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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan 1ap va tinh ché hop chét catechin co tac

dung diéu tri viém tur nam Tring ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801). Quy trinh theo

giai phap bao gdm cac budc: a) chuan bi nguyén liéu; b) chiét bot ndm Trimg ga; ¢) thu cac
cao chiét va phan doan chtra hop chét catechin; d) thu hop chét catechin tho; va e) tinh ché

hop chat catechin. Quy trinh theo giai phap thu dugc hop chat catechin c6 cong thirc (1).

Hop chét catechin thu dugc tir quy trinh theo giai phap c6 tac dung diéu tri viém trén co s

{rc ché sy san sinh NO.
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Linh vwe ky thuat dwoce dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vure cong nghé hoa sinh va céac hop chét thién nhién,
cu thé 1a giai phap dé cap dén quy trinh phén 1ap hop chét catechin tir nAm Tring ga
(Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801). Hop chit catechin thu dugc tir quy trinh theo
giai phap nay co thé duge st dung truc tiép hodc phéi hop véi céc thao duge khac aé
san xuét san pham co tac dung diéu tri cac bénh viém.

Tinh trang k§y thuit cia gidi phap hiru ich

Cac bénh viém la nguyén nhéan hang diu giy ra bénh ung thu, tim mach,
Alzheimer, tiéu dudng typ II, xuong khép, tu mién dich, than kinh, c4c bénh vé phéi.
Ty 18 nhiém, mtc do nghiém trong va su phirc tap cua cac bénh nay dang gia tang
nhanh chong, tir d6 lam téang dang ké ganh nang chi phi vé chiam soc strc khoé.

C6 nhiéu phuong phap dé diéu tri viém va mot trong nhitng phuong phdp hay
dugc str dung phé bién hién nay 1a st dung thube. Cac loai thude phé bién nhét hién
nay duogc st dung dé diéu tri cac bénh viém 1a cac 16p thudc corticosteroit, cac 16p chét
khéang-histamin, cac 16p chét khong steroit, decongestant, chét khang cholinergic, chit
4n dinh té bao Mast, v/v. (xem tai liéu cta C. A. Kontogiorgis va 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 thube khang
viém/di tmg khéng steroit (Non-steroidal alternative inflammatory drugs - NSAID) ¢6
nguén géc téng hop nhu clorpheniramin, cetirizin, levocetirizin, diclofenac, acuvali,
bromfenac, nevanac, v/v. (xem tai liéu cia 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). Céc loai thudc nay tuy da thanh cong vé mat thwong mai nhung c6
tac dung phu nhu r6i loan tim mach, Xuit huyét da day va r6i loan hd hép.

Do @6, viéc tim kiém cac hop chit méi ¢ tac dung diéu tri viém tir nguén thién
nhién, dic biét 12 ngudn dugc thay thé cho céc loai thube tong hop da dugc quan tAm

va dau tu nghién ctu. D&i v6i Nam Trang ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801),
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céc tac gia da phat hién ra tic dung khéng viém cua cac cao chiét ciing nhu cac hop
chét phan 13p duoc (xem tai li¢u cia Z. J Yang, D. D. Zhou, S. Y. Huang, A. P.
Fang, H. B. Li, H. L. Zhu. Effects and mechanisms of natural products on Alzheimer's
disease. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2021, 6, 1-21; W. J. Hu, Z. P.
Li, W. Q. Wang, M. K. Song, R. T. Dong, Y. L. Zhou, Y. Li, D. Wang. Structural
characterization of polysaccharide purified from Amanita caesarea and its
pharmacological basis for application in Alzheimer's disease: endoplasmic reticulum
stress. Food & Function, 2021, 12, 11009-11023). Tuy nhién, tic dung khang viém
ctia hop chét catechin c6 trong loai ndm Tring ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers.
1801) lai chua dugc nghién ctu. Cu thé, Dogan va Akbas da phat hién hop chét
catechin ¢6 trong loai nAm Tring ga (dmanita caesarea (Scop.) Pers.) bing sic ky khi
| (Gas-chromatography) (xem tai liéu ciia H. H. Dogan and G. Akbas. Biological
activity and fatty acid composition of Caesar's mushroom. Pharmaceutical Biology,
2013, 51, 863-871). Tuy nhién, han ché cua cong trinh trén 1a khong dua ra duoc quy
trinh tach va tinh ché hop chét nay. Do d6, giai phép sau ddy dua ra quy trinh phan lap
va tinh ché hop chét catechin c6 tac dung khang viém tir loai nidm Trang ga (dmanita
caesarea (Scop.) Pers. 1801). Dua vao két qua sang loc hoat tinh khang viém, cao
chiét diclometan duoc lya chon dé tach va tinh ché hop chét catechin c6 hoat tinh sinh
hoc, cu thé 1a ¢6 tac dung diéu tri viém thong qua trc ché su san sinh oxit nitric (NO).
Ban chit ky thuat cia gidi phap hitu ich

Giai phép hitu ich nhim giai quyét vAn d& néu trén, cu thé 1a giai phap hiru ich dé
cép dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chét catechin tir ndm Triung ga (Amanita
caesarea (Scop.) Pers. 1801) c6 tac dung didu tri viém va hop chit catechin thu dugc
tir quy trinh nay.

Theo khia canh thir nhat, giai phap dé xuét quy trinh phan 13p va tinh ché hop chat
catechin c6 tac dung tc ché su san sinh NO tir ndm Tring ga (Amanita caesarea
(Scop.) Pers. 1801), trong d6 quy trinh nay bao gdm cac buédc:

a) chuin bi nguyén liéu bang cach thu ndm Trang ga, loai bo tap chét, rira sach,
thai nho, siy kho dén khéi lugng khong dbi & nhiét do nim trong khoang tir 45 dén

55°C va xay nho dén kich thudce khoang 0,2 mm thu dugc nguyén li¢u bot ndm Tring

ga;
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b) chiét nguyén liéu bang cach chiét nguyén liéu bot ndm Trang ga véi etanol 96°
theo ty 18 1/5 (khdi lwgng/thé tich) va tién hanh chiét bot ndm trong diu kién siéu am
v6i thoi gian siéu am tir 20 dén 40 phat ¢ nhiét do chiét ndm trong khoang tir 60 dén
70°C, sau do thu dich chiét va co quay loai bo dung mdi dudi dp sut giam dé thu duoc
cao chiét etanol (ACE);

¢) hoa tan cao chiét ACE bang céch hoa tan cao chiét ACE vao nudc néng theo ti
1€ 1/3 (khéi lugng/thé tich), sau do siéu 4m dé hoa tan hét cao chiét ACE thu dugc hdn
hop dang long;

d) chiét bang diclometan bing cach bd sung diclometan vao hdn hop dang 16ng
thu dugc & buédce ¢) theo ty 1¢ 1/3 (thé tich/thé tich), str dung may khudy dé khudy déu
hdn hop, sau do bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gio, thu
phin hoa tan trong dung mdi diclometan va cd quay loai bo dung mdi dudi ap suat
giam dé thu dugc cao chiét diclometan (ACED);

e) thu phan doan chtta hop chit catechin bang cach nhoi phan cao chiét
diclometan (ACED) thu dugc & budce d) 1én cot sdc ky silica gel c6 kich c& hat 230 dén
400 mesh, tién hanh rtra giai v6i hé dung moi n-hexan/axeton lan luot theo ty 1& 50/1,
30/1, 10/1, 7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan n-hexan/axeton ty 1€ 3/1 va
¢6 ki hi¢u ACED-6;

f) thu hop chat catechin thd bang cach nhdi phan doan c6 ki higu ACED-6 thu
duoc ¢ budc e) 1€n cot sdc ky silica gel c6 kich c& hat 230 dén 400 mesh, tién hanh rira
gidi v6i hé dung moi diclometan/metanol 1an lugt theo ty 1& 10/1 va 7/1 (thé tich/thé
tich), thu phan doan diclometan/metanol ty 1¢ 7/1 va c6 ki hi¢u ACED-6-2;

g) tinh ché hop chét catechin bing cach nhdi phan doan ¢6 ki hiéu ACED-6-2 thu
duoc & budce f) 1én cot sic ky ODS véi chit hép phu 1a silica gel pha dao RP-C18 c6
kich c& hat 40 dén 63 um theo ti 16 1/10 (khdi lugng/khdi lvong) véi hé dung méi rira
gidi 12 axetonitril/nwéc (1An luot theo ty 18 1/1 va 2/1, thé tich/thé tich), sau khi c6 loai
dung mdi, thu dugc hop chét catechin chét rin, khong mau va c6 cdng thuc (1) sau:

OH
$_OH

2 7t
8

HO 7 A e 02l s
6'
5 3
7@0@\%

OH
(1)



3668

Theo mot phuong an uvu tién, trong d6 budce chiét bang diclometan déu duoc thuc
hién 3 lan.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 hé dung mdi rira giai trong budc thu phan
doan chtra hop chét catechin thd 12 diclometan/axeton theo ty 1& axeton tang dan tir 0
dén 100%.

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 con c6 bude tinh sach hop chit catechin
bﬁng cach hoa tan san phém thu duge trong hé dung mdi metanol/nude dé thu hop chét
catechin tinh khiét trén 95%.

Theo mdt khia canh th® hai, giai phap dé cap dén hop chét catechin c6 cong thitc
(1) dugc su dung truc tiép hoic phéi hop v&i cac thao duoc khac lam nguyén liéu san
xuét san phdm diéu tri bénh viém.

MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap dugc md ta mot cach chi tiét voi cac phuong 4n thuc hién quy
trinh phan 1ap va tinh ché hop chit catechin c6 tac dung diéu tri viém tr nidm Tring ga
(Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801) va hop chét catechin thu duoc tir quy trinh nay
cung vai cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, c4c vi du minh hoa nay chi nham lam
r3 ban chét cta giai phap chir khong nhim han ché pham vi yéu cau bao hd cua giai
phap

Theo khia canh thtt nhit, giai phip dé cap dén quy trinh san xuét hop chét
catechin ¢6 tac dung diéu trj viém tir ndm Tring ga (Admanita caesarea (Scop.) Pers.
1801), trong d6 quy trinh nay bao gdm cic budc: a) chudn bi nguyén lidu; b) chiét bot
ndm Tring ga; c) thu cac cao chiét va phan doan chita hop chét catechin; d) chiét hop
chét catechin; ) thu hop chét catechin tho; va f) tinh ché hop chat catechin.

Trong budc chuén bi nguyén liéu, thu nim Tring ga, loai bo tap chét, rira sach,
théi nho, sau d6 siy kho & nhiét do ndm trong khoang tir 45 dén 55°C va xay nhé (dén
kich thudc 0,2mm) thu dugc nguyén li€u bot nAm Trang ga.

Trong budc chiét nguyén liéu bt ndm Trimng ga, tién hanh chiét ba 1an phan bot
thu duge & trén bing etanol 96° theo ty 18 1/5 (khbi lugng/thé tich) trong diéu kién siéu
am vGi thoi gian siéu am tir 20 dén 40 phut & nhiét do chiét ndm trong khoang tir 60
dén 70°C. Sau khi chiét, phan dich chiét dugc thu gom va c6 quay loai bd dung moi

dudi ép suit giam dé thu duoc cao chiét etanol (ACE).
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Trong budc hoa tan cao chiét ACE, hoa tan cao chiét ACE vao nudc nong, sau d6
siéu 4m dé hoa tan hét cao chiét ACE thu dugc hdn hgp dang long.

Trong budc thu cao chiét diclometan, b6 sung diclometan vao hon hop dang 16ng
thu duge & trén, sit dung may khudy dé khudy déu hdn hgp, sau do bd sung vao binh
phén pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi
diclometan va cd quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét
diclometan (ACED).

Trong budc thu phan doan chtra hop chét catechin, dua cao chiét ACED thu dugc
& budc trén 1én cot sic ky silica gel c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh, tién hanh rira
giai vdi hé dung moi n-hexan/axeton lan luot theo ty 1& 50/1, 30/1, 10/1, 7/1, 5/1 va
3/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan n-hexan/axeton ty 1¢ 3/1 va c6 ki hiéu ACED-6.

Trong budce thu hgp chit catechin tho, dua phan doan co6 ki hiéu ACED-6 thu
duoc & bude trén 1én cot shc ky silica gel c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh, tién hanh
rira gidi véi hé dung mdi diclometan/metanol lan luot theo ty 1& 10/1 va 7/1 (thé
tich/thé tich), thu phan doan diclometan/metanol ty 1& 7/1 va c6 ki hiéu ACED-6-2.

Trong budc thu hop chét catechin tinh, dwa phan doan c6 ki hi¢éu ACED-6-2 thu
duoc & budce trén 1én cot sic ky ODS voi chét hip phu 12 silica gel pha dao RP-C18 c6
kich c& hat 40 dén 63 pm theo ti 1& 1/10 (khdi lwong/khéi lugng) v6i hé dung mai rira
giai 1a axetonitril/nude (1An lugt theo ty 18 1/1 va 2/1, thé tich/thé tich), sau khi ¢d loai

dung moi, thu duoc hop chét catechin dang ran, khong mau va c6 cong thuc (1) sau:

OH

3
» 4.OH
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Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 hé dung moéi rira giai trong budce thu phan
doan chta hop chét catechin tho la diclometan/axeton theo ty 1¢ axeton tang dan tir 0
dén 100%.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 con c6 budc tinh sach hop chit catechin
bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung méi metanol/nuée dé thu hop chit

catechin tinh khiét trén 95%.
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Theo mdt khia canh thu hai, giai phap dé cap dén hop chét catechin thu dugc
bang quy trinh theo giai phéap, trong d6 hop chét catechin c6 cong thic (1) duge st
dung truc tiép hodc phéi hop véi cac thao dugc khac lam nguyén ligu san Xuét san
phdm diéu tri bénh viém.

Vi du thyc hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Phdn Igp va tinh ché hop chdt catechin tir nam Trimg ga (Amanita caesarea
(Scop.) Pers. 1801).

Thu nidm Tring ga, loai bo tap chét, rira sach, thai nho, sdy kho ¢ nhiét do
khoang 50°C dén khéi lugng khong ddi sau d6 xay nho thanh bot (co kich thude
0,2mm) va thu dugc 1kg bot. Phin bot nay duge chiét ba lan bing etanol 96° (3 x 5L)
trong diéu kién siéu 4m voi thoi gian siéu 4m 30 phut & nhiét do chiét 65°C, sau khi ¢o
quay loai bo dung moi thu dugc cao etanol (ACE 50g). Cao chiét ACE dugc hoa tan
vao 150 mL nudc ndéng, sau do siéu am dé hoa tan hét cao chiét ACE thu dugc hon
hop dang 16ng. B6 sung 450 mL diclometan (3 x 450 mL) vao hdn hop dang 16ng, st
dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau d6 bd sung vao binh phén pha, dé lang
trong vong 1 gio, thu phén hoa tan trong dung méi diclometan va cit loai bo dung mai
dudi 4p suét gidm thu duge cao chiét diclometan (ACED; 15g). Cao chiét ACED (15g)
dwoc dua lén cot sic ky véi chat hip phu la silica gel (co kich ¢& hat 230 dén 400
mesh) va hé dung moi rira giai 1a n-hexan/axeton lan luot theo ty 1& 50/1, 30/1, 10/1,
7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu dugc phan doan c6 ty 1é n-hexan/axeton 1a 3/1 va
¢6 ki hiéu 12 ACED-6 (1,2g). Phan doan ACED-6 (1,2g) tip tuc duoc dua 1én cot sdc
ky vé6i chat hdp phu la silica gel (c6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi ria
giai 1a diclometan/metanol theo ty 16 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich) thu dugc phan doan
¢6 ty 1é diclometan/metanol 1a 7/1 va ¢6 ki hiéu 1a ACED-6-2 (520mg). Hoa tan phan
doan ¢6 ki hiéu ACED-6-2 (520mg) 1én cot sic ky ODS véi chit hap phu la silica gel
pha ddo RP-C18 (c6 kich ¢& hat 40 dén 63um) theo ti 1¢ 1/10 (khdi lugng/khdi lwgng)
v6i hé dung mdi rira gidi 1a axetonitril/nude (1An luot theo ty 18 1/1 va 2/1, thé tich/thé
tich) thu dugc hop chat co tén 1a catechin (415 mg) c6 cong thirc (1) dang ran, khong
mau.

Vi du 2: Dinh tinh va dinh luong hop chdt catechin dwoc phdn ldp va tinh ché tir nam

Tritng ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801).



3668

Hop chit dang ran, khéng mau thu dugc ¢ Vi du 1 dugce xac dinh vé mit dinh
tinh va dinh luong bing cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Két qua
nhu sau:

Bic tinh cia hop chit catechin cé cong thirc (1)
- Tén theo TUPAC: (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2 H-chromene-
3,5,7-triol.

- M6 ta: Hop chét dang ran, khong mau, tan tdt trong dung mdi metanol. Xac
dinh dinh tinh bing sic ky 16p méng trén ban mong silica gel pha dao trang san 60 RP-
18 Fas4s (Merck), dung moi trién khai 1a metanol/nude = 2/1 (v/v); Rt = 0,45.

- CTPT: Ci15H1406 (M = 290).

- [o]3 =+ 42,1 (¢ 0.3, MeOH).

- UV Amax (MeOH): 276 nm;

_CD (¢ 0.1, MeOH): Asas (nm) — 7,62; Aeags (nm) — 2,24;

- Phd cong hudng tir hat nhan: 'H-NMR (400 MHz, Metanol-dk) ou (ppm): 6,84
(1H, d, J=2,0 Hz, H-2"); 6,77 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"); 6,72 (1H, dd, /= 8,0; 2,0 Hz,
H-6'); 5,93 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-8); 5,86 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-6); 4,57 (1H, d, /= 8,0
HZ, H-2); 3,98 (1H, td, J = 8,0; 5,6 Hz, H-3); 2,85 (1H, dd, J = 5,6; 16,0 Hz, H-44x);
2,52 (1H, dd, J = 8,0; 16,0 Hz, H-4;q); BC-NMR (100 MHz, Metanol-ds) dc (ppm):
157,93 (C-7); 157,68 (C-5); 157,03 (C-9); 146,35 (C-4'); 146,33 (C-3'); 132,33 (C-1");
120,18 (C-6'); 116,22 (C-5"); 115,37 (C-2"); 100,94 (C-10); 96,41 (C-6); 95,63 (C-8);
82,96 (C-2); 68,93 (C-3); 28,63 (C-4).

Céu trac héa hoc cia hop chat ¢6 cong thice (1) duge so sanh véi co s¢ dit ligu vé
hop chit hoa hoc va khing dinh ring hop chit c6 cong thuc (1) 1a hop chét co tén
catechin.

Vi du 3: Xdc dinh hoat tinh uc ché sw san sinh NO cuia hop chat catechin phan lap tu
ném Trimg ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801) trén dong dai thwe bao RAW
264.7.

+ Nudi cdy té bao:

Té bao RAW 264,7 dugc nudi trong mdi truong DMEM-F12, FBS 10% dén o
pht 70-80%, sau do6 té bao dugc ciy chuyén vao dia 96 giéng dé thuc hién thi nghiém

Vi cac thay déi vé ndng 4 LPS, mat do té bao, cac diéu kién gay doi t€ bao, thoi gian

-8



3668

0 v6i LPS. Sau d6, 50uL dich ndi trong dia 96 giéng nudi té bao (sau khi da u voi LPS
va dat duoc céc chi ti€u vé thoi gian va thanh phan thi nghiém) duoc chuyén sang dia
96 giéng khéc va bd sung mot thé tich SOpL thude thir Griess, i 10 phut. Do OD bude
song 550nm.

+ Phuong phap xac dinh hoat tinh tc ché su san sinh NO cua hop chét catechin phan
lap tu nadm Tring ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801).

Té bao RAW 264,7 dugc chy vao dia 96 giéng v6i mat do 10 té bao/giéng, u
trong 12 giv & didu kién 37°C, 5% CO,. Hit b6 méi trudng cfi va thay thé bing moi
truong chia 1% FBS, U trong 6 gio. Sau d6, thay moi truong cll bang mdi trudng co
chita hop chit catechin (hodc ddi ching dwong-Celastrol) & cac ndng do khac nhau va
LPS ndng d6 0,5ug/mL, & 24 giod. Hat 50uL dich ndi trong mdi giéng sang dia 96
giéng khac va bd sung 50uL thudc thtr Griess, G 10 phat. Do OD tai budc séng 550nm.

Kha nang e ché sy san sinh NO duogc tinh bang cong thirc:

ODssonm kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm kich thich dugc tri ligu x 100 (%)
0
ODssonm kich thich LPS khong tri liéu — ODssonm khong kich thich LPS

Kha ning trc ché =

Bang 1. Hoat tinh @c ché su san sinh NO cta hop chét catechin phan lap

tir nAm Tring ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801)

Hop chét ICso (LM)
Catechin 4,8+0,2
Celastrol 1,0+0,1

Tac dung trc ché su san sinh NO cua hop chat catechin duoc thé hién ¢ bang 1.
Hop chét catechin c6 tac dung trc ché manh su san sinh NO véi gia tri ICso = 4,8 £ 0,2
(LM) so v6i chit dbi chimg duong-Celastrol (ICso = 1,0 = 0,1 uM). Vi tic dung G
ché manh su san sinh NO, hgp chét catechin c¢6 tiém nang trong diéu tri viém, tir @6
dinh hudng hop chit catechin c6/hodc khong phéi hop v6i cac thao duge khac lam
nguyén liéu san xuét san phdm c6 tac dung diéu trj bénh viém.
Hiéu qua dat dugc ctia giai phap hiru ich

Quy trinh cta giai phap hitu ich cho phép phan lap va tinh ché hop chét catechin
tir nAm Trang ga (dmanita caesarea (Scop.) Pers. 1801) v6i hi¢u suit chiét cao va c6
tac dung didu tri viém trén co s& e ché tot su san sinh NO. Bing céach st dung sdc ky

cOt va diéu chinh hé dung moi tdi uu, quy trinh cho phép chiét dugc hoat chét c6 hiéu
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suat chiét cao, tir d6 m& ra mot hudng san xuét c6 kha ning cung cip nguyén liéu cho
nganh dugc trén co s¢ cac hoat chét co nguén géc tur tu nhién. Hop chét catechin theo
giai phap co tiém nang phat trién thanh duoc pham hoic thyc pham chtrc ning hd trg

trong viéc ngan ngira va dicu tri bénh viém.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh phan l4p va tinh ché hop chit catechin co tac dung khang viém tir ndm
Trimg ga (Amanita caesarea (Scop.) Pers. 1801), trong d6 quy trinh nay bao gém cac
budce:

a) chuén bi nguyén liéu béng cach thu ndm Trimg ga, rira sach, loai bd tap chét,
thai nho, sau d6 sdy kho dén khdi luong khong doi & nhiét do ndm trong khoang tir 45
dén 55°C va xay nho dén kich thuéc khoang 0,2mm thu dugc nguyén liéu bot nim
Trl'mg ga;

b) chiét nguyén liéu bang cach chiét nguyén liéu bot ndm Trimg ga véi etanol 96°
theo ty 18 1/5 (kh6i lugng/thé tich) trong didu kién siéu am véi thoi gian siéu am tir 20
dén 40 phat & nhiét do chiét nam trong khoang tir 60 dén 70°C, sau khi cit loai dung
moi thu duge phin cao chiét;

¢) hoa tan cao chiét bang cach hoa tan cao chiét thu dugc & bude b) vao nudce
néng theo ti 1& 1/3 (khéi lwong/thé tich), sau d6 sidu am dé hoa tan hét cao chiét thu
duoc hdn hop dang 16ng;

d) chiét biang diclometan bang cach bd sung diclometan vao hdn hop dang 1dng
thu dugce & bude ¢) theo ty 18 1/3 (thé tich/thé tich), sit dung may khudy dé khuéy déu
hdn hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gid, thu
phén hoa tan trong dung méi diclometan va c¢b quay loai bé dung moi dudi ap sudt
giam dé thu duoc cao chiét diclometan;

e) thu phan doan chira hop chat catechin bang cach nhdi phan cao chiét thu dugce
& bude d) 1én cot sac ky silica gel ¢6 kich ¢& hat 230 dén 400 mesh, tién hanh rira giai
v6i hé dung mdi n-hexan/axeton theo ty 18 50/1, 30/1, 10/1, 7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé
tich) thu dugc phan doan c6 ty 1€ n-hexan/axeton 1a 3/1;

f) thu hop chit catechin thd bang cach nhdi phan doan n-hexan/axeton 14 3/1 thu
dugc & trén 1én cot sic ky véi chat hdp phu 1a silica gel (c6 kich ¢& hat 230 dén 400
mesh) va hé dung mbi rira giai 1a diclometan/metanol 1an luot theo ty 18 10/1 va 7/1
(thé tich/thé tich) thu duoc phan doan c6 ty 1¢ diclometan/metanol 13 7/1; va

g) tinh ché hop chit catechin bing cach nhdi phan doan c6 ty &
diclometan/metanol 1a 7/1 1én cot sic ky ODS véi chat hap phu la silica gel pha dao
RP-C18 ¢6 kich c& hat 40 d&én 63 um theo ti 1& 1/10 (khdi luong/khdi lwong) véi hé
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dung moi rira giai 13 axetonitril/nude (theo ty 18 1/1 va 2/1, thé tich/thé tich), sau khi
¢6 loai dung méi, thu duoc hop chét catechin dang ran, khong mau va c6 cong thie (1):
OH

y
2 A LOH
HO 7 A8 02 5
5
5 3
m"“

OH
(1)
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