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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc tim kiém céc hop chit c6 ngudn gdc tir thién nhién co tac
dung e ché oxit nitric nhim nghién ctu tng dung dé chita bénh gut. Cy thé, sang ché dé
cip dén hop chit clo sesquitecpen va phwong phép phan 1ap hop chét nay tir loai
Sigesbeckia orientalis L..

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Khai thac dugc liéu quy tir cdc cay cd Viét Nam dang la hudng di tich cuc, da
mang lai nhiéu két qua va san pham duoc dén nhan. Hién nay cao chiét tir mot sd loai
cdy thube da va dang duoc st dung dé bao ché thuc pham chirc nang hd tro didu tri bénh
gt chiét xudt tir thao duoc da va dang mang lai hidu qua tich cuc.

Hién nay gt 14 bénh xuwong khép kha phd bién. Cac dir liéu thu thap cho théy ti 16
bénh gut dang ngay mot gia ting & cac nuéc Au, My va nhiéu nuéc khac nhu Nhat Ban,
Trung Quéc, Viét Nam... Nguyén nhan cia bénh gut 1a do tdng axit uric trong mau
(> 420 pmol/l d6i v6i nam va >360 pmol/l ddi v6i nit, gdy viém khép ; & than gdy viém
than k&, ¢ cac mé dudi da: khuyu tay, mit c4, gdi hinh thanh hat tophy..

Sang ché CN115403546 A cong bd ngay 25/05/2022 cho thdy céc din xuét
guaiane sesquiterpene thé hién hoat tinh khang viém manh va duogc cai thién dang ké vé
d6 6n dinh hoa hoc, do hoa tan trong nude va sinh kha dung qua duong ubng da duoc
phat hién. Pong thoi din xudt guiane sesquiterpene moéi dugc xac minh la c6 tac dung
khédng viém. Do d6 din xuit guiane sesquiterpene mai ¢6 tiém néﬁg ung dung trong
duoc pham.

Bai bao “Muaitaer Nuermaimaiti, er al, Sesquiterpenes from Artemisia
Sieversiana and their anti-inflammatory activities, Fitoterapia, 154-104996, 1-7, 2021"
da cong bd phéan 1ap duoc 18 sesquitecpen, trong d6 c6 tém hop chat méi, bao gdm ba
guaianolide dime va ndm sesquitecpen, cung v&i mudi hop chat da biét tir loai Artemisia
siersiana. Céc hop chit phan lap duoc da duoc thi nghiém vé tac dung khang viém. Két
qua cho thdy 6 hop chit c6 hoat tinh khang viém manh mé.

Bai bao “Ishaq Muhammad et al.,, Three new guaiane-type sesquiterpenoids and a
monoterpenoid from Litsea lancilimba Merr, Natural Product Research, Jul:3 6(13):3271-

3279, 2022” di cong bd ba sesquitecpen loai guaiane va mot monotecpenoit méi cliing
1
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vé6i 11 hop chét da biét dugc phan Iap tir dich chiét cua cdy Litsea lancilimba Merr. Céu
tric cua tat ca cac hop chét phan lap duge da duge lam sang t6 dua trén cic phuong phap
phd hién dai. Cac thtr nghiém hoat tinh khang viém dua trén khé néng trc ché san sinh
oxit nitric trén dai thuc bao cho thiy cac ba sesquitecpen loai guaiane c6 hoat tinh khang
viém trung binh.

Loai Siegesbeckia orientalis L. ¢6 tén 1a Hy thiém thudc ho cac Compositae hay
Asteraceae. Loai nay phan bd rong réi & Viét Nam va cac nudc Déng Nam A. Cay duoc
stt dung toan bd (ca ré, than 14) dé diéu tri cac triéu chung viém khac nhau, cac bénh
chéc 1&, nhé 16ng, vét thuong va béng. Dic biét cly nay dd dugc sir dung trong cac bai
thubc dong y dé diu tri viém khop cép tinh, thap khép, viém va ddc biét 1a bénh gut. Do
vy viéc diéu tra, phdt hién cac hop chét clo sesquitecpen moi tir loai Sigesbeckia
orientalis L. ¢6 ¥ nghia khoa hoc va thuc tién cao, s& gop phan lam & gi4 tri cling nhu
cong dung cua loai Sigesbeckia orientalis L., thic day viéc khai thac va st dung mot

cach hop ly ngudn tai nguyén thién nhién cta dat nudc.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché
Muc dich cta sang ché 1a dé xuat cac hop chét clo sesquitecpen c6 kha ning
khang viém va do d6 hitu ich dé st dung dé phat trién thanh cac san phdm hd trg diéu trj
bénh gut va phuong phéap phéan 14p céac hop chét nay tir loai Sigesbeckia orientalis L...
Theo khia canh tht nhit, sing ché dé& xuét hop chét clo sesquitecpen, trong d6 hop
chit nay 14 hop chét duge chon tir cac hop chét ¢ cong thic (1) va (2) sau day:

Cl

HOW™

Theo mot phuong 4n ciia khia canh tht nhit, hop chit clo sesquitecpen 14 hop
chét chlosigesolides A ¢ cong thirc (1):
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Theo mo6t phuong én khac cta khia canh thir nhét, hop chét clo sesquitecpen 1a

hop chét chlosigesolides B c6 cong thie (2):

Cl

HOW™

0O
2

Cac hop chit clo sesquitecpen bao gébm hop chat chlosigesolides A va

chlosigesolides B theo sang ché thé hién tac dung Grc ché oxit nitric, va do d6 c6 thé sir
dung d& phat trién thanh cc san phim hd tro diéu tri bénh gut.

Theo khia canh tht hai, sang ché dé xuét phwong phap phan 1ap cac hop chit clo
sesquitecpen trén day tir loai Sigesbeckia orientalis L., phuong phap nay bao gbm céc
budec:

i) thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min mau cdy Sigesbeckia orientalis L.,
sau d6 bot nay duge ngam chiét sidu 4m v6i metanol 3 1dn & nhiét do 50°C, mdi lan 60
phut;

ii) gom cac dich chiét & bude (i), loc qua gidy loc va cét dé loai bé dung moi dusi

ap suat giam thu duoc cdn chiét metanol;
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iii) hoa tan cédn chiét metanol v6i nu6e cét rdi chiét phan bd 14n luot bing dung
mdi n-hexan, rdi dén diclometan va sau clng 12 etyl axetat, mdi dung moi tién hanh chiét
2 14n véi ty 18 1/1 vé thé tich;

iv) tién hanh loai bd dung mdi cac dich chiét dusi ap suat giam dé thu dugc cac
can chiét n-hexan (S1), diclometan (S2), etyl axetat (S3) va dich chiét nuéc (S4);

v) tién hanh phan tach cin chiét S2 trén ct sic ky véi chat hap phu 1 silica gel
(loai Kiesegel 60, cd hat 230-400 mesh, hang san xuét Merck) v6i hdn hop dung moi rira
giai tang dan ndng d6 etylaxetat (EtOAc) trong n-hexan (CsHis) 13 n-hexan/ EtOAc ty 1€
40/0—0/1 thu duoc sau phan doan nho hon, ky hiéu SD1, SD2, SD3, SD4, SDS va SD6;

vi) phan 1ap hop chét chlosigesolides B ¢6 cong thirc (2) trong do:

tién hanh phan tach séc ky phan doan SD2 trén cot sdc ky v6i chat hép phu 1a
silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san Xuét Merck), véi hdn hop
dung mdi rta giai diclometan/axeton ty 1& 10/1 vé thé tich, thu dugc ba phan doan nho
hon, ky hiéu tr SD2A dén SD2C; va hop chat: chlosigesolides B ¢6 cong thirc (2) thu
duogc & dang bot vo dinh hinh tir phan doan SD2A khi str dung hé théng sic ky 16ng hiéu
ning cao HPLC védi c6t J’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm), diéu kién dung moi
axetonitril/nudc ty 16 2/3 vé thé tich;

vii) phén l4p hop chat chlosigesolides A ¢6 cong thirc (1) trong do:

tién hanh phén tach sic ky phan doan SD4 trén cot sic ky voi chat hip phu 1a
silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuét Merck), v6i hdn hop
dung mdi rira gidi diclometan/axeton ty 1& 7/1 vé thé tich, thu duogc hai phan doan nhé
hon, ky hi€u trt SD4A dén SD4B; va hop chat: chlosigesolides A ¢6 cong thic (1) thu
duoc & dang bot vo dinh hinh tir phan doan SD4A khi st dung hé thong sac ky 16ng hiéu
ning cao HPLC v6i ¢t I’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm), diéu kién dung moi
axetonitril/nude ty 18 3/2 vé thé tich.
Hiéu qua c6 loi cua sang ché

Sang ché d& xudt phuong phap phan lap va xac dinh cdu tric cta cac hop chit moi
duoc phan 1ap tir loai Sigesbeckia orientalis L. v6i ddc tinh duoc hoc hitu ich. Cu thé
hon, sang ché dé xuét hop chét c6 cu truc lan luot chlosigesolides A va chlosigesolides
B va phuong phép phan lap hai hop chét nay tir loai Sigesbeckia orientalis L. Cac hop
chit theo sang ché ¢ tac dung trc ché oxit nitric. Sang ché nay 14 co s& khoa hoc nhim

tao ra cac san pham ho trg dicu tri bénh gut phuc vu cudc sdng.
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M6 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché con duge md ta thong qua cac phuong an cu thé minh hoa va
mb ta chi tiét hon nita cho sang ché. Ngoai ra, can phai hiéu rang, cc phuong 4n cu thé
sau day dugc mo ta chi voi muc dich minh hoa cho sang ché va sang ché khong chi gisi
han & cac phuong an cu thé nay. R rang 1, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy, trén co sG cac ndi dung mo ta trong ban mo ta nay, co thé thuc hién cdc phuong 4n
trong duong ma khong nim ngoai pham vi cla sang ché nhu dugc md ta trong yéu cau
bao ho kém theo sau day.

Trong ban mo ta nay, cac gid tri sé nén duoc hiéu 1a bao gdm ca nghia “khoéang”,
cu thé 1a chi chinh gia tri s6 d6 cling nhu céc gia tri sé ndm trong khoang + 10%, t&t hon
14 + 5%, va tot nhét 1a 0% cta gia tri s do.

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt hop chét clo sesquitecpen, trong d6 hop

chit nay 1a hop chét dugc chon tir cac hop chit c¢6 cong thirc sau:

Cl

HOW™

Céc hop chét clo sesquitecpen trén ddy theo sang ché 1a céc hop chét c6 céu tric
héa hoc m&i. Cac thong sé héa 1y cta cac hop chét nay nhu sau:

Hop chit chlosigesolides A c¢6 cong thire (1):

+ Cong thirc phén tir: C20H2506Cl;

+ Khéi lvong phén ta: M = 396,5;

Céc thong sb vat Iy:

+ Chét bot vo6 dinh hinh mau tréng;

+ D0 quay cuc [a]p? —41,8° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phé khdi lugng phén giai cao HR-MS-ESI tai m/z 397,1416 [M+H]", tinh to4n
Iy thuyét cho cong thirc [C20H2606>>C1] ¥, 397,1413;

5
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Hop chét chlosigesolides B c6 cong thirc (2):

+ Cong thitc phén tir: C22H2707Cl,

Khéi luong phan ti: M = 438,5;

Céc thong sb vt 1y:

+ Chét bdt vo dinh hinh mau tring;

+ Do quay cuc [a]p®® —37,0° (¢ 01, MeOH);

+ Phd khéi lugng phan gidi cao HR-MS-ESI tai m/z 456,1800 [M+NH4]", tinh

toan 1y thuyét cho cong thitc [Ca2H27O7*°CINH4] ¥, 456,1784;

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap phan 1ap hai hop cht clo
sesquitecpen c6 cong thirc (1) va (2) trén day tir loai Sigesbeckia orientalis L., phuong
phap nay bao g0m céc budc:

i) thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min mau cy Sigesbeckia orientalis L.,
sau do bdt nay duoc ngam chiét siéu 4m véi metanol 3 1an & nhiét do 50°C, mdi lan 60
phut;

ii) gom céc dich chiét & bude (i), loc qua gidy loc va cAt dé loai b dung mdi dudi
ap suét giam thu duoc cin chiét metanol;

iii) hoa tan can chiét metanol véi nudc cét rdi chiét phan b lan luot bing dung
mdi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cing 1a etyl axetat, mdi dung moi tién hanh chiét
2 14n voi ty 18 1/1 vé thé tich;

iv) tién hanh loai bd dung méi cac dich chiét dudi 4p sudt giam dé thu duoc cac
can chiét n-hexan (S1), diclometan (S2), etyl axetat (S3) va dich chiét nudc (S4);

v) tién hanh phan tach cin chiét S2 trén cot sic ky v6i chét hép phu 1a silica gel
(loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuét Merck) v6i hdn hop dung moi ria
giai tang dan ndng do etylaxetat (EtOAc) trong n-hexan (CsHia) 14 n-hexan/ EtOAc ty 1&
40/0—0/1 thu dugc sau phan doan nhd hon, ky hi¢u SD1, SD2, SD3, SD4, SD5 va SD6;

vi) phén 14p hop chét chlosigesolides B ¢6 cong thire (2) trong do:

tién hanh phan tach sic ky phan doan SD2 dugc trén cot sic ky voi chét hap phu
1a silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hdng san xudt Merck), véi hon hop
dung mdi rira gidi diclometan/axeton ty 1€ 10/1 vé thé tich, thu duoc ba phan doan nho
hon, ky hiéu tir SD2A dén SD2C; va hop chét: chlosigesolides B ¢6 cong thirc (2) thu
dugce & dang bot vo dinh hinh tir phan doan SD2A khi str dung hé thdng sic ky 16ng hidu
nang cao HPLC véi cot I’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm), didu kién dung méi

axetonitril/nuge ty 16 2/3 vé thé tich;
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vii) phan lap hop chét chlosigesolides A c6 cong thurc (1) trong do:

tién hanh phan tich sic ky phan doan SD4 dugc trén cot sdc ky vai chat hap phu
1a silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, héng san xuét Merck), véi hdn hop
dung moi ria giai diclometan/axeton ty 1¢€ 7/1 vé thé tich, thu duoc hai phan doan nho
hon, ky hiéu tir SD4A dén SD4B; va hop chat: chlosigesolides A c6 cong thuc (1) thu
dugc & dang bot vo dinh hinh tir phan doan SD4A khi sir dung hé théng sdc ky long hiéu
ning cao HPLC v6i ¢t I’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm), didu kién dung moi
axetonitril/nude ty 18 3/2 vé thé tich.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Phan lap hai hop chét clo sesquitecpen tir cdy Sigesbeckia orientalis L.

MaAu cdy Sigesbeckia orientalis L. dugc thai nho dén kich thuéc (3-5 cm), phoi
khd & 60 °C rdi nghién thanh bot min (5,0 kg). Sau d6, bot nay duge ngam chiét siéu 4m
v6i metanol 3 1an & nhiét do 50°C, mdi 14n 60 phut. Céc dich chiét duogc gom lai, loc qua
gidy loc va cit dé loai bd dung moi dudi ap sudt giam thu dugc can chiét metanol (140
g).

Can chiét metanol duogc hoa tan véi nudce cat (2,5 lit) roi chiét phéan bd 14n luot
bang dung mdi n-hexan, rdi dén diclometan va sau cing 13 etyl axetat, mdi dung moi tién
hanh chiét 2 14n véi ty 16 1/1 v& thé tich. Cac dich chiét dugc tién hanh loai bé dung méi
dudi ap suat giam thu dugc cac cin chiét n-hexan (S1, 3,1 g), diclometan (S2, 35,7 g),
etyl axetat (S3, 24,0 g) va dich chiét nudc (S4).

Can chiét diclometan (S2) duwoc tién hanh phan tich trén cot sic ky ai luc
(® 12 cm, L 50 cm) v&i chat hap phu 12 silica gel (loai Kiesegel 60, c¢& hat 230-400
mesh, hing san xudt Merck) v6i hon hop dung mdi rwra gidi ting dan ndng do etylaxetat
(EtOAc) trong n-hexan (CgHi4) 1a n-hexan/ EtOAc ty 1€ 40/0—0/1 thu dugc siu phan
doan nho hon, ky hiéu SD1, SD2, SD3, SD4, SDS va SD6;

Phan doan SD2 dugc tién hanh phan téach trén ¢t sdc ky éi lyc (© & cm, L 50 cm)
v6i chit hdp phu la silica gel (loai Kiesegel 60, ¢ hat 230-400 mesh, hang san xudt
Merck), v6i hdn hop dung mdi rira giai diclometan/axeton ty 1& 10/1 vé thé tich, thu duoc
ba phan doan nhé hon, ky hiéu tir SD2A dén SD2C. Hop chat: chlosigesolides B
(5,8 mg) c6 cong thic (2) thu duge ¢ dang bdt vo dinh hinh tir phén doan SD2A khi st
dung hé théng sic ky 16ng hiéu nang cao HPLC véi cot I°s sphere OSD-H80 (20 x 250

mm), diéu kién dung moi axetonitril/nudce ty 1€ 2/3 vé thé tich.
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Phan doan SD4 dugc tién hanh phén tach trén cdt sac ky ai luc (© 8 cm, L 50 cm)

v6i chét hip phu 1a silica gel (loai Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, hang sén Xuét

Merck), v6i hdn hop dung méi rira giai diclometan/axeton ty 1¢ 7/1 vé thé tich, thu duoc

hai phan doan nhd hon, ky hiéu tir SD4A dén SD4B. Hop chét: chlosigesolides A (22,0

mg) c6 cong thirc (lb) thu dugc & dang bot vo dinh hinh tir phdn doan SD4A khi st dung

hé théng séc ky 16ng hidu nang cao HPLC véi cot I’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm),

didu kién dung moi axetonitril/nude ty 18 3/2 vé thé tich.

Hop chét chlosigesolides A c6 cong thirc (1).

+ Chét bot vo dinh hinh mau tring;

+ P quay cuc [a]p?® —41,8° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi luong phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 397,1416 [M+H]*, tinh todn

Iy thuyét cho cong thirc [C20H2606Cl1] *, 397,1413;

+ Phé cong hudng tir hat nhan dugc thé hién trong Bang 1 dudi day.

Bang 1: S6 lidu phd 'H- NMR va *C-NMR (8, ppm) ctia hop chét chlosigesolides A

C e 45w (J in Hz)

1 130,2 -

2 39,9 2,96 (dd, 17,5, 8,0), Hq
2,46 (17,5, 11,0) Hp

3 63,5 4,17 (dd, 11,0, 8,0)

4 80,9 -

5 56,7 2,85 (d, 10.0)

6 77,8 4,07 (dd, 10.0, 10.0)

7 51,4 3,03 (dd, 10,0, 9.5)

8 71,7 3,88 (dd, 9,5, 7,0)

9 78,6 5,42 (d, 7,0)

10 | 1287 -

11 135,7 -

12 11689 -

13 124,9 6,32 (d, 3,0)

6.33 (d, 3.0)

14 |18, 1,64 (s)

15 |[17.8 1,40 (s)

1’ 167.2 -

2 126,6 -

3’ 141,1 6,23 (d, 7,0)

4’ 16,0 2.04 (d, 7,0)

5" 120,5 1,96 (s)

’ 9 Po trong MeOD, ¥125 MHz, 9500 MHz
Hop chat chlosigesolides B ¢6 cong thuce (2).

+ Chét bdt vo dinh hinh mau tréng;
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+ P06 quay cuc [a]p® —37,0° (¢ 01, MeOH);

+ Phd khéi luong phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 456,1800 [M+NH4]", tinh
toan 1y thuyét cho cong thirc [C22H2707°°CINH4] ¥, 456,1784;

+ Phd cong huéng tir hat nhan dugce thé hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2: $6 lidu phd 'H- NMR va BC-NMR (3, ppm) ctia hop chét chlosigesolides B

C b5 4% (J in Hz)

1 130,6 -

2 39,8 2,98 (d, 17,5, 8,5), Hp

2,46 (d, 17,5, 11,0), He

3 63,4 4,19 (dd, 11,0, 8,5)

4 80,8 -

5 57,1 2,84 (d, 10,5)

6 77,9 4,30 (dd, 10,5, 10,0)

7 49,4 3,19 (dd, 10,0, 10,0)

8 70,4 5,37 (dd, 10,0, 8,0)

9 75,5 5,52 (d, 8,0)

10 128.4 -

11 135,0 -

12 168,3 -

13 123,5 6,28 (d, 3.5)
5,67 (d, 3.5)

14 18,3 1,65 (s)

15 17,7 1,40 (s)

1’ 166,0 -

2! 126,4 -

3 141,7 6,27 (d, 7,0)

4’ 16,0 2,02 (d, 7,0)

5' 20,4 1,89 (s)

1" 169,6 -

2" 20,6 2,04 (s)

9 Po trong MeOD, 125 MHz, 9500 MHz

Vi du 2: Thir nghiém vé tac dung dugc Iy cia cic hop chét clo sesquitecpen

Céc hop chét clo sesquitecpen theo sang ché duoc thir nghiém vé hoat tinh trc ché
san sinh oxit nitric nhu sau:
Hoat tinh e ché san sinh oxit nitric duge thuc hién dua trén kha nang tc ché san sinh
NO trén té bao dai thuc bao RAW 264,7 & didu kién in vitro. Theo d6 Té bao RAW
274,7 duge dua vao dia 96 giéng & ndng do 2 x 10° tb/giéng va nudi trong ti am & 37°C
va 5% COz trong 24h.
- Tiép theo, mdi trudong nudi cdy duoc loai bo, thay bang moéi truong Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium (DMEM) khong c6 fetal bovine serum (FBS) trong 3h.
9
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- Té bao sau d6 dugc G mau nghién cu & cac ndng do khac nhau trong 2h trude khi
duoc kich thich san sinh yéu t NO bing LPS (10 pg/mL) trong 24h.

- Mot sb giéng khong duge i miu ma chi st dung dung dich pha mAu duogc coi 1a dbi
chiing am. Trong khi d6i chung duong duge sit dung la N9-Metyl-L-arginin axetat
(L-NMMA) (Sigma) ¢ cac noéng dd 100; 20; 4 va 0,8 pg/mL.

- Nitrit (NOy"), dugc xem la chi thi cho viéc tao NO, s& dugc xac dinh nho bd Griess
Reagent System (Promega Cooperation, WI, USA). Cu thé 13, 100 pL mdi trudong
nudi té bao (& mau) duoc chuyén sang dia 96 méi va dugc thém vao 100 pL Griess
reagent: 50 pL of 1% (w/v) sunfanilamit trong 5% (v/v) axit phosphoric va 50 pL
0,1% (w/v) N-1-naphtyl-etylendiamin dihydroclorua pha trong nudc.

- Hbn hop nay dugc u tiép & nhiét do phong trong 10 phut va ham lugng nitrit s& duoc
do bang may microplate reader & budc séng 540 nm. Moéi truong DMEM khong FBS
duoc st dung nhu giéng tring (blank).

- Ham luong nitrit cia tirng mau thi nghiém dugc x4c dinh nho vao duong cong ham
lwong chudn NaNO; va dugce so sanh % voi mau chtmg 4m (LPS).

- Kha nang trc ché san sinh NO ctia mau dugc xac dinh nhd cdng thue :

% ttc ché =100%- [ham luong NOsampie/ham luong NOpps]*100
Két qua duoc thé hién trong Bang 3 dudi day.

Bang 3: Két qua hoat tinh trc ché san sinh NO

£ Nong do thtt | , . .

Hop chat (ug/mL) % Uc ché NO
chlosigesolides A 100 93,00
chlosigesolides B 100 92,80
L-NMMA 100 94,34

Kha nang Umg dung trong cong nghiép

Sang ché d& cap dén phwong phap phan lap hai hop chét, chlosigesolides A tir loai
Sigesbeckia orientalis L. thu hai tai vuon Qubc gia Tam Pao, Vinh Phic. Hai hop chét
ndy thé hién hoat tinh kha cao wrc ché san sinh NO so v6i chit chuin dbi chung L-
NMMA. Sang ché nay tao co s& khoa hoc vitng chéc cho cac nghién ciru tng dung tiép
theo nhim tao ra cac duoc phérn ¢6 tac dung hd tro diéu tri bénh gat dua trén viéc khai

thac ngudn duoc lidu qui, san ¢ trong nudc vao phuc vu cudc sdng.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chét clo sesquitecpen, trong d6 hop chét nay 13 hop chat dugc chon tir cac hop

chat c6 cong thue sau:
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4. Phuong phéap phén Iap hop chét clo sesquitecpen c6 cong thire (2) tir loai Sigesbeckia
orientalis L., phuong phap nay bao gom cac budc:

i) thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min mau cdy Sigesbeckia orientalis L.,
sau d6 bot nay duoc ngdm chiét siéu 4m véi metanol 3 lan & nhiét d 50 °C, mdi lan
60 phut;

ii) gom cac dich chiét & budc (i), loc qua gidy loc va cét dé loai bé dung moi dudi
ap suét giam thu duoc cin chiét metanol;

iii) hoa tan cin chiét metanol v6i nuée cét rdi chiét phan b 1an luot bang dung
mdi n-hexan, 01 dén diclometan va sau ciing 14 ety axetat, mdi dung mai tién hanh chiét
2 1an voi ty 16 1/1 vé thé tich;

iv) tién hanh loai bo dung moi cac dich chiét du6i ap sudt giam dé thu dugc cac
can chiét n-hexan (S1), diclometan (S2), etyl axetat (S3) va dich chiét nudc (S4);

v) tién hanh phan tach cin chit S2 trén cot sic ky véi chat hap phu la silica gel
(loai Kiesegel 60, ¢t hat 230-400 mesh, hang san xuat Merck) véi hdn hop dung mai rira
giai ting dan ndng do etylaxetat (EtOAc) trong n-hexan (CeHi4) 1 n-hexan/ EtOAc ty 1¢
40/0—0/1 thu duoc sau phan doan nhé hon, ky hiéu 1a SD1, SD2, SD3, SD4, SDS5 va
SD6;

vi) tién hanh phén tach sic ky phan doan SD2 dugc trén cdt sic ky véi chit hip
phu la silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hiang san xuét Merck), voi hdn
hop dung moi ria giai diclometan/axeton ty 1 10/1 vé thé tich, thu duoc ba phan doan
nhé hon, ky hiéu tir SD2A dén SD2C; va hop chit: chlosigesolides B ¢6 cong thirc (2)
thu dugc ¢ dang bot vo dinh hinh tir phén doan SD2A khi st dung hé théng sdc ky 1éng
hi¢u ndng cao HPLC vai ¢ot J’s sphere OSD-H80 (20 x 250 mm), diéu kién dung moi

axetonitril/nudc ty 1& 2/3 vé thé tich




44517 19/13

5. Phuong phap theo diém 4, khic biét & chd tién hanh phén tach sic ky phan doan SD4
duoc trén cdt sic ky véi chat hdp phu 1a silica gel (loai Kiesegel 60, c¢& hat
230-400 mesh, hang san xudt Merck), véi hdn hgp dung moi rira giai diclometan/axeton
ty 18 7/1 vé thé tich, thu dwgc hai phan doan nhé hon, ky hiéu tir SD4A dén SD4B; va
hop chét: chlosigesolides A c6 cong thite (1) thu duge ¢ dang bot v dinh hinh tir phan
doan SD4A khi st dung hé thdng sac ky 1ong hiéu ning cao HPLC v6i cOt I’s sphere
OSD-H80 (20 x 250 mm), diéu kién dung méi axetonitril/nude ty 1¢ 3/2 vé thé tich

Cl

HOW™

13



