé dung mdi CH2Cl/EtOH ¢ d phén cuc tang dan. Tong thé
tich cac phan doan 1a 500ml twong tmg véi céc ty 1€ CH2ClL/EtOH theo thé tich 1a
90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 0/100 (mdi phan doan 100ml) thu dugc ndm dich rira giai
twong Umg. Sau khi ¢d loai dung méi dudi ap sudt giam thu dwgc 5 phan doan nhd,
duge ky hiéu 1an luot tir F3.1 dén F3.5. Khao sit 5 phan doan ndy bang sdc ky 16p
moéng véi nhoém chit sexangularetin, lya chon phan doan thir ba (F3.3) & tinh ché tiép
bing sic ky cot Sephadex LH-20 v6i dung mdi rira giai metanol. Tir 2 gam phan doan
F3.3, sau khi chay sic ky cot Sephadex LH-20 v6i 500 ml dung méi metanol thu dugc
5 phan doan nhd tuong Ung vdi thé tich timg phén doan 14 100 ml va dugc ky hiéu lan
lugt tir F3.3.1 dén F3.3.5.

Phan doan thit ba (F3.3.3) 100 mg dugc két tiia bing hé dung méi CH2CL/EtOH
ty 1€ 8/2 theo thé tich thu dugc 36 mg chét rén c6 dat do sach 70%. Tiép tuc nhdi 36
mg chét rin nay 1én cot sic ky Sephadex LH-20 va ria giai v6i 200 ml dung méi
metanol thu dugc 15 mg chét sach dudi dang chét bot vo dinh hinh mau vang nhat (ky
hi¢u HV9AL1).

Vidu 2: Xdc dinh céu triic ciia hop chit phén 1gp tic hoa cdy tra hoa vang

Dé x4c dinh cAu tric phan tr ciia hop chét thu duoc tir Vi du 1, thuc hién phéan
tich khéi phd ion hoa phun dién t& c6 d0 phan giai cao (HR-ESI-MS), qua d6 xac dinh
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duoc hop chit HV9AI c6 cong thirc phan tir 12 C31H2s014 tai pic ion gid phan tir m/z
625,1548 ([M-+H]").

Tiép tuc phan tich phé cong hudng tr hat nhan 'H-NMR cho théy su hién dién
cua aglycon flavonoit v6i 1 tin hi€u proton thom & 6,21 (1H, s) va nhéom thé methoxy
& 3,84 (3H, s, 8-OCH3) déc trung cho vong flavonoid A véi 5 vi tri thé va 4 tin hiéu
proton thom & 8,08 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2°,6") va 6,92 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3",5’)
dac trung cho vong thom hé¢ AABB cua vong flavonoit B, Ngoai ra, phé '"H-NMR cua
chdt HV9A1 con cho sy hién dién cua phan dudng f-D-glucoza gin vao nhém thé (E)-
p-coumaroyl véi tin hiéu proton anomeric & 5,70 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1”), proton &
5,05 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-2") goi ¥ su thay thé boi nhém (E)-p-coumaroyl , cac tin
hiéu proton dudng con lai cling xuét hién & 3,35-3,81. Céc tin hiéu proton thom & 7,45
(2H, d, J = 8,0 Hz, H-2”,6”) va 6,82 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-3",5”) va 2 tin hiéu proton
trans-olefin & 7,66 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7"’) va 6,34 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8”)
chirng t6 su hién dién ctia nhém thé (E)-p-coumaroyl trong hop chit HV9AI. Toan bd
dit lieu phd 'H-NMR ctia hop chit HV9AI thu duge tir Vi du 1 duoc thé hién trong
bang 1 dudi day.

Bang 1: Dit liéu ph "H-NMR

la

Vi tri dc Sdumult. (J (Hz))
1 -

2 157,9

3 134,8

4 179,2

5 158,1

6 100,6 6,21 s

7 160,1

8 129,4

9 150,3

10 105,2

OCH; 61,8 3,84 s

1 122,9

2',6' 132,1 8,08 d (9,0)
3,5 116,8 6,92 d (9,0)
4' 161,6

1" 100,6 5,70 d (8,0)
2" 75,8 5,05t (9,0)
3" 76,3 3,62 m

4" 78,8 3,35m

5" 71,6 3,44 d (9,0)
6" 62,5 3,81dd (2,0; 13,5); 3,62 m
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1> 1273

27,677 131,2 7,45 d (8,0)
37,57 116,3 6,82 d (8,0)
4> 161,3

7 146,9 7,66 d (16,0)
& 115,2 6,34 d (16,0)
9’ 168,4

Phd 3C-NMR cho 27 tin hiéu cacbon, trong d6 c6 1 tin hiéu cacbon metoxyl &
61,8 (8-OCH3) va cac tin hiéu dac trung cho flavonoit: 1 tin hiéu carbonyl & 179,2 (C-
4), 7 tin hiéu cacbon gén nguyén tr O & 157,9 (C-2), 134,8 (C-3), 158,1 (C-5), 160,1
(C-7), 129,4 (C-8), 150,3 (C-9), 161,6 (C-4’), 3 tin hi¢u cta 5 cacbon thom methin &
100,6 (C-6), 132,1 (C-2°,6°), 116,8 (C-3°,5%) va 2 tin hi¢u cacbon thom khong nhém
thé & 105,2 (C-10), 122,9 (C-1°). Céc tin hiéu cacbon trong khoang 62,5-100,6 dic
trung cho cacbon duong S-D-glucoza. Thém vao do, phd *C-NMR ciing cho thiy 1
carbonyl ¢ 168,4 (C-9°""), 2 cacbon olefin & 115,2 (C-8"") va 146,9 (C-7’) cung 4 tin
hiéu cia vong thom hé AABB ¢ 127,3 (C-1"), 131,2 (C-2",6), 116,3 (C-3",5") va
161,3 (C-4>"). Céc tin hiéu nay dic trung cho phin (E)-p-coumaroyl. Tl cac dit liéu
phé trén, nhén dinh dugc hop chdt HV9A1 thu dugc tir Vi du 1 1a dan xuét flavonoit
glucosit v6i 1 nhém thé (E)-p-coumaroyl. Phén aglycon 14 flavonoit c6 vong A véi 2
nhém thé hydroxyl va 1 nhém thé methoxy va vong B v6i hé AABB va 1 nhém thé
hydroxyl. So sanh dit li€u flavonoit cho thdy aglycon tring khép v6i sexangularetin, tir
d6 xac dinh dugc hop chit HV9A1 1a dan xuit sexangularetin glucosit v6i 1 nhém thé

(E)-p-coumaroyl.

Phé HMBC ciing cho thdy céc tuong tac gitta H-1” (5,70) va C-3 (134,8), H-2”
(5,05) va C-9” (168,4), chiing t6 vi tri thé glucoza & vi tri C-3 va (E)-p-coumaroyl thé
& C-2”. Cac vi tri khac cling lan lugt duoc lam sang td bang twong tac trén phd
HMBC.

Tir cac phan tich phd HR-ESI-MS va NMR, di nhan dinh hop chit HV9AI 1a
sexangularetin 3-0-(2”-0-(E)-p-cumaroyl-f-D-glucopyranosid c6 cong thuc (I) nhu
dudi day.

@
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Vi du 2: Thit nghiém hoat tinh quét goc tw do DPPH ciia hop chit cé cong thire (I)

Hoat tinh chéng oxy hoa cua ctia hop chit sexangularetin 3-0-(2”-O-(E)-p-
cumaroyl-$-D-glucopyranosid c6 cong thirc (I) thu dugce tr Vi du 1 dugc khao sat
bing phuong phip quét gdc tw do dugc tao ra bing cach pha 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) trong metanol. Hoat tinh chéng oxy héa thé hién qua viéc lam

giam mau ctia DPPH, dugc xé4c dinh bang cach do quang & budc séng L= 517 nm.

Céch tién hanh: Pha dung dich DPPH ¢6 néng do 1 mM trong metanol (MeOH).
Hop chét c6 cong thirc (I) thu duge tir Vi du 1 duoc pha trong DMSO 100% sao cho
ndng dd cubi ciing dat dugc 1a 50 pM va 200 pM pg/ml. Thuc hién phan tng trong
thoi gian 30 phat & 37°C, doc mat d6 hip thu cia DPPH chua phan ting bang may doc
Genios Tecan & bude séng 517 nm. Ty 18 % quét gbe tu do DPPH ciia mau thir duoc

tinh theo cong thic sau:
SC% = (ODtréng - ODm4u thir)/ ODtréng (%)

DMSO 10% la dung méi pha chit duoc sir dung nhu di chirng 4m (mAu trang).
Axit ascorbic & cac ndng d6 10 pg/mL va 50 pg/mL dugc st dung lam déi ching
duong dé so sanh mirc d6 6n dinh cta phuong phap. Thi nghiém dugc lap lai 3 lan d@é
dam bao tinh chinh x4c ctia thi nghiém va cia dit liéu. Két qua duoc thé hién trong
Bang 2 duéi day

Bang 2: Két qua thir nghiém hoat tinh quét gbc tu do DPPH

STT Tén mau Néng d6 thir % tc ché Sai s6
, 50 uM 37,12 0,33
1 Hop chat (I)
200 uM 78,30 0,32
10 pg/mL 40,49 2,27
2 Axit Ascorbic
50 pg/mL 97,65 0,10

Tir két qua trong bang 2 cho thiy hop chit (I) ¢6 hoat tinh chéng oxy hoa quét
gbc tu do DPPH & hai ndng d6 thir nghiém 50pg/mL va 200pg/mL. Trong d6, & ndng
d6 thir nghiém 200puM, mau hop chét (I) biéu hién kha ning chéng oxy héa quét gbc
tw do DPPH tdt.

Vi du 4: Thit nghiém hoat tinh gdy dic té bao

Hop chét thu duogc tir Vi du 1 duge thir nghiém tac dung gy doc té bao trén céc

dong té bao ung thu bao gdm té bao ung thu biéu mé KB (Human epidermic

-11-
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carcinoma) CCL -17™, té bao ung thu gan Hep G2 (Hepatocellular carcinoma) HB -
8065™, t& bao ung thu phdi LU-1 (Human lung carcinoma) HTB - 57™, va t€ bao ung
thu vii MCF-7 (Human breast carcinoma) HTB - 22™, tit ca déu do Bao tang gidng
chuén Hoa ky (ATCC) cung cép.

Céc dong té bao néu trén dugc luu gitt trong nito 10ng, hoat hoa va duy tri trong
cac moi truong dinh dudng nhu DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) hodc
MEME (Minimum Esental Medium with Eagle salt) co bb sung 7-10% FBS (Fetal
Bovine Serum) va mdt sb thanh phan thiét yéu khac. Té bao dwgc nudi trong cac didu
kién tiéu chuln (5% CO,, do 4m 98%, nhiét do 37°C, v tring tuyét di) va dugc ciy
chuyén 1-2 14n tru6e khi thi nghiém. Té bao phat trién & pha log s& dugc sir dung dé
thir @dc tinh.

Hop chét thu duge tir Vi du 1 dugc pha & ndng do6 gbc 1a 20mg/ml trong
dimetylsulfosit (DMSO) 100%. Sau d6 dugc pha loang 2 budc trén dia 96 giéng thanh
5 ddy ndng do tir cao xubng thip lan lugt 12 2564, 640, 160, 40 va 10 pg/ml. Nong do
chét thir trong dia thir nghiém twong ung 1a 128, 32, 8,2 va 0.5 pg/ml. Chét tham chiéu
duoc stir dung 1a Elipticin (Sigma) pha trong DMSO vé1 ndng d6 2 mg/ml.

Céc té bao ung thu duge trypsin hoa dé lam r0i té bao va dém trong budng dém
té bao. Sau do, pha té bao bang mdi trudng sach va diéu chinh mat do cho phti hop véi
thtr nghiém (khoang 1-3x10* té bao/ml tiy theo tirng dong té bao). Lay vao mdi giéng
10 pl chét thir da chuén bj & trén va 190 ul dung dich té bao. Dbi ching duong cia thir
nghiém 12 mdi trudng c6 chia té bao, d6i chimg am chi c6 moi trudng nudi chy. U cac dia
thi nghiém & diéu kién tiéu chuan. Sau 72 gio mdi giéng thi nghiém duoc tiép tuc G véi
10 ul MTT (5 mg/ml) trong thoi gian 4 gio. Sau khi loai bé moéi trudng, tinh thé
formaran dugc hoa tan bang 100 pl DMSO 100%. Két qua thir nghiém dugc x4c dinh
bang gia tri mat do quang OD do & budce séng 540 nm trén mdy quang phé Genios
Tecan. Thir nghiém dugc 1ap lai 3 1an. Gia tri ICso dugc xac dinh thong qua gia tri % tc

ché té bao phat trién va phan mém mdy tinh Rawdata nhu sau:
% trc ché t& bao = (ODchimg (+) — ODmau thir)/( ODehimg (+)— ODehimg (-)) X 100%

(Highlnh% - 50) X (HighConc - LOWConc)

Highy,po, - LOWphy,

ICSO = HighConc -

Trong do: Highcond/Lowcone: chdt thir & nong do cao/chat thir thdp & nong dg thdp;

Highinnss/ Lowimnes: % tec ché & nong do cao/% tec ché ¢ nong do thap
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Gi4 tri ICso < 20 pg/ml (v6i dich chiét tho) va ICso < 4 pg/ml (v6i chét sach)

dugc danh gid 1a c6 hoat tinh giy doc t& bao. Két qua thir nghiém dbi véi hop chét

glucosid Tuyen68 dugc néu trong Bang 3 dudi day.

Béng 3: Két qua thir nghiém hoat tinh gy doc té bao.

Phén trim trc ché cac dong té bao ung thw

Tén | Nong d6 miu
STT < .
mau thir (ug/ml) KB Hep-G2 Lu MCF7
256 71 58 69 50
64 49 34 47 45
16 43 25 43 28
1 | HV9A1
4 41 22 25 22
1 39 17 20 14
ICso 72,72 192 90,18 256
Ellipticin ICso 0,27 0,30 0,35 0,48

Két qua thir hoat tinh gdy doc té bao cta 4 dong té bao ung thu KB, Hep-G2,

Lu v MCF7 cho thdy hop chat (I) c6 kha ning tic ché yéu dbi véi cac té bao ung thu
KB va Lu (IC50=72,72 ug/ml véi KB va 90,18 pg/ml véi Lu), va gan nhu khéng ¢

kha ning wc ché ddi vai cac t& bao ung thu Hep-G2 va MCF7 (IC5¢=192 pg/ml véi
Hep-G2 va 256 pug/ml véi MCFE7).

Hiéu qua dat dwgc ciia sang che

Hop chét sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-S-D-glucopyranosid) thu

duoc theo sang ché thé hién hoat tinh chéng oxy hoa t6t va giy doc té bao yéu trén hai

dong té bao ung thu ngudi bao gbdm ung thu phdi (LU -1), ung thu biéu md (KB).

Phuong phap theo sang ché tao co sé khoa hoc vitng chéc cho cac nghién ciru ting

dung tiép theo nhim tao ra cac ché phim, thuc phdm chic ning t6t cho strc khoé tir

cay tra hoa vang (Camellia hakodae Ninh).

-13-
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap phan l1ap hop chédt sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-3-D-

glucopyranosid tir hoa cdy tra hoa vang, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc budc:

a) thu cao chiét etanol téng bang cach sdy lanh hoa cay tra hoa vang (Camellia
hakodae Ninh), nghién nhé thu nguyén lidu dang bot, sau d6 ngam chiét 3 1an véi rugu
etanol & nhiét do 60°C, mdi lan 60 phut trong diéu kién sidu am, ty 1é nguyén
litw/dung méi 1a 1/2 (w/v), gop dich chiét va loc bo tap chét, ct loai bo dung moi &

nhiét do 50°C trong diéu kién ap suét giam thu dugc cao chiét etanol téng;

b) thu phén doan giau flavonoit bang cach hoa tan cao chiét etanol tong véi mot luong
metanol rdi tim v&i chit hap phu 14 oxit silic SiO, va lam kho & é&p sudt giam va
nghién min, sau do nhdi 1én cot sac ky chira silicagel nhdi sin, va rira giai lan luot véi
cac hé dung modi bao gf”)m n-hexan, diclometan, etylaxetat, axeton, metanol, va
metanol:axit axetic 9/1, thu phan doan rira giai bing etylaxetat va cit loai dung méi
trong didu kién ap suét giam, cin chiét nay duogc nhdi 1én cot sic ky silica gel 60 ¢6
kich thuéc hat nam trong khoang tur 0,040 dén 0,063 mm va rira giai b?mg hé dung moi
CH,Cly/MeOH thay dbi véi cac ty 1& dung mdi twong tng 1a 100/0; 90/10; 80/20;
70/30; 40/60 va 0/100 (theo thé tich), thu phan doan rira giai CH2Cly/MeOH ¢6 ty 1€

80/20 (theo thé tich), sau khi ¢6 loai dung méi thu dugc phan doan giau flavonoit;

¢) thu phan doan giau nhém chit sexangularetin bang cach hoa tan phan doan giau
flavonoit véi mot lugng vira di dung mdi CH;OH nong do 98,75%, sau do nhdi 1én
cot silica gel 60 kich thuéc nam trong khoang tir 0,040 dén 0,063mm va rira giai bang
hé dung mdi CHoClL/EtOH thay ddi tang dan do phan cuc theo ty 1& bao gdm 90/10;
80/20; 70/30; 60/40; 0/100 (theo thé tich) thu phan doan chira sexangularetin trén co
s& kiém tra séc ky 16p mong, tiép d6 nhdi phan doan nay 1én cot sdc ky sephadex LH-
20 va rira giai bing metanol véi mdi phan doan 100 ml, thu phén doan thir ba giau

nhém chat sexangularetin; va

d) thu hop chit sexangularetin 3-O-(2”-O-(E)-p-cumaroyl-S-D-glucopyranosid bang
cach cd loai dung moi phan doan giau nhém chét sexangularetin roi hoa trong hé dung
moi CH2ClL/EtOH ty 18 8/2 (theo thé tich) thu phén két tda, cudi cting nhdi phan két
tha nay trén cOt Sephadex LH-20 va rira giai v6i metanol, sau khi ¢6 loai dung mdi thu
trong didu kién ap sut giam thu dugc hop chit sexangularetin 3-0-(2”-O-(E)-p-

cumaroyl-3-D-glucopyranosid dudi dang bot vo dinh hinh mau vang nhat.
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