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Linh vue k§ thuét dwoe dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé hoa sinh va cac hop chét thién nhién,
cu thé 1a giai phip dé cp dén quy trinh phéan 1ap hop chét reynoutrin tur 1a cady Khao
vang (Machilus thunbergii). Hgp chét reynoutrin thu dugc tir quy trinh theo giai phap
nay co thé duoc st dung truc tiép hoac phéi hop véi cac thao duoc khac dé san xuét
san phém co téc dung diéu tri cic bénh viém.

Tinh trang k¥ thuit cia gidi phdp hiru ich

Viém la mot phan cua phan ung sinh hoc bam sinh co thé khi bi nhiém cac yéu
t6 bén ngoai gay hai nhu mo bi ton thuong vét 1y, su xdm nhap cua vi khudn, virus,
nam hodc co thé bi tac dong xAm nhap cla cac chét la dbi véi hé mién dich, phan ung
viem ¢6 mdi tuong quan véi rat nhiéu bénh khac nhau nhu tim mach, ung thu, bénh
phéi, bénh tu mién, tiéu duong type II, v/v. Phan tng viém ¢ co thé khée manh la co
ché bao vé va lam sach cac té bao, mé hoai tir, loai bo cac phén co thé bi hu hai tir ton
thuong so cép va thu cép, loai bo céc yéu tb ngoai lai c6 hai cho co thé va bat dau qué
trinh hoi phuc ciing nhu thiét 1ap lai can bang ndi mo (Medzhitov R. Origin and
physiological roles of inflammation. Nature, 2008; 454: 428-435). Nam dau hiéu kinh
dién cia chirng viém la r6i loan chte nang, sung, nong, do, dau.

Viém la mot co ché mién dich bam sinh, c6 thé 1a triéu ching cép tinh hodc man
tinh. Mot co thé co hé mién dich suy giam s& co biéu hién viém kém, diéu nay dan dén
cac yéu nguy co gdy hai cho co thé (vi du: virus, nam, di vat) khong bi loai bo hoac
loai bo khong kip thot, diéu nay dé dan dén nguy co tir vong hogc tan tt. Nguoc lai,
viém man tinh kéo dai qua muc can thiét hodc viém cép tinh c6 thé gdy phan tng phan
vé nguy hiém tinh mang. RAt nhiéu nguyén nhan cac chimg bénh khac nhau c6 lién
quan dén phan tng viém, dac biét 1a viém man tinh vi du nhu: viém co va mang ngoai
tim, xo vira dong mach, $dt cao co giat, bénh rang miéng, viém xuong khop tu mién,.

Mot ho cdc chét trung gian enzyme trong san xuét oxit nitric tir L-arginine c6 vai
trd quan trong trong phan (mg viém do tham gia truc tiép vao qud trinh tao nitric oxit
(NO) la oxit nitric téng hop (NOS). Nhirng tac dung ctia NO bao g6m tham gia vao
aué trinh bai tiét insulin, diéu hoa truong luc mach mau va co tron, diéu hoa truong
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luc duong tha, didu hoa nhu dong duong tiéu hoa, tham gia vao qua trinh phat trién va
hinh thanh mach mau va phat trién soi than kinh. NO dugc téng hop ¢ mo cua dong
vat ¢ va boi NOS té bao than kinh va enzyme NOS. Enzym iNOS (enzym téng hop
NO cam ung) dong vai tro quan trong trong phan Gng viém, phan Ung mién dich cua
co thé va lién quan dén nhiéu nguyén nhan trong cac chung rdi loan chuc nang va
bénh tu mién. Nong do NO cao qua mirc ¢6 thé gy ra nhirng hau qua nghiém trong
nhu nhu sbe phan vé trong truong hop nhiém trung va khi méc c4c bénh viém nhiém.

Phuong phap chdng viém pho bién nhét hién nay 1a st dung thubc tan dugc trong
didu tri. Céc loai thube hién nay dugc s dung phd bién trong diéu tri bénh viém bao
gém thude dn dinh té bao mast, thubc khang histamin (anti-histamine), khang
cholinergic, thube corticosteroit, thudc giam dau khang viém khong steroit (NSAID),
decongestant, v/v. (tham khdo NSAIDs, Steroids tu co quan 'y té quéc gia Anh - NHS).
Dic diém chung cua céac loai thude nay la ¢o rAt nhiéu tdc dung phu nhu dau dau,
chong mat, hai cho duong ti€u héa, 1am lodng mét do xuong, uc ché mién dich, suy
tuyén thuong than, v.v. trong mot s6 truong hop phan ung phu nang t6i mac ¢o thé
gdy nguy hiém dén tinh mang. Vi du, cic truong hop nam 2004 - 2005 céac tac dung
phu lién quan dén nhu rdi loan tim mach, phan tng di ung, sbc phan vé ¢o thé gay tir
vong cua thudc Rofecoxib va Valdecoxib dan dén viéc phai thu hoi, nhung nhitng hau
qua v& mat stre khde cling nhu tinh mang khong thé nao bu dip duoc.

Viéc tim kiém céc thubc méi 6 tac dung didu tri cdc bénh lién quan dén viém tur
ngudn gbe tu nhién, voi diém sang la ngudn dugce ligu voi tiém nang 16n dé thay thé
cac hoat chét tdong hop da va dang duoc nghién cru. Nam 1995, nha khoa hoc Nhat
Ban da két hop cdy Khao vang (Machilus thunbergii) va cac cay thude khac dé bao
ché thanh thudc diéu tri cac bénh do nhidu dong vi rat gy ra, trong d6 c6 viém gan
siéu vi A, bénh tay chidn mi¢ng, bénh truyén nhiém duong ho hép (Hozumi, Toyoharu;
Matsumoto, Takao; Ooyama, Haruo; Namba, Tsuneo; Shiraki, Kimiyasu; Hattori,
Masao; Kurokawa, Masahiko; Kadota, Shigetoshi. Antiviral agent containing crude
drug/Antiviral agent containing the rude drug for the treatment of polio, measles,
varicella-zoster, CMV infection and DNA or RNA viruses infection United States,
US5411733 A 1995-05-02). Ngoai ra, mdt trong nhitng tmg dung duogc st dung thuong
thiy nhét cta loai ciy nay da duogc dé cap dén trong cac cong thirc y hoc dén gian cua
Han Qubc dé didu tri ching kho tiéu, choang véng va dau dau. (Christian Bailly,
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Anticancer butanolides and lignans from the Makko tree, Machilus thunbergii Siebold
& Zuce. (Lauraceae). A review. Trends Phytochem. Res. 5(3) 2021 136-147). Mot
nghién ctru khéc cta céc khoa hoc Han Qudc cho thay vo cdy M. thunbergii c6 tiém
ning st dung nhu mot chét chdng vi trung va chéng oxy hoa. Cac hoat tinh nay co thé
lién quan té1 hoat chét axit meso-dihydroguaiaretic (MDGA) - duoc biét dén la co
nhiéu tac dung sinh hoc bao gbm tac dung khang khuén, chéng oxy hoa, khang viém
va bao vé than kinh (Jeon, Jang Su; Oh, Soo Jin; Lee, Ji-Yoon; Ryu, Chang Seon;
Kim, Young-Mi; Lee, Byung Hoon; Kim, Sang Kyum. Metabolic characterization of
meso-dihydroguaiaretic acid in liver microsomes and in mice. Food and Chemical
Toxicology (2015), 76, 94-102; Seo, Kyoung-Sun; Yun, Kyeong Won. Comparative
evaluation of antimicrobial and antioxidant potential of bark and leaf of Magnolia
obovata THUNB. and Machilus thunbergii S. et Z. Journal of Pharmaceutical Sciences
and Research (2018), 10(3), 528-531). Cac nghién ctru cling cho thiy chiét xuat M.
thunbergii c6 hoat tinh manh chéng lai chat gdy di img do loai mat bui nha tao ra, do
d6 ¢6 thé st dung dé ngan ngira hodc didu tri cac bénh di img khac nhau. (Ahn, Yong
Jun; Kim, Hyeon Gyeong; Yang, Young Cheol; Kim, Sun Il; Jung, In Hong; Lee, Gyu
Seok. Mite allergen neutralizer comprising plant extract capable of neutralizing
allergens produced by mites, allergen neutralizing composition comprising the same
and method for producing allergy protein neutralizer. Korea, Republic of,
KR2007065927 A 2007-06-27). Mit khac, cdc nha nghién ciru Trung Quéc da tim thdy
mot s6 cong dung tht vi ctia M. thunbergii trong diéu tri viém sun khi két hop véi cac
loai duoc lieu khac (Jiang, Dazhi. 4 traditional Chinese medicine preparation for
treating costal chondritis and its making method. China, CN105434670 A 2016-03-
30). M. thunbergii két hop voi cac ché phém ¢6 ngudn gbc thao dugc thién nhién khac
c6 tac dung tiéu viém, giam dau, thic dAy tuan hoan méu loai bo & dong mau, giip vét
thuong mau lanh, ning cao chét lugng cude séng nguoi bénh, an toan khi st dung lam
thube rira vét thuong va chat chita bénh (Sun, Hongmin. 7 raditional Chinese medicine
composition for wound cleaning and care. China, CN105833180 A 2016-08-10). Cac
nha nghién ctru Trung Quéc tham chi con két hop M. thunbergii va cac loai thao mdc
khéc v6i cac loai thube Tay dé diéu tri viém xoang tan gbc va nhan thAy rang chiing c6
tac dung thudce nhanh chong, hiéu qua diéu tri ro rang va 6n dinh, do do dat dugc ty 1€

chita khoi bénh cao (Ge, Fukui; Zhang, Chunli. An Oral formulation containing
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raditional Chinese medicines and Western medicines for treating anal sinusitis, and
preparation method thereof. China, CN105267796 2016-01-27)

Tuy nhién, tic dung khdng viém cua cac hoat chét phan lap dugc tir loai Khao
vang (Machilus thunbergii) lai chua dugc nghién cou nhiéu. Giai phap sau day dua ra
quy trinh phan ldp va tinh ché hop chét reynoutrin c6 tic dung khang viém bang
phuong phap dan duong sinh hoc. Dua vao két qua sang loc hoat tinh khang viém, cao
chiét etyl axetat (EtOAc) dugc lya chon dé phan 1ap, tinh ché hop chét reynoutrin ¢6
hoat tinh sinh hoc, cu thé la ¢6 tac dung khang viém thong qua {rc ché su san sinh NO.
Ban chét ky thuit cia gidi phap hitu ich

Giai phap hitu ich nham giai quyét vén dé néu trén, cu thé 1a giai phap hiru ich de
cip dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chat reynoutrin tir 14 cdy Khao vang
(Machilus thunbergii) c¢6 tic dung khang viém va hop chét reynoutrin thu dugc tr quy
trinh nay.

Theo khia canh thi nhat, giai phap dé xuét quy trinh phén 1ap va tinh ché hop chét
reynoutrin ¢o tac dung uc ché su san sinh NO tur la cdy Khdo vang (Machilus
thunbergii), trong do quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) chuan bi nguyén liéu béng cach thu 14 cdy Khdao vang, loai bo tap chit, thai nho,
rira sach va sdy kho dén khéi luong khong dbi & nhiét do ndm trong khoang tir 45 dén
550C va xay nhé dén kich thuge khoang 0,2 mm thu duoc nguyén liéu bot 14 cay Khao
vang;

b) chiét nguyén liéu bang cich chiét hoi luu nguyén liéu bot la cay Khao vang
vi metanol theo t§ 16 1/4 (khéi lwong/thé tich), thoi gian chiét tir 50 dén 70 phut &
nhiét do nam trong khoang tir 60 dén 70°C, sau khi thu dich chiét, loai dung mdi thu
cao chiét metanol (MTM);

¢) hoa tan cao chiét MTM bang cach hoa tan cao chiét MTM vao nudc nong theo
tilé 1/2 (ldléi luo’ng/thé tich), sau do siéu am dé hoa tan hét cao chiét MTM thu duoc
hon hop dang long;

d) thu phan khong tan trong dung moi n-hexan bang cach bd sung n-hexan vao
hén hop dang 16ng thu dugc ¢ bude ¢) theo ty 1¢ 3/1 (thé tich/thé tich), sir dung may
khudy dé khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phén pha, lic déu, dé lang trong
vong 1 gio, thu dugc hén hop dang 16ng khong tan trong dung moi n-hexan va co ky

hiéu MTW;
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e) chiét bang etyl axetat bang cach bd sung etyl axetat vao hon hop dang long
khong tan trong dung mdi n-hexan va co ky hiéu MTW thu dugc & budce d) theo ty 1¢
3/1 (thé tich/thé tich), str dung may khudy dé khudy déu hon hop, sau d6 bd sung vao
binh phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi etyl
axetat va cO quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao chiét etyl axetat
(MTE);

f) thu phan doan chua hop chat reynoutrin bang cach nhdi phan cao chiét etyl
axetat (MTE) thu dugc ¢ budc e) 1én cot sdc ky silica gel co kich cd hat 230 dén 400
mesh, tién hanh rira giai voi hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1€ 100/1,
50/1, 30/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/metanol ty 1¢ 7/1
va c6 ki hiéu MTEt-10;

) thu hop chét reynoutrin tho bang cach nhdi phan cao chiét ¢ ki hiéu MTEt-10
thu duoc & bude f) 1én cot sic ky silica gel c6 kich ¢ hat 230 dén 400 mesh, tién hanh
ria giai vdi hé dung moi diclometan/axeton lan luot theo ty 1€ 10/1, &/1, 6/1, 4/1, 3/1,
2/1 va 1/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/axeton ty 1& 1/1 va co ki hiéu
MTEt-10.14;

h) tinh ché hop chit reynoutrin bang cach nhoi phan doan c¢6 ki hiéu MTEt-10.14
thu duoc & budc g) 1én cot sic ky ODS véi chit hap phu la silica gel RP-C18 theo ti 1€
1/10 (khdi luong/khdi lugng) va hé dung moi rira giai la axetonitril/nude 1an luot theo
ty 1& 1/3, 1/2 va 1/1 (thé tich/thé tich), sau khi c6 loai dung mdi, thu dugc hop chét

reynoutrin dang bot, mau vang va c6 cong thic (1) sau:

Theo mdt phuong an uu tién, trong do budce chiét bang metanol, n-hexan va etyl
axetat déu duoc thuc hién 3 lan.

Theo mot phuong én uu tién, trong do hé dung mdi rira giai trong bude thu phan
doan chtra hop chét reynoutrin tho la diclometan/metanol theo ty 1€ metanol tdng dan

tr 0 dén 100%.
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Theo mdt phuong an uu tién, trong do6 con co bude tinh sach hop chét reynoutrin
béng cach hoa tan san phém thu duoc trong hé dung moi metanol/nudc dé thu hop chét
reynoutrin tinh khiét trén 95%.

Theo mdt khia canh thi hai, giai phap dé cap dén hop chit reynoutrin c¢6 cong
thuce (1) dugc st dung truc tiép hodc phéi hop voi cac thao dugc khac lam nguyén liéu
san xudt san phdm diéu tri bénh viém.

M ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phdp dugc mo ta mot cach chi tiét vdi cac phuong an thuce hién quy
trinh phén lap va tinh ché hop chét reynoutrin c6 tac dung diéu tri viém tur 1a cay Khao
vang (Machilus thunbergii) va hop chét reynoutrin thu dugc tr quy trinh nay cung vdi1
cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac vi du minh hoa nay chi nham lam rd ban
chét cua giai phap chir khong nham han ché pham vi yéu cAu bao ho cua giai phap

Theo khia canh tht nhét, giai phap dé cap dén quy trinh phén l4p va tinh ché hop
chét reynoutrin c6 tic dung didu tri viém tir 14 cay Khao vang (Machilus thunbergii),
trong do quy trinh nay bao gOm cac budc: a) chuin bi nguyén liéu; b) chiét bot 14 cay
Khao vang ; ¢) thu cac cao chiét va phan doan chua hop chét reynoutrin; d) chiét hop
chét reynoutrin; ¢) thu hop chét reynoutrin thd; va f) tinh ché hop chét reynoutrin.

Trong budc chuén bi nguyén liéu, thu la cay Khao vang, loai bd tap chat, thai
nho, rira sach, sau do sdy kho & nhiét do nam trong khoang tir 45 dén 55°C va xay nho
(dén kich thugc 0,2mm) thu duge nguyén liéu bot 14 cay Khéo vang.

Trong budc chiét nguyén liéu bot 1a cay Khéo vang, tién hanh chiét hoi luu ba
1an phan bot thu duge & budc trén bang metanol theo ty 1¢ 1/4 (khoi luong/thé tich) voi
thoi gian chiét tir 50 dén 70 phat & nhiét d ndm trong khoang tir 60 dén 70°C. Sau khi
thu dich chiét, loai dung moi dudi ap sudt giam thu cao chiét metanol (MTM).

Trong budc hoa tan cao chiét MTM, hoa tan cao chiét MTM vao nuée nong theo
{16 1/2 (khdi luong/thé tich), sau d6 siéu am dé hoa tan hét cao chiét MTM thu dugc
hén hop dang long.

Trong budc thu phén khong tan trong dung moi n-hexan, b6 sung n-hexan vao
hén hop dang 18ng thu duge ¢ bude trén theo ty 1¢ 3/1 (thé tich/thé tich), st dung mdy
khudy dé khudy déu hon hop, sau do b6 sung vao binh phan pha, lic déu, dé lang trong
vong 1 gio, thu dugc hdn hop dang 16ng khong tan trong dung moi n-hexan va co ky

hiéu MTW.



4271 7/13

Trong budc thu cao chiét etyl axetat, bd sung etyl axetat vao hon hop dang long
khong tan trong dung mdi n-hexan va ¢6 ky hiéu MTW theo ty 1€ 3/1 (thé tich/thé
tich), st dung may khudy dé khudy déu hon hop, sau do b6 sung vao binh phan pha,
Jic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi etyl axetat va cd
quay loai bo dung moi dudi ap suat giam dé thu duoc cao chiét etyl axetat (MTEL);

Trong budc thu phén doan chira hop chét reynoutrin, nhdi phan cao chiét etyl
axetat (MTE?) 1én ¢t sdc ky silica gel ¢6 kich co hat 230 dén 400 mesh, tién hanh rua
giai voi hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1€ 100/1, 50/1, 30/1, 10/1 va
7/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/metanol ty 1€ 7/1 va c6 ki hiu MTEt-
10.

Trong budc thu hop chét reynoutrin tho, nhdi phén cao chiét co ki hiéu MTEt-10
lén cot sdc ky silica gel co kich ¢o hat 230 dén 400 mesh, tién hanh rtra giai vdi hé
dung méi diclometan/axeton 1n lugt theo ty 1& 10/1, 8/1, 6/1, 4/1, 3/1, 2/1 va /1 (thé
tich/thé tich), thu phan doan diclometan/axeton ty 1€ 1/1 va c6 ki hi¢u MTEt-10.14.

Trong budc tinh ché hop chét reynoutrin, nhdi phan doan c6 ki hiéu MTEt-10.14
lén cot shc ky ODS véi chdt hip phu la silica gel RP-C18 theo ti 1& 1/10 (khéi
lu’qng/khéi luong) va hé dung moi ria giai la axetonitril/nuoc lan luot theo ty 1€ 1/3,
1/2 va 1/1 (thé tich/thé tich), sau khi cd loai dung mdi, thu dugc hop chét reynoutrin

dang bdt, mau vang va c6 cong thie (1) sau:

Theo mot phuong dn uu tién, trong do budc chiét bang metanol, n-hexan va etyl
axetat déu duogc thuc hién 3 lan.

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 hé dung mdi rira giai trong budce thu phan
doan chtra hop chét reynoutrin tho 1a diclometan/metanol theo ty 1€ metanol ting dan

tr 0 dén 100%.
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Theo mdt phuong dn uu tién, trong do con ¢6 bude tinh sach hop chét reynoutrin
bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung moi metanol/nude 1an lugt theo ty
16 1/2 va 1/1 dé thu hop chét reynoutrin tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh th hai, giai phap dé cap dén hop chét reynoutrin thu dugc
bang quy trinh theo gidi phap, trong do hop chét reynoutrin c6 cong thtc (1) dugce sur
dung truc tiép hodc phdi hop voi cac thao duge khac l[am nguyén liéu san Xudt san
phém diéu tri bénh viém.

Vi du thuye hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phan ldp va tinh ché hop chét reynoutrin tir ld cdy Khdo vang (Machilus
thunbergii).

Thu 14 cdy Khéo vang, loai bo tap chit, thai nhd, rtra sach, séy khd ¢ nhiét do
khoang 50°C dén khdi lugng khong ddi sau do nghién nho thanh bot (c6 kich thude
0,2mm) va thu dugc Skg bot. Phén bot nay dugc chiét hdi luu ba lan béng metanol (3 X
20L) véi thot gian chiét khoang 60 phat ¢ nhiét do nam trong khoang 65°C, sau khi ¢
quay loai bo dung moi thu duoc cao metanol (MTM 195g). Cao MTM dugc hoa tan
vao 400 mL nudc néng, sau do si€u am dé hoa tan hét cao chiét PBE thu dugc hon hop
dang long. B6 sung 1,2 L dung mdi n-hexan vao hdn hop dang long, st dung may
khudy deé khudy déu hon hop, sau do bd sung vao binh phén pha, dé lang trong vong 1
gio, thu phan khong hoa tan trong dung moi n-hexan (MTW). Qua trinh chiét bang
dung mdi n-hexan duogc thuc hién 3 lan. Tiép tuc bd sung 1,2 L etyl axetat vao hon
hop dang 16ng c6 ky hiéu MTW, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau do bd
sung vao binh phan pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi
etyl axetat va cAt loai bd dung mdi dudi ap sudt giam thu dugc cao chiét etyl axetat
(MTEt; 95 g). Qua trinh chiét béng dung moi n-hexan dugc thuc hién 3 lan. Cao chiét
MTEt (95 g) dugc dua lén cot sdc ky voi chét hip phu la silica gel (c6 kich ¢& 230 dén
400 mesh), tién hanh rtra giai véi hé dung moi diclometan/metanol 1an luot theo ty 1&
100/1, 50/1, 30/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich), thu phén doan diclometan/metanol ty
16 7/1 va co ki hiéu MTEt-10 (6,5g). Phéan doan MTEt-10 (6,5g) tiép tuc duoc dua lén
¢t séc ky voi chat hip phu la silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh), tién hanh rira
giai voi hé dung moi diclometan/axeton lan luot theo ty 1& 10/1, 8/1, 6/1, 4/1, 3/1, 2/1
va 1/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/axeton ty 1& 1/1 va c6 ki hiéu

MTEt-10.14 (150mg). Hoa tan phan doan c6 ki hiéu MTEt-10.14 (150 mg) 1én cot sdc
8
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ky ODS véi chét hdp phu la silica gel pha dao RP-C18 c6 kich c& hat 40 dén 63 um
theo ti 16 1/10 (khéi lugng/khdi luong) va rira gidi v6i hé dung moi la axetonitril/nuge
lan luot theo ty 18 1/3, 1/2 va 1/1 (thé tich/thé tich), sau khi c6 loai dung moi, thu duoc
hop chit reynoutrin ¢6 cong thie (1) dang bot vo dinh hinh, mau vang.

Vi du 2: Pinh tinh va dinh lwong hop chdt reynoutrin

Hop chét dang bot vo dinh hinh, mau vang thu dugc ¢ Vi du 1 duoc xac dinh vé
mat dinh tinh va dinh lugng bang cac phuong phap da biét trong linh vuc ky thuét nay.
Két qua nhu sau:

Ddc tinh cua hop chat reynoutrin ¢ céng thirc (1)

- Tén theo IUPAC: 2-(3,4-dihydroxypheny1)-5,7-dihydroxy-3-[(3R,4S,5R)-3,4,5-
trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one.

- M ta: Hop chat dang bdt, mau vang, tan tt trong dung moi metanol. Xac dinh
dinh tinh bang sic ky 16p mong trén ban mong silica gel pha dao trang san 60 RP-C18
F2s4s (Merck), dung moi trién khai 1a metanol/nuée = 1,5/1 (v/v); Ry = 0,50.

- CTPT: CooHi3O11 (M = 434).

- Phé cong hudng tur hat nhan: 'H-NMR (400 MHz, Methanol-ds) ou (ppm): 7,65
(1H, s, H-2"); 7,63 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-6"); 6,90 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5"); 6,44 (1H,
s, H-8); 6,25 (1H, s, H-6); 5,22 (1H, d, J = 6,4 Hz, H-1"); 3,83 (1H, dd, J = 5.2; 11,2
Hz, H-5"a), 3.12-3.58 (4H, m, H-2"'/H-3"/H-4"/H-5"b); "*C-NMR (100 MHz,
Methanol-da) dc (ppm): 179,6 (C-4); 166,1 (C-7); 163,2 (C-5); 159,1 (C-9); 158,6 (C-
2); 150,1 (C-4"); 146,2 (C-3"); 135,6 (C-3); 123.4 (C-6"); 123,2 (C-1"); 117,4 (C-5);
116,2 (C-2"); 105,8 (C-10); 104,8 (C-1"); 100,0 (C-6); 94,9 (C-8); 77,7 (C-5"); 75,4
(C-3"); 71,2 (C-2"); 67,4 (C-4").

CAu tric hoa hoc cta hop chét c6 cong thue (1) dugc so sanh v4i co s6 dit ligu vé
hop chat héa hoc va khang dinh rang hop chat ¢6 cong thire (1) la hop chét c6 tén
reynoutrin.

Vi du 3: Xdc dinh hoat tinh irc ché su san sinh NO cua hop chat reynoutrin trén dong
dai thuc bao RAW 264.7.
+ Nudi cdy té bao:

Té bao RAW 264.7 dugc nudi trong moi truong DMEM-F12, FBS 10% dén do
phu 70-80%, sau do 1é bao dugc cdy chuyén vio dia 96 giéng dé thuc hién thi nghiém
vG1 cac thay doi vé 11611g do lipopolysaccharide (LPS), mat do té bao, céac diéu kién
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gy doi té bao, thoi gian i v6i LPS. Sau do, 50uL dich néi trong dia 96 giéng nudi té
bao (sau khi da u véi LPS va dat duoce cac chi tiéu vé thoi gian va thanh phan thi
nghiém) dugc chuyén sang dia 96 giéng khac va bd sung mot thé tich 50uL thude thi
Griess, u 10 phat. Do OD budc séng 550nm.

+ Phuong phdp xéc dinh hoat tinh trc ché su san sinh NO.

Té bao RAW 264.7 duge chy vao dia 96 giéng v6i mat do 10* bao/giéng, U
trong 12 gid & diéu kién 37°C, 5% CO. Hut bd moi truong cti va thay thé bang moi
truong chira 1% FBS, 0 trong 6 gio. Sau do, thay moi truong ct bing moi truong cd
chtra hop chét reynoutrin (hodc dbi chung duong - Sappanone A) ¢ cac nong do khac
nhau va LPS ndng dé 0,5pg/mL, 1 24 gio. Hat 50puL dich ndi trong mdi giéng sang dia
96 giéng khac va bd sung S0ul thube thir Griess, u 10 phut. Po OD tai bugc song

550nm. Kha nang tc ché su san sinh NO dugc tinh bang cong thic:

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

Kha nang ¢ ché =

Bang 1. Hoat tinh rc ché su san sinh NO cta hop chét reynoutrin

Hop chit ICs0 (LM)
Reynoutrin 46,56 + 2,77
Sappanone A 8,32 +£0,04

Tac dung e ché su san sinh NO cua hop chét reynoutrin dugc thé hién & bang 1.
Hop chét reynoutrin c6 tac dung Gc ché trung binh su san sinh NO véi gia tri ICso =
46,56 = 2,77 UM so voi chit dbi ching duong - Sappanone A (ICso = 8,32 + 0,04 UM).
Vi tac dung Uc ché trung binh su san sinh NO, hop chét reynoutrin co tiém nang
trong diéu trj viém, tir do dinh huéng hop chét reynoutrin c6/hodc khong phéi hop véi
cac thao duoc khac lam nguyén liéu san Xuét san phém co tac dung diéu tri bénh viém.
Hiéu qua dat duge ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh cta giai phap hiru ich cho phén lap va tinh ché hop chit reynoutrin véi
do tinh khiét > 95% tur 14 ciy Khéo vang (Machilus thunbergii). Bang cach st dung
sdc ky cot va diéu chinh hé dung moi tdi uu, quy trinh cho phép chiét dugc hoat chat
¢6 hiéu suit chiét cao, tr d6 md ra mot hudng san xut c6 kha nang cung cip nguyén
liéu cho nganh duoc trén co s¢ cac hoat chit co ngu@m géc tur tu nhién.

10
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Hop chét reynoutrin thu duoc tir quy trinh theo giai phap da dugc chimg minh co
tac dung diéu tri viém trén co sO uc ché trung binh sy san sinh NO. Hop chét
reynoutrin theo gidi phap co tiém nang phat trién thanh duoc pham hodc thuc pham

chire ning ho trg trong viéc ngan nglra va diéu tri bénh viém.

11
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh phan lap va tinh ché hop chét reynoutrin c6 tac dung khdng viém tu la cay
Khéo vang (Machilus thunbergii), trong do quy trinh nay bao gbm cac bude:

a) chuén bi nguyén liéu bang cach thu 1a cay Khao vang, loai bd tap chét, thai nho,
rra sach, siy kho dén khéi luong khong doi & nhiét do ndm trong khoang tir 45 dén
55°C va xay nhd dén kich thuge khoang 0,2 mm thu duoc nguyén liéu bot 1a cay Khao
vang;

b) chiét nguyén liéu bang cach chiét hoi luu nguyén liéu bot la cay Khao vang
véi metanol theo (9 16 1/4 (khéi lwong/thé tich), thoi gian chiét tir 50 dén 70 phut &
nhiét do nim trong khoang tir 60 dén 70°C, sau khi thu dich chiét, ¢d quay loai bo
dung mdi dudi ap suat giam thu dugc cao chiét metanol (MTM);

¢) thu hdn hop dang long bang cach hoa tan cao chiét MTM thu dugc 6 budce b)
vao nudc nong theo ti 1€ 1/2 (khéi luo'ng/thé tich), sau do siéu am dé hoa tan hét cao
chiét MTM thu duge hdn hop dang long;

d) thu hdn hop dang long khong tan trong dung moi n-hexan bang céach bd sung
dung moi n-hexan vao hdn hop dang léng thu dugc ¢ bude c¢) theo ty 1¢ 3/1 (thé
tich/thé tich), su dung may khudy dé khudy déu hon hop, sau dé bd sung vao binh
phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu dugc hon hop dang 16ng khong tan
trong dung mdi n-hexan va c6 ky hiéu MTW;

e) thu cao chiét etyl axetat bang cach bd sung dung mdi etyl axetat vao hdn hop
dang 16ng khong tan trong dung moi n-hexan va ¢6 ky hieu MTW thu dugc & bude d)
theo ty 1¢ 3/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy déu hon hop, sau do bo
sung vao binh phén pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gid, thu phin hoa tan trong
dung moi etyl axetat va cd quay loai bo dung moi dudi ap suit giam dé thu dugc cao
chiét etyl axetat (MTEY);

f) thu phan doan chua hop chét reynoutrin bang cach nhdi phan cao chiét etyl
axetat (MTEL) thu duge & budc e) 1én cdt sac ky silica gel c6 kich ¢g hat 230 dén 400
mesh, tién hanh ria giai vai hé dung moi diclometan/metanol lan luot theo ty 1€ 100/1,
50/1, 30/1, 10/1 va 7/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/metanol ty 1€ 7/1
va ¢6 ki hiéu MTEt-10;

g) thu hop chit reynoutrin thd bang cach nhdi phan cao chiét co ki hiéu MTEt-10
thu duoc & budc f) [én cot sdc ky silica gel co kich c& hat 230 dén 400 mesh, tién hanh
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rira giai v6i hé dung moi diclometan/axeton lan luot theo ty 1& 10/1, &/1, 6/1, 4/1, 3/1,
2/1 va 1/1 (thé tich/thé tich), thu phan doan diclometan/axeton ty 1& 1/1 va c6 ki hicu
MTEt-10.14; va
h)ﬁnhchéluﬂych&nﬁynouuhlbéngcédnnhéiph&adoancéld}ﬁ@lthEb1014
thu duoc ¢ budc g) 1én cot sdc ky ODS véi chét hap phu la silica gel pha ddo RP-C18
¢6 kich ¢5 hat 40 dén 63 pm theo ti 1& 1/10 (khdi lugng/khoi luong), tién hanh rira giai
vél hé dung moi la axetonitril/nude 1an luot theo ty 1€ 1/3, 1/2 va 1/1 Ohé tich/thé
tich), sau khi ¢6 loai dung moi, thu dugc hop chét reynoutrin dang bot, mau vang va co

cong thuce (1) sau:






