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Linh vwre k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vyc tim kiém céc hop chét c6 ngudn gdc tir thién nhién c6 hoat
tinh trc ché su hinh thanh cac té bao huy xwong. Cu thé, sang ché dé cap dén hop chit
olean triterpen c6 céu triic héa hoc méi tir loai vot vang nhat (Viburnum lutescens) & Viét
Nam va tac dung chng loding xwong ctia hop chit nay. Cu thé hon nita, sing ché dé cap
dén hop chét axit 2-oxo-3p,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic ¢ cong thic (1) va phuong
phap phan 14p hop chét niy tir loai vét vang nhat (Viburnum lutescens).

HO

23 24
@

Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Lodng xuwong hién nay 1a mot cdn bénh phd bién & moi qubc gia, sb lugng bénh
nhin bi bénh lodng xuwong trong cdng ddng twong dwong v4i bénh nhan mic bénh tim
mach va ung thu. Lodng xuong 1a bénh rdi loan chuyén héa cia xwong, lam giam strc
manh ctia xuvong dan dén 1am ting nguy co gdy xuong. Nguyén nhan gy lofing xuong phd
bién nhit 13 do su hoat dong qua muc cia cac té bao hily xwong (osteoclast), duge dic
trung bdi mat 4o xuong thép va su suy giam vi kién trac. Cu thé, can bing ndi moi clua
xuong duoc diéu chinh boi sy can bang chirc nang va hoat dong cla cac té bao hity xuong
va tao xwong. Hoat dong qua mirc clua t€ bao hily xuong cé lién quan dén cac bénh nhu
lodng xuong, viém khép dang thip va di cin xwong khéi u. Céc nghién ctru trong thoi gian
gin day da chira rang céc té bao hily xuong c6 ngudn gdc tir cac dai thuc bao (macrophage)
va don bao 16n (monocyte) cua tiy xuong. Néu céc dai thuc bao tach tlr tiy xwong dugc
nudi trong mdi trudng dic bidt c6 ting cudng phdi tik hoat héa thu thé cia yéu t6 nhan
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kappa B (RANKL) thi ching s& bi kich thich biét hoa thanh té bao huy xwong. Pidu nay
mé ra kha ning vo cing 16n trong viéc phat trién nghién ctru ddnh gid hoat tinh chéng
lodng xuwong thong qua kha ning tic dong 1én qué trinh hinh thanh té bao hily xuong ctia
cac chét thir trong moi trudng in vitro. Hién nay, liéu phap st dung cac thube c6 gbc
biphosphonat va estrogen dugc str dung rong rdi va cé hi€u qua cao d6i v6i nhiéu trudng
hop rbi loan tiéu xuong qua trung gian 13 cac t€ bao hity xwong. Tuy nhién, didu tri bing
nhitng thubc ndy c6 thé din dén nhidu tic dung phu nhu 1di loan tiéu héa, ha calci méu,
hoai tir xwong ham, rung nhi, ting huyét 4p, bénh tii mat va ung thu. Cho dén nay, cc san
phdm tw nhién tir cAy co d& dugc khai thac nhu mot ngudn dé phat hién céc thude vi tinh
hiéu qua va it tdc dung phu hon. Do d6, sy phat tridn cua cac chét chdng lodng xwong cé
ngudn gdc tir thién nhién 13 pht hop v6i xu huéng hién nay.

Chi Kim ngén hoa Viburnum (thudc ho Caprifoliaceae) bao gdm hon 200 loai (trong
d6 c6 8 10ai phan bd & Viét Nam). Mot s6 lodi nhu V. ridatum, V. ridndricum, V. luzonicum,
V. odoratissimum, va V. lutescens dugc st dung lam thudc dan gian dé diéu tri ho, tiéu
chdy, viém khép dang thip va bénh viém khép. Loai Viburnum lutescens (V. lutescens) c6
tén goi 14 vot vang nhat 13 mot loai cdy bui hodc cdy thuong xanh nhd, phén bd & Viét
Nam, Lao, Indonesia, An D6 va Trung Quéc. Trong y hoc cd truyén, lodi V. lutescens da
duge st dung trong céc bai thube didu trj bénh thip khop va viém tic tinh mach. Tuy
nhién, cho dén nay chua cé nghién ctru nao vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc
cua loai V. lutescens.

Trong mot dy an khdo sat vé tac dung chéng lodng xwong cua thuc vat & Viét Nam,
can chiét metanol cua loai V. lutescens dugce phat hién tc ché manh sy hinh thanh cac té
bao hiy xuong trén té bio RAW 264.7. Vi vy, viéc diu tra, nghién ctru phat hién hop
chét oleanane triterpenoid mdi tir 1odi V. lutescens c6 hoat tinh chdng lodng xuwong sé& c6
¥ nghia khoa hoc va y nghia thuc tién cao, gép phén tich cyc vao viéc khai thc va st dung
mot cach hop 1y ngudn tai nguyén thién nhién ctia dat nudc.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich ciia sang ché 13 d& xuét hop chét olean triterpen c6 kha ning chéng loéing
xuong va do d6 hiru ich dé s dung d8 phat trién thanh c4c san phdm hd trg didu tri bénh
loang xuong va phuong phap phén 14p hop chét nay.

Cu thé hon, theo mot khia canh, sang ché dé xuét hop chét olean triterpen c6 tén

khoa hoc 13 axit 2-0x0-3f,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic c6 cong thic (1):
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Hop chét axit 2-0x0-3f,23-dihydroxyolean- 12-en-28-oic ¢ cong thirc (1) nhu trén
theo sang ché thé hién hoat tinh @c ché sy hinh thanh c4c té bao hily xuong va c6 thé st
dung dé phat trién thanh c4c san phim hd tro didu tri bénh lodng xuong.

Theo mot khia canh khdac, sang ché con dé xut phwong phap phan 14p hop chét 1
tir loai v6t vang nhat V. lutescens, phuong phap nay bao gdm céc budc:

i) thai nho, phoi kho miu than 14 cdy V. lutescens & nhi¢t d 50°C, tip theo nghién
thanh bot, sau d6 ngam chiét siéu am bot thu duge 3 1n, mdi lan 1 giv, véi metanol ¢ nhiét
do 50°C;

ii) gdp céc dich chiét trong metanol thu dugc & budc i) lai, loc qua giéy loc va cét
dé loai bd dung méi dudi ap suit giam thu duge can chiét metanol;

iii) hoa can chiét metanol véi nude cat, chiét phan bd 14n luot bang dung diclometan
va etyl axetat , mdi dung moi tién hanh chiét 3 1dn véi ty 18 v& thé tich 1a 1/1;

iv) tién hanh loai bé dung moi cua céc dich chiét dudi &p sudt giam thu duoc cée
can chiét diclometan (VL1), etyl axetat (VL2) va dich chiét nudc (VL3);

v) tién hanh phan tich can chiét VL1 trén cot séc ky v6i chét hép phu 1a silica gel
loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, (hing san xult Merck) v6i hdn hop dung méi rira
gidi ting din ndng do metanol trong diclometan 1in lugt theo ty 18 vé& thé tich cua
diclometan/metanol 1 20/1, 10/1, 5/1 va 0/1 thu duoc bén phan doan, duoc ky hiéu lan
lugt 13 VL1A dén VL1D;

vi) tiép tuc phén tach phan doan VL1B trén sic ky cot voi chét hip phu 13 pha dao
loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm (hang san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), véi hdn hop dung



48677 414

méi rira giai metanol/nude cAt véi ty 18 vé thé tich 13 5/1, thu dugc bén phan doan nhé hon,
duge ky hiéu 14n luot 13 VL1B1 dén VL1B4;

vii) phan tach hop chit axit 2-oxo-3B,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic c6 cong
thitc (1) & dang bot vo dinh hinh, mau tring tir phan doan VL1B1 béng c4ch st dung hé
théng séc ky 16ng hiéu ning cao HPLC véi ¢t J’s sphere H-80 (150 x 20 mm) sir dung

dung méi axetonitril 70% trong nudc, thoi gian luu tr = 42,9 phut.

Hibu qué c6 1oi clia sang ché

Sang ché dé xuit phuong phap phan lap va xac dinh chu trac cua hop chat olean
triterpen ¢ cdu tric héa hoc méi tir lodi vot vang nhat Viburnum lutescens (V. lutescens)
véi dic tinh dugc hoc hitu ich. Cu thé hon, sang ché d& xuit hop chit axit 2-ox0-3p,23-
dihydroxyolean-12-en-28-oic ¢6 cong thirc (1) va phuong phép phén 1ap hop chét nay tir
lodi V. lutescens. Hop chét theo sang ché c6 tac dung tc ché sy hinh thanh céc t& bao huy
xwong, do d6 thich hop dé dung 1am thudc chdng lodng xwong. Sang ché nay tao co so
khoa hoc virng chic cho cic nghién ctru tng dung tiép theo nham tao ra cac dugc phim c6
hoat tinh chéng lodng xwong dua trén viéc khai thac nguén duoc liéu sin cé trong nudc
vao phuc vu cudc séng.
MO ta viin tit cac hinh vé

Sau dy, sang ché con dugc mo ta thong qua cdc phuong 4n cu thé minh hoa cho
sang ché v6i sy tham chiéu dén cac hinh v&, trong do:

Hinh 1 thé hién hoat tinh @&c ché sy hinh thanh céc t& bao hily xuong do RANKL
gay ra trén t& bao RAW 264.7 cuia hop chit (1) & ndng d 10 uM va ddi ching;

Hinh 2 thé hién hha nang e ché ciia hop chét (1) dbi vé6i sy hinh thanh clia t€ bao
hiy xuong do RANKL gy ra trong t€ bao RAW 264.7 theo ndng do.
M3 ta chi tiét sang ché

Sau déy, sang ché con dugc mé ta thong qua cic phwong an cy thé minh hoa va md
ta chi tiét hon nita cho sang ché. Ngoai ra, cin phai hiéu ring, cic phuong 4n cu thé sau
day duge md ta chi véi muc dich minh hoa cho sang ché va sang ché khong chi giéi han &
cac phwong 4n cu thé nay. R& rang 13, ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay,
trén co s& cac ndi dung mé ta trong ban mod ta ndy, cé thé thuc hién cac phuong 4n twong
dwong ma khong nim ngoai pham vi ctia sang ché nhu duge mo ta trong yéu cau bao ho

kém theo sau day.
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Trong ban md ta nay, cac gia tri sé nén duge hiéu 12 bao gdm ca nghia “khoang”,
cu thé 13 chi chinh gi4 tri s§ d6 cling nhu céc gi4 tri s6 nim trong khoang + 10%, t6t hon
13 + 5%, va tot nhat 12 0% ctia gi4 tri s do.

Theo mot khia canh, séng ché d& xult hop chét olean triterpen c6 tén goi 13 axit 2-

0x0-3B,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic, hop chét nay cé cong thuc (1) sau day:

HO

23 24
(D
Hop chét thudc 16p chét olean triterpen trén day dugc xac dinh dic trung chu tric
va duoc xéc dinh 13 hop chét c6 céu tric héa hoc méi. Céc théng sé héa-1y cta hop chét
nay nhu sau:
Hop chét axit 2-ox0-38,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic:
+ Cong thirc phan tir: C30H460s
+ Khdi lwong phan tir: M = 486
Céc thong sb vat 1y:
+ Chét bot v6 dinh hinh mau tring;
+ P quay cuc [a]p® - 36,1 (¢ = 0,1, MeOH);
+ Phd khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS tai m/z 521,3045 [M + CI]" (tinh toan
1y thuyét cho cong thirc [C30H4s05Cl]", 521,3039).
Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén phwong phap phén lap hop chét olean
triterpen ¢ cong thtre (1) tr loai V. lutescens nhu sau:
i) thai nho, phoi khé mAu than 14 cAy V. lutescens & nhiét 4o 50°C rdi nghién thanh
bdt, sau d6 bdt nay dugc ngdm chiét siéu Am 3 14n, mdi 14n 1 gid, v6i metanol & nhiét do
50°C;
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ii) gdp céc dich chiét trong metanol thu dugc & bude i) lai, loc qua gidy loc va cét
dé loai bo dung moi dudi ap suét giam thu dugc can chiét metanol;

iii) hoa can chiét metanol v6i nude cét, chiét phan bd 14n lugt bang dung diclometan
va sau cling 13 etyl axetat , mi dung méi tién hanh chiét 3 lan voi ty 1¢ vé thé tich 13 1/1;

iv) tién hanh loai bd dung mdi ciia cac dich chiét dudi &p sudt giam thu duoc cac
cin chiét diclometan (VL1), etyl axetat (VL2) va dich chiét nude (VL3);

v) tién hanh phén tach cin chiét VLI trén cdt séc ky v6i chat hép phu 14 silica gel
loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh (héng san xult Merck) v6i hdn hop dung moéi rira
gidi ting din ndng dd metanol trong diclometan lan luot theo ty 18 vé thé tich cua
diclometan/metanol 1a 20/1, 10/1, 5/1 va 0/1 thu dugc bdn phan doan, duoc ky hiéu lan
Iuot 13 VLIA dén VL1D;

vi) tiép tuc phén tdch phén doan VLI1B trén sdc ky cot voi chét hép phu 13 pha dao
loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm (hdng san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), v6i hdn hop dung
moi rira giai metanol/nude cAt voity 18 vé thé tich 13 5/1, thu dugc bdn phéan doan nho hon,
duoce ky hiéu 14n luot 13 VL1B1 dén VL1B4;

vii) phén 1&p hop chét axit 2-0x0-3B,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic c6 cong thirc
(1) & dang bot vo dinh hinh, mau tréing tir phan dogn VL1B1 bang cach st dung hé théng
sic ky 1éng higu ning cao HPLC véi cot J’s sphere H-80 (150 x 20 mm), sir dung dung

moi axetonitril 70% trong nude, thoi gian luu tr = 42,9 phut.

Vi du thyce hién sdng ché

Sau day, sang ché con duge mo ta théng qua céc vi du chi véi muc dich minh hoa
cho sang ché ma khong 1am gi¢i han sang ché theo bét ky cach nao.
Vi du 1: Phan lap hop chét olean triterpen tir lodi V. lutescens

MaAu than 14 cﬁy V. lutescens dugc thu hai tai Vinh Phac. Sau d6, dugc thai nho,
phoi kho & nhiét do 50°C rdi nghién thanh bot (7,0 kg). Sau d6, bdt nay dugc ngdm chiét
siéu am 3 14n, mdi 14n 1 gidy, véi metanol & nhiét 4o 50°C. Céc dich chiét dugc gom lai,
loc qua gidy loc va cit @& loai bo dung moi dudi ap sudt giam thu duge cin chiét metanol
(500 g).

Hoa tan cin chiét metanol véi nude cht (4 1it) rdi chiét phan b6 14n luot bang dung
mdi diclometan rdi dén 13 etyl axetat, mdi dung moi tién hanh chiét 3 14n vai ty 18 1/1 vé
thé tich. Céc dich chiét duoc tién hanh loai bo dung méi dudi ap suat giam thu dwgc cac

cin chiét diclometan (VL1, 110,0 g), etyl axetat (VL2, 3,5 g) va dich chiét nuéc (VL3).
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Can chiét VL1 (110,0 g) dugc tién hanh phan tach trén cot sdc ky (@ 12 cm, L 50
cm) v6i chat hip phu 1a silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xudt
Merck) v6i hdn hgp dung moéi rira gidi ting din ndng d6 metanol trong diclometan la
diclometan/metanol 14n lwot theo ty 18 v& thé tich 12 20/1, 10/1, 5/1, 0/1 thu dugc bon phan
doan, duoc ky hiéu 1in luot 12 VL1A dén VLID.

Phan doan VLB (11,2 g) trén séc ky ot vi chat hap phu 1a pha dao (loai RP-18,
cd hat 30 - 50 pm, hdng san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), v6i hén hop dung mdi rira
gidi metanol/nudc cét ty 18 5/1 v& thé tich, thu duge bon phan dogn nhd hon, duge ky hiéu
1an lugt 13 VL1B1 dén VL1B4.

Hop chét axit 2-ox0-3,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic (6,9 mg) thu dugc ¢ dang
chit bot vo dinh hinh mau tring tir phan doan VL1B1 (0,3 g) st dung hé théng sic ky 16ng
hiéu ning cao HPLC véi cdt I’s sphere H-80 (150 x 20 mm), diéu kién dung mdi axetonitril
70% trong nudce, thoi gian luu tr = 42,9 phut.

Hop chét axit 2-0x0-3PB,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic:

+ Cong thirc phan tir: C30H46O0s

+ Khéi lugng phan tir: M = 486

Céc thong sb vat 1y:

+ Chét bot vo dinh hinh mau tréng;

+ Db quay cuc [a]p?: - 36,1 (¢ = 0,1, MeOH);

+ Phé khéi luong phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 521.3045 [M + CIJ (tinh toan
1y thuyét cho cong thie [C3oHasOsCl], 521.3039).

+ Phd cong hudng tir hat nhan dugc dua ra trong Bang 1 dudi day.

Bang 1. S6 liéu phé 'H- NMR va 3C-NMR (6, ppm)
ciia hop chdt axit 2-oxo-3p,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic

C 6c™ | op™ (mult., J = Hz)

1 533 | 2,13 (d, 12,0)
2,43 (d, 12,0)

2 213,0 | -

3 772 | 437 (s)

4 496 | -

5 463 | 1,92 (brd, 11,5)

6 18,5 | 1,42 (m)/1,60 (m)

7 322 | 1,37 (m)/1,67 (m)

8 40,0 | -

9 47,7 | 1,95 (m)
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10 438 | -

11 23,7 | 1,83 (m)/1,93 (m)

12 121,8 | 5,29 (brs)

13 144,5 | -

14 41,6 | -

15 27,9 | 1,13 (m)/1,74 (m)

16 233 | 1,62 (m)/1,98 (m)

17 46,7 | -

18 422 | 2,85(dd, 4,0, 13,5)

19 46,3 | 1,25(d, 12,5)
1,64 (m)

20 30,9 | -

21 34,1 | 1,22 (m)/1,35 (m)

22 32,8 | 1,57 (m)/1,75 (m)

23 65,1 | 3,42(d, 11,0)
3,44 (d, 11,0)

24 13,0 | 0,59 (s)

25 16,9 | 0,91 (s)

26 16,7 | 0,80 (s)

27 26,0 | 1,21(s)

28 181,0 | -

29 3321 091(s)

30 23,7 1 0,94 (s)

“ Do trong CD;0D, ®125 MHz, °500 MHz

Vi du 2: Thit nghiém v tac dung trc ché sy hinh thanh cac té bao hity xuong cia hop chat
axit 2-oxo-3pB,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic (1)
Phuong phép thtr nghiém

Hoat tinh @c ché sy hinh thanh céc té bao huy xuong cta hop chét 1 trong sang ché
duoc thir nghiém nhu sau:

Trong nghién ctru ndy, cAc tAc gid sang ché tién hanh danh gia hoat tinh chéng lodng
xuong in vitro ciia hop chét 1 trén dong € bao RAW264.7 duoc biét héa thanh thé bao

huy xuong (osteoclast).

MAu hop chét 1 duoc pha thanh dung dich gbc véi ndng do 50 mM trong DMSO,
sau do6 pha loang & cac ndng dd thich hop.

Té bao RAW264.7 di duoc biét héa thanh té bao hiy xuong dugce nudi cdy 48 gid
trong méi trudng DMEM & 37°C, 5% COa véi 10% FBS, penicillin va streptomycin. Sau
d6, ching dugc nudi ciy trong phién 96 giéng v6i mat do 5 x 10* té bao/giéng. Sau 24 gio,

t& bao duoc xi Iy v6i hop chat thir nghiém va bd sung 1pL RANKL (100 ng/mL) vao tat
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c4 cic giéng. Sau 48 gio, té bao duoc xir 1y mot 1an nita v6i hop chit thtr nghiém va
RANKL (100 ng/mL). Sau 24 gid, loai bé dich ndi t& bao & cac giéng va rira bang nudc
cét.

Céc té bao huy xuong (osteoclasts) dugc ¢d dinh trong dung dich chua xitrat, axeton
va 37% formaldehyt, ty 18 25:65:8 trong 30 gidy, sau do rura lai 3 13n bang nudc cat. Cac
t& bao dugc nhudm mau TRAP béng bo kit axit phosphataza té bao bach cu (acid
phosphatase leukocyte) cia hing Sigma Aldrich (USA), boc gidy bac, U phién 96 trong tu
4m 37°C.

Sau 1 gio, loai bd dung dich nhudm va rtra giéng bang nudce c4t. Dé cho dung dich
con sét lai dudi day tu bay hoi, sau d6 chup anh quan st sy phat tridn cta t& bao hiy
xuong dudi kinh hién vi. Cc té bao da nhan duong tinh v6i TRAP ¢6 hon 3 nhén dugc
coi 13 cAc té bao huy xuong. Cac mau c6 hoat tinh la céc mau ngin chin thanh cong qué
rinh biét héa ciia dai thuc bao thanh t bao hity xuong. Tién hanh dém truc tiép céc t€ bao
thu dugc trén anh chup.

Thao luén

Két qua hoat tinh Grc ché sy hinh thanh céc t€ bao hily xuong ctia hop chét 1 duogc
thé hién trong Hinh I va Hinh 2. Cu thé nhu sau:

Té bio RAW 2647 sau khi duoc xir 1y véi hop chét 1 dd e ché ddng ké s6 lwgng
té bao hiiy xwong & ndng d6 10 uM (Hinh I).

Hop chit ny tiép tuc duoc sit dung dé dénh gia kha nang trc ché sy hinh thanh cac
té bao hity xwong theo cach phu thudc vao ndng 6. Két qua cho thy, hop chét 1 d4 ngin
chin dang ké sw bigt hoa té bao hily xwong do RANKL géy ra trén cc té bao RAW
264.7 (Hinh 2). Hop chét 1 cho thy tac dung tc ché sy hinh thanh ciia té bao huy xwong
manh bing cach 1am gidm cé s6 lwrong va kich thuéce ciia té bao hily xwong, e ché
60% sy hinh thanh té bao hiry xuong & ndng do 10 pM.

RO rang 13, séng ché da tao ra hidu qua bt ngd vé khé nang tc ché dang ké s6 luong
6 bao hity xuong (dén 60% & ndng do 10 uM) va ngan chan déng ké su biét hoa t€ bao
huy xuwong do RANKL géy ra.

Kha ning ing dung trong céng nghi€p

Sang ché d& xudt hop chét axit 2-oxo-3pB,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic va
phuong phép phan 1ap hop chét ndy tir loai V. lutescens. Hop chét ndy thé hién hoat tinh
trc ché sy hinh thanh cia t& bao hity xuong dén 60% & ndng dd 10 pM. Sang ché tao co

s& khoa hoc viing chéc cho cic nghién ctru ing dung ti€p theo nham tao ra cac dugc phim
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c6 thc dung hd tro/ diéu tri bénh lodng xuwong dya trén viéc khai thac ngudn duoc lidu quy,

san c6 trong nudc vao phuc vu cudc song.
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Yéu ciu bio hd

1. Hop chét axit 2-0%0-3P,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic c6 cong thac (1):

29 30

AT

HO

23 24

ey
2. Phuong phap phan 14p hop chét theo diém 1 tir loai v6t vang nhat Viburnum lutescens
(V. lutescens), phuong phip nay bao gbm cac budc:

i) thai nhé, phoi khd mAu than 14 cay V. lutescens & nhiét do 50°C, nghién thanh
bot, sau d6 ngam chiét siéu 4m bot thu dwoc 3 14n, mdi lan 1 giv, voi metanol & nhiét do
50°C;

ii) gdp cac dich chiét trong metanol thu dugc & budc i) lai, loc qua gify loc va cét
dé loai bo dung moi dudi ap sudt giam thu dugc can chiét metanol;

iii) hoa cén chibt metanol véi nudc cét, chiét phan bd 14n luot bing dung diclometan
va etyl axetat, mi dung moi tién hanh chiét 3 1an véi ty 18 vé thé tich 1a 1/1;

iv) tién hanh loai bé dung méi cita cac dich chiét dudi 4p suat gidm thu dugc céc
cin chiét diclometan (VL1), etyl axetat (VL2) va dich chiét nuée (VL3);

v) tién hanh phén tach can chiét VL1 trén cot sic ky v6i chét hap phu 1a silica gel
loai Kiesegel 60, c& hat nam trong khoang tir 230 dén 400 mesh (hang san xuit Merck)
v6&i hdn hop dung mai rira giai ting dan ndng d6 metanol trong diclometan 14n luot theo ty
16 v& thé tich ctia diclometan/metanol 12 20/1, 10/1, 5/1, 0/1 thu dugc bon phén doan, dugc
ky hiéu 14n luot 1a VL1A dén VL1D;

vi) tiép tuc phan tach phan doan VL1B trén sfc ky cot voi chat hép phy la pha déo
loai RP-18, ¢& hat ndm trong khoang tir 30 dén 50 pm (hing san xuét Fuji silysia Chemical
Ltd.), voi hdn hop dung mdi rira giai metanol/nuéc cat véi ty 18 vé thé tich 12 5/1, thu duge

bén phan doan nhd hon, dugc ky hiéu lin lugt 12 VL1B1 dén VL1B4;

11
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vii) phan tach hop chit axit 2-oxo-3B,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic ¢ cong
thirc (1) & dang bdt vo dinh hinh, mau tréng tir phan doan VL1B1 bémg cach sir dung h¢
théng sic ky 16ng hiéu ning cao HPLC véi ¢4t J°s sphere H-80 (250 x 20 mm) st dung

dung méi axetonitril 70% trong nudc, thoi gian luu tr = 42,9 phut.
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. Ko 1
Hop chét (1) Poi chirng

Hinh 1

172
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Hop chét 1 Hop chét 1 Hop chat 1

Hinh 2

2/2





