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(57) Sang ché @& cap dén quy trinh phan 14p hop chat B-sitosterol ¢ hoat tinh cam
mg ti tao xuong tr cAy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau). Bang cach chiét bot
ciy Bim Bip trong etanol dé thu cao chiét chira B-sitosterol, sau d6 séc ky hai l4n trén
cot silica gel ¢& hat khoang 0,063 mm, c& 16 tir 234 dén 400 mesh va ria giai béng hé
dung mbi n-hexan:axeton dé thu phan doan giau hop chit p-sitosterol trén co s& sic ky
ban mong. Sau khi két tinh qua dém, phin tinh thé duoc ria bang hé dung moi
MeOH/H,0 ty 18 1:1 (thé tich/thé tich) thu dwoc hop chit B-sitosterol dang tinh thé.
Hop chét B-sitosterol thu dugc c6 hoat tinh cam tng téi tao xuong, cho phép phit trién

duoc liéu phat trién ché phadm giup tai tao xuong.
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Linh vwe ky thuét dwoce dé cip

Sang ché thudc linh vuc hoa duoc va hoat chét co nguén géc tlr tu nhién, cu thé
1a sang ché dé cap dén quy trinh phan 1ap hop chét p-sitosterol ¢6 hoat tinh cam Gng

tai tao xuwong tu cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau).
Tinh trang k§ thuit clia sing ché

Bénh losing xuong dang 13 cin bénh phd bién toan ciu, bénh nay khién xuong dé
gdy do tang tinh don ctia xwong, vi thé anh hudng nghiém trong dén stic khoe, cudc
séng clia m&i ¢4 nhan ciing nhw cong ddng x& hoi. Ty 16 ngudi bi lodng xuong dang
ngdy mot ting 1én & ca cdc nudc phat trién va dang phat trién, dic biét 1a véi nhiing
ngudi ¢6 tudi. Cac sb lidu thdng ké cho thdy khoang trén 200 triéu ngudi trén toan thé
gi61 bi bénh nay.

Lodng xuwong xay ra do su mit cAn bing gitta sy mat xuong va su hinh thanh
xuong, trong d6 su hinh thanh xwong xay ra chdm hon sy mét xwong. Vi vdy, cic
nghién ctru tAp trung vao viéc tim kiém cac hoat chét tai tao xuong hodc giam sy mét
xuong dé didu tri loing xuong dang duoc quan tAm. Phan 16n céc thubc co trén thi
truong 13 cac tac nhan lam gidm sy mat xuong. Trong khi d6, chi ¢6 rét it chat c6 kha
néng cam mg lam ting su tao xuong. Thém vio d6, viéc sit dung cac hda chit dé didu
tri lodng xuong bi han ché do c6 phan ung phu khi st dung lau dai. Do d6, cin tim
kiém va str dung nhiing chét tu nhién c6 kha nang cadm Umg tai tao xuong mdi, it phan
ting phu dé xr 1y bénh lodng xwong va duy tri d bén ciia xuong 1 huéng nghién ctu

ti€ém nang dé diu tri bénh lodng xuong cling nhu cac bénh lién quan.

Céc chit cam ng tai tao xuong c6 kha ning didu tri bénh théng qua viée e ché
hoat tinh ctia t& bao hap thu xuong osteoclast (bone-resorption cell) va kich thich biét
héa té bio tao xuong osteoblast (bone-forming cell). Hoat tinh nay lién quan dén kha
nang lam ting hoat tinh enzym kiém phosphataza (ALP) va su khodng héa & té bao tao
xuong. Day 14 nhitng chi thi quan trong dau tién dugce dung dé sang loc hoat tinh cam
Ung tai tao xuong.

Cay Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) 1a mot loai thuc vat c6 hoa trong ho
O 16 (Acanthaceae). Cay c6 ngudn gbe tir chau A va con goi 12 ciy Xwong Khi, Méanh
Cong hay Bim Bip. C4c chit phan lap tir cdy Bim Bip cho thiy ¢6 céc hoat tinh sinh
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hoc khac nhau nhu chéng oxy hoa, khang virut, chng viém, chéng nhiém tring,
chéng angiogen va chdng tiéu duong. Trong y hoc ¢d truyén, ciy Bim Bip da duogc st
dung 1am thubc dé diéu tri gdy xuong, tuy nhién co ché dic tinh tii tao xwong van
chua 16 rang. Do d6, cin ¢ nhitng nghién ctru tim kiém céc hoat chit ¢6 dic tinh tai

tao xuong tur cdy Bim Bip dé ung dung tac dung tri li€u cua loai thuc vat nay.

B-sitosterol (CygHs;O) 1a mdt hop chit tu nhién xuit hién trong nhiéu loai thuc
vit va c6 nhiéu trong trai cdy, rau, qua va hat. B-sitosterol 12 hoat chit mang lai nhidu
loi ich cho stc khoe, gop phﬁn vao viée diéu tri nhidu bénh ly, vi du di tmg, hen suyén,
dau co xo, soi mat, dau nira ddu, bénh vay nén, viém khép dang thép va 16i loan kinh
nguyét. Bén canh do, p-sitosterol con giup phong ngtra bénh tim mach do ¢6 kha ning
lam gidm murc cholesterol bing céch han ché lwong cholesterol vao co thé va han ché
mdt sb dang ung thu. Mit khac, B-sitosterol con c6 kha ning lién két v6i tuyén tién lict

gitip 1am giam sung/viém tuyén nay.

Céc nghién ctu truée ddy di phan 1ap duge hop chit B-sitosterol va da chung
minh n6 c6 tdc dung khang khuén, chéng oxi hoa, khang viém. Tuy nhién, hoat tinh
cam g tai tao xuong ciing nhu ing dung hop chét duge phén lap tir cdy Bim Bip dé

lam thudc hay thuc phdm chitc ning van chua duoc cong bb.

Hién d3 c6 mot sd nghién ctru vé hop chét B-sitosterol tur thuc vat cling nhu Gmg
dung trong sin xuét thudc. Bai bdo Nicolas Panayotis et al., “B-sitosterol reduces
anxiety and synergizes with established anxiolytic drugs in mice”, 2021, Cell Report
Medicine 2(5): 100281 da cho thiy ring khi sir dung B-sitosterol tiém vao chudt da
gitip lam giam cdng thang, phuc hdi tri nhd va hoat hoa yéu t6 c-Fos & thly tran ciin
nhu d6i hai ma. Ngoai ra, su giam cing thing & chudt ciing dugc quan sat thdy khi xir
Iy két hop liéu thap B-sitosterol v6i thudc chdng trdm cam SSRI fluoxetine. Phét hién
tién 1am sang nay goi y cho cac nghién ctru tiép theo dé phat trién chit nay thanh thudc
giam cing thang & dang don hay két hop v6i cac thude chéng trAm cam khac (SSRIs)
& lidu thép.

Tai liéu Alemany L. et al., “Plant sterols from foods in inflammation and risk of
cardiovascular disease: A real threat”, 2014, Food Chemistry Toxicology 69: 140—149
da cho thdy céc sterol thuc vét trong d6 c6 B-sitosterol c6 thé lam gidm muc do
cholesterol trong mau thdng qua viéc han ché Jugng cholesterol di vao co thé nho d6
lam gidm bénh tim mach, lam gidm viém khdp cling nhu ngén nglra sy tdng kich thude

cua tuyén tién liét.
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Tai liéu Awad A. et al., “B-sitosterol activates fas signaling in human breast
cancer cells”, 2007, Phytomedicine 14: 747-754 d& chiing minh B-sitosterol cé tac
dung hoat hoa tin hidu fas trong t& bao ung thu vii nhd d6 thic day qua trinh chét theo
chuong trinh ctia t€ bao ung thu va ¢ thé st dung chét nay nhu liéu phap phong ngira

ung thu vi.

Tai liéu Chauhan S. et al., “In-vitro osteoblast proliferation and in-vivo anti-
osteoporotic activity of Bombax ceiba with quantification of by HPTLC and HPLC”,
BMC Complement Alternative Medicine, 2018 da cho thdy dich chiét v ciy Bombax
ceiba chira cic chét lupeol, axit gallic va B-sitosterol c6 hoat tinh cam tng t& bao tao
xuong trén dong t& bao UMR-106 va trén md hinh in vivo trén chudt da cit bo budng

tring din dén loAng xuong. Tuy nhién, co ché tac dung vin chua duoc 1am sang to.

Do d6, vin can c¢6 quy trinh phén 14p hop chat B-sitosterol c6 hoat tinh cam ung
tai tao xuong tir cAy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) dé phat trién cdc dugc chét

nham phat trién.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Séng ché nham khéc phuc cac van dé néu trén, cu thé 1a sang ché nhim muc dich
phan 18p hop chét B-sitosterol c6 hoat tinh cam mg tai tao xwong tir cdy Bim Bip

(Clinacanthus nutans Lindau), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc buéc:

a) thu cao chiét etyl axetat chita B-sitosterol bing cich ngim chiét nguyén liéu
bot cay Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) trong dung moi etanol 96% theo ty 1&
nguyén liéu/dung moi 1a 1/3 (khdi luong/thé tich), mdi 14n chiét trong thoi gian 3
ngay, lap lai 3 lan, phén dich chiét duoc g0p va ct loai dung moéi béng cach cd quay ¢
50°C, 4p suit 50 kPa thu dugc cao chiét etanol rdi hoa tan véi nude va chiét bang etyl

axetat ba lan, sau khi ¢6 loai dung méi thu duoc cao chiét etyl axetat chira B-sitosterol;

b) thu phan doan giau B-sitosterol bang cich nhdi cao chiét etyl axetat chira B-
sitosterol thu duoc 1én cot sic ky silica gel, c& hat khoang 0,063 mm, c& 15 tir 234 dén
400 mesh va rira giai bang hé dung moi n-hexan:axeton ty 1& 5:1 (thé tich/thé tich), thu
céc phan doan chira B-sitosterol trén co s kiém tra bing sic ky ban mong, sau d6 phén
doan nay duoc nhoi tiép 1én cot sic ky silica gel, ¢& hat khoang 0,063 mm, c& 15 tir
234 dén 400 mesh va rira giai bing hé dung méi n-hexan:axeton ty 16 7:1 (thé tich/thé

tich), thu phan doan gidu B-sitosterol trén co s& kiém tra bing sic ky ban mong; va

¢) thu nhan hop chét B-sitosterol bang cach dé phan doan gidu p-sitosterol thu

(8]
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dugc qua dém dé p-sitosterol két tinh, tiép d6 rira nhanh phan két tinh nay véi hé
dung méi MeOH/H,O ty 18 1:1 (thé tich/thé tich) thu dwoc hop chét B-sitosterol dang
tinh thé.

Mo t3 van tat cac hinh vé

Hinh 1 13 hinh v& cAu tric hoa hoc cua hop chét B-sitosterol thu dugc tlr cdy Bim
Bip (Clinacanthus nutans Lindau), hop chét B-sitosterol c6 cong thire CyoHs; O, trong
luong phan tt MW = 415.

Hinh 2 14 bidu d6 két qua thir nghiém dénh gi4 kha ning sinh trudng clia té biao
tao xuong MC3T3-E1 trong diéu kién c6 bd sung hop chét B-sitosterol thu duoc tir cly
Bim Bip.

Hinh 3 14 biéu d6 két qua thir nghiém tac dung cua hop chat B-sitosterol 1én hoat
tinh ALP cua té bao tao xwong MC3T3-EL.

Hinh 4 1 biéu d6 két qua thir nghiém tac dung cta B-sitosterol 1én hoat tinh

khoang héa ctia té bao tao xuong MC3T3-El.
M0 ta chi tiét sing ché

Sang ché dé cdp dén quy trinh phan 14p hop chit B-sitosterol c6 hoat tinh cam
Ung tai tao xuong tr cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau), trong d6 quy trinh
ndy bao gdm céc budc thu cao chiét etanol chira B-sitosterol, thu phan doan giau f-

sitosterol, va thu nhan hop chét B-sitosterol.

Nguyén lidu dugc str dung theo sang ché 1a bot thu duoc tir cdy Bim Bip ¢ tén

khoa hoc la Clinacanthus nutans Lindau.

Trong bude thu cao chiét etyl axetat chira B-sitosterol, tién hanh ngam chiét
nguyén liéu bot cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) trong dung mdi etanol
96%. Ty 1& nguyén liéu/dung moi 1a 1/3 trong luong/thé tich (w/v). Mbi 14n chiét
nguyén liéu dugc thuc hién trong thoi gian 3 ngay. Qua trinh chiét duoc lap lai 3 1an,
phan dich chiét dugc gdp va cét loai dung méi bing céch ¢ quay & 50°C, ap suat 50
kPa (0,5 atm) thu duoc cao chiét etanol. Tiép d6 hoa cao chiét etanl v6i nude va chiét
phén doan béng etyl axetat ba l4n, sau khi c6 loai dung méi thu dugc cao chiét etyl

axetat chtra 3-sitosterol.

Trong budc thu phin doan gidu B-sitosterol, tién hanh nhdi cao chiét etanol chira

B-sitosterol thu duoc 1én cot sic ky silica gel. Cét duoc su dung hat silica gel c& hat
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khoang 0,063 mm c6 c& 18 tir 234 dén 400 mesh. Hé dung méi rira giai duoc sir dung
14 hé dung mdi n-hexan:axeton ty 18 5:1 (thé tich/thé tich). Cac phan doan chira p-
sitosterol dugc thu gom trén co sé kiém tra bang sic ky ban méng. Sau d6 phan doan
nay duoc nhdi tiép 1én cot sic ky silica gel, c& hat khoang 0,063 mm, ¢& 15 tir 234 dén
400 mesh va rira giai bing hé dung moi n-hexan:axeton ty 1& 7:1 (thé tich/thé tich).
Céc phéan doan giau -sitosterol dugc thu gom trén co s kiém tra bang sic ky ban

mong.

Trong budc thu nhan hop chat B-sitosterol, sau khi thu dugc phan doan giau p-
sitosterol, phan dich phan doan gidu B-sitosterol thu duoc & trén duge qua dém dé p-
sitosterol két tinh. Tiép d6 rira nhanh phin két tinh nay véi hé dung m6i MeOH/H,0,
ty 18 1:1 (thé tich/thé tich) thu dugc hop chit B-sitosterol dang tinh thé.

Hop chét B-sitosterol c6 cdng thirc CyHs, Oy khdi luong phén tr 415, c6 cong
thae (I) sau:

- S S
RN P e P
J ¢ H |
s L, 3
G e Ry o (I)

Vi du thwe hién sing ché

Vi du 1: Phdn ldp hop chit p-sitosterol tiv cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans

Lindau)

Chuyén 3 kg bot cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) vao thiét bi ngam
chiét, b6 sung 9 lit dung mbi etanol 96% va tién hanh ngam chiét trong 3 ngay. Sau khi
rit kiét, tién hanh chiét lap lai di 3 lan. Phan dich chiét dugc gdp chung va cét loai
dung mdi bing cach ¢ quay & 50°C, ap sudt 50 kPa (0,5 atm) thu duoc 47,65g cao
chiét etanol. Tiép d6 hoa tan cao chiét v&i mot lwong nude vira du va bd sung mot
luong etyl axetat tvong duong. Tién hanh chiét phan doan bang cach lic déu va dé yén
dé tach phan doan. Lap lai ba 14n thu phén doan etyl axetat. Co loai dung mdi trong
didu kién ap suit giam thu duoc 11,26 g cao chiét etyl axetat chua hop chét B-

sitosterol.

Cao etyl axetat chira hop chét B-sitosterol dugc nhdi 1én cot sic ky silica gel.

Kich thudc cot 6x80 cm, dugce nhdi hat silica gel ¢& hat khoang 0,063 mm, c& 16 tir
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234 dén 400 mesh. Tién hanh rta giai bing hé dung moi n-hexan:axeton ty 18 5:1 (thé
tich/thé tich). Mbi phan doan rtta 5ml, thu dugc 6 phan doan (F1.1 — F1.6). Kiém tra
céc phan doan nay bing sic ky 16p mong, thu duge phan doan thtt hai (F1.2) xudt hién

B-sitosterol.

Phén doan thw hai chtra hop chét B-sitosterol duoc nhdi tiép 1én cot séc ky silica
gel kich thude 6x80 cm duoc nhdi hat silica gel ¢& hat khoang 0,063 mm, c& 15 tir 234
dén 400 mesh. Tién hanh rira giai bing hé dung méi n-hexan:axeton ty 18 7:1 (thé
tich/thé tich). M&i phan doan rira gidi Sml. Thu phan doan giau B-sitosterol trén co s&
kiém tra bing séc ky ban méng thu duoc bdn phan doan giau B-sitosterol (F2.1 —
F2.4). Cac phan doan ndy duoc dé qua dém & nhiét do phong dé két tinh. Sau khi két

tinh xudt hién céc tinh thé mau tring nga.

Chét két tinh thu duoc sau d6 duoc rira nhanh v6i dung méi MeOH:H,O theo ti
18 1:1 (thé tich/thé tich) thu duoc 450 mg chét rin dang tinh thé.

Tién hanh chay TLC st dung h¢ dung mo6i n-hexan:etyl axetat theo ti 1& 7:1 (thé
tich/thé tich) dé xac dinh d9 sach ctia chit thu duoc. Két qua cho thiy chi con mot
vach duy nhét trén béan sic ky chimg té chit B-sitosterol thu duoc d3 tinh sach. Két qua
phan tich HPLC cho thiy chét nay c6 do sach 97%.

Dé khing dinh cAu tric cta chét thu duoc 14 B-sitosterol, phd NMR 1H, 13C va
céc phd 2D cua chét ndy di dugce do, phan tich, két qua cho thy tinh thé thu dugc 1a
hop chét B-sitosterol.

Vidu 2. Thit nghiém djc tinh cia p-sitosterol lén dong té bao tao xwong osteoblast

Kha ning séng s6t cia té bao tao xuong osteoblast MC3T3-E1 duge danh gia
bang phuong phap MTT. Tur két qua nay, nong d6 chit ma khong lam anh hudng dén
sw sdng s6t ctia té bao s& duoc st dung cho céc nghién ct in vitro tiép theo dé dénh
gid anh huong cla chit quan tim dén su biét hoa té bao tao xwong osteoblast MC3T3-
El.

Té bao MC3T3-El duoc nudi trong mdi trudong DMEM c6 bd sung 10% FBS
(fetal bovine serum) trong bé 4 nhiét 37°C va 5% CO,. Su biét héa t& bao duoc thuc
hién trong moi truong biét héa ODM (osteogenic differentiation medium: ODM) bao
gdm DMEM b sung FBS 5%, penicillin-streptomycin 1%, axit ascorbic 100 pg/mL,
dexamethason 10 nM va B- glycerophosphat10 mM. Té bao sau d6 duoc xt 1y véi B-

sitosterol & cac ndng d6 khéc nhau. Sau khi 0 va xit ly trong 48 gi0, mdi trudong duoc

6
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loai bo va cac té bao duogc 0 véi dung dich 0,5 mg/mL MTT trong 4 gio ¢ 37 °C va 5%
CO,.

S6 liéu dénh gid vé kha nang sinh trudng cia t& bao duoc tinh theo ty 1& phan
trdm so v&i nhém ddi chimg (khong xtr Iy). S6 lidu dudi dang gia tri trung binh + SD,
n=3,p<0,5. Két qua dugc thé hién trén Hinh 2 cho théy cac 116ng do B-sitosterol 5

va 10 pug/mL déu khong anh hudng dén kha ning sinh truéng cia té€ bao tao xuong.

Vi du 3. Thit nghiém tdac dung p-sitosterol Ién hogt tinh ALP cia té bio tao xwong

osteoblast

ALP 12 mét chi thi quan trong biéu hién qua trinh t4i tao xuwong. Do dé, tién hanh
danh gid tic dung ctia B-sitosterol 1én hoat tinh ALP clia t& bao nguyén xuong
MC3T3-El.

Dé dénh gié hoat tinh ALP, t& bio MC3T3-E1 dugc nudi cdy trong dia 24 giéng
trong moi trudng DMEM c¢6 bd sung 10% FBS. Mbi trudng nudi cdy sau d6 duoc thay
thé béng moi trudng DMEM mdi c6 bd sung chét thu duoc tir Vi du 1, hodc khong bd
sung (d6i chung) va trong 48 gid. Sau do, té bao duoc rira v6i dém PBS két hop voi
dém carbonat (pH=10,3) 25 mM cé chtra 0,1% Triton X-100. Tiép theo, t& bao duoc u
trong 1 git & 37°C véi dém carbonat 250 mM chira 1,5 mM MgCl, va 15 mM p-NPP.
V6i sy xudt hién ctia ALP, chét p-NPP (para-nitrophenol phosphat) s& duge chuyén
ddi thanh p-nitrophenol (¢6 mau vang) va phosphat v6 co. Sau d6, hoat tinh ALP trong
cdc mau duge do & bude séng 405 nm bang méy do quang phd. Hoat tinh ALP duoc

xac dinh dua theo cong thuc:

0
—x 1009
Ao X %

Hoat tinh ALP (%) =

Trong d6: - A 1a d hép phu cta t& bao dugc bd sung chat nghién ctru, Ao 1a d6 hép

phu ctia té bao khong dugc bd sung chit nghién ctru

Trong thtr nghiém nay, t& bao duoc xir Iy v6i B-sitosterol & cac nong do khac
nhau. S6 liéu vé hoat tinh ALP duoc tinh theo phén trdm so v6i mau khong duoc xur ly
(d6i chimg). Két qué thé hién trén Hinh 3 cho thiy B-sitosterol co téc dung kich thich
manh hoat tinh enzym ALP. B-sitosterol d3 lam ting lan luot 110 va 104,6 % hoat tinh

enzym & cac ndng do 5 va 10 pg/mL.

Vi du 4. Thir nghiém tic dung p-sitosterol lén hogt tinh khodng héa cia 18 bio tao

xwong
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Su khoang héa nén 12 giai doan cubi cung trong qué trinh biét hda nguyén bao
xuong dugc didc trung bdi su léng dong canxi. Trong thir nghiém nay, viéc x4c dinh
muc dd khodng hoéa duoc thuc hién dbi voi ché phém chtra astilbin va hogp chét
astilbin. Té bao MC3T3-E1 dugc nudi cdy trong mdi truong DMEM c6 b sung 10%
FBS ¢6 chta vitamin C (50 pg / ml) va B-glycerolphosphate (10 mM) trong 2 tudn
c6/khong c6 chat nghién ciru & cac ndng d6 khac nhau va sau d6 nhudém vo6i 40 mM
Alizarin red-S (pH 4,2) trong 1 gio. Céc té bao bi phan hty trong 15 phut véi 10%
cetylpyridi clorua trong dung dich dém natri phosphat 10 mM (pH 7,0). Sau do, su
hinh thanh canxi dugc quan st va xac dinh bang phuong phép do quang phd & bude
song 562 nm. T4c dung khodng héa dugc tinh theo ty 1& phan trim so v6i miu dbi
chimg (khong xtr 1y). Sé lidu duoc thé hién trén Hinh 4 cho thiy B-sitosterol da lam
tang hoat tinh khoang héa ctia té bao 1én 134, 168 va 118% & céc ndng do twong Ung
1a2,5,5, 10 pg/mL.

Hiéu qud dat duge cia sang ché

Quy trinh phan 14p hop chit B-sitosterol c6 hoat tinh cam ung tai tao xuong tir
cdy Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau) c6 thé chu dong diéu ché B-sitosterol tur
thuc vat. Bing quy trinh don gidn, quy trinh cho phép phén 1ap dugc hop chat -
sitosterol c6 hoat tinh cam Ung tai tao xwong v&i do tinh sach 1én téi 97% thich hop
phét trién ngudn duoc liéu cling nhu nhiing nghién ctru tng dung trong diéu tri céc

bénh lién quan dén xuong.
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1. Quy trinh phan 13p hop chét B-sitosterol ¢4 hoat tinh cam ung tai tao xuong tir cy

Bim Bip (Clinacanthus nutans Lindau), trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) thu cao chiét etyl axetat chira B-sitosterol: ngdm chiét nguyén liéu bot cay Bim Bip
(Clinacanthus nutans Lindau) trong dung moi etanol 96% theo ty 1& nguyén liéu/dung
mdi 1a 1/3 (khéi luong/thé tich), mdi 14n chiét trong thoi gian 3 ngdy, lap lai 3 1An,
phan dich chiét dugc gOp va cat loai dung moi bang céach ¢o quay & 50°C, ap suét 50
kPa thu duge cao chiét etanol roi hoa tan v6i nude va chiét ba 1an béng etyl axetat, sau

khi ¢6 loai dung méi thu dugce cao chiét etyl axetat chira -sitosterol;

b) thu phan doan giau B-sitosterol: nhdi cao chiét etyl axetat chtra B-sitosterol thu duoc
1én cot séc ky silica gel, ¢& hat khoang 0,063 mm, ¢& 15 tir 234 dén 400 mesh va ria
giai bing hé dung mdi n-hexan:axeton ty 18 5:1 (thé tich/thé tich), thu cac phan doan
chtra B-sitosterol trén co s¢ kiém tra bang séc ky ban mong, sau d6 phan doan nay
duoc nhdi tiép 1én ot sic ky silica gel, ¢& hat khoang 0,063 mm, ¢& 15 tir 234 dén 400
mesh va rira gidi bang hé dung moi n-hexan:axeton ty 1& 7:1 (thé tich/thé tich), thu

phén doan giau B-sitosterol trén co s& kiém tra bing sic ky ban mong; va

¢) thu nhén hop chat B-sitosterol bang cach dé phédn doan giau B-sitosterol (F2.1 -
F2.4) thu dugc qua d&m dé B-sitosterol két tinh, tiép d6 rira nhanh phan két tinh nay
v6i hé dung m6i MeOH/H,0 ty 18 1:1 (thé tich/thé tich) thu duoc chat -sitosterol
dang tinh thé.
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