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Linh vuc k§ thuit dwoe dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc hdéa hoc va cac hgp chét thién nhién c6 hoat

tinh sinh hoc, cu thé 1a gidi phép hiru ich dé cép dén quy trinh chiét hdn hop hoat chét

¢6 tac dung chdng viém loét da day tir cAy Yén bach (Chromolaena odorata L).
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

D3 ¢6 nhiéu nghién ciru, tim ki€ém cac hoat chat cé tac dung sinh hoc tir dugc liéu

d& gop phan phat trién dugc phdm, dic biét 1a nhitng dugc pham c6 tic dung chéng

viém loét da day gitp didu tri bénh viém loét da day. Mot trong nhitng loai duqc'

nghién ciru d6 14 cay Commelina diffusa (Yén bach) c6 chira cic hop chat thudc nhom
alcaloit, flavonoit aglycon (flavon, flavonol va flavanol), teropen va terpenoit, tanin

cling nhu cac hoat chét thudc nhom sapoin.

Ngoai ra, Yén bach dugc coi nhu 1a mét loai cdy c6 tac dung chong vi€ém, cam .

mau tiém nang. Owoyele va cac cdng sy dd chung minh rang chiét xuat nudc cua
C.odorata c6 tac dung chong viém phu thudc vao liéu sau khi so sanh tic dung trc ché
qué trinh viém gifra cac dich chiét c6 nong do khéac nhau va indomethacin trén chudt

Wistar. Cac hoat dong chéng viém duoc quan sat thdy trong nghién ctru nay c6 thé 1a

do mdt hodc su két hop ctia cic thanh ph?m, quan trong nhit 13 tamarixetin va

kaempferit, 12 4-metyl ete clia quercetin va kaempferol flavonol. Trong do6, quercetin
va kaempferol dugc biét dén 14 nhiing chét chéng oxy hoa va chéng viém manh.

Mot vai nghién ciru khéc lai chi ra co ché cua tdc dung chong viém nay la trc ché

céc yéu t6 gdy viém. Phién ma COX-2 va iNOS dugc kich hoat thong qua con dudong

NF-«B. Do d6, NF-kB 1a yéu t6 phién mi da ning va déng mot vai trd quan trong
trong viéc didu chinh phén tng mién dich dbi v6i viém va bénh tw mién. Chiét xut
methanol ctia bd phan trén mat dét ctia C.odorata dugce phan chia bﬁng cac dung moi

khéc nhau, chi phan butanolic rc ché vira phai COX-1 va COX-2, phan etyl axetat tir

dich chiét 14 da rc ché san xuét nitric oxit (NO), v ciing e ché hoat dong ctia NF-kB

trong té bao dai thuc bao RAW 264.7. Chiét xuét 14 etanolic thé hién hoat tinh trc ché
chéng lai su san sinh yéu t§ hoai tir khéi u (TNF-a) tir Propionibacterium acnes, mot

loai vi khuén tao mu gy ra mun viém (rc ché 470%). Chiét xuat diclorometan (rc ché
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TNF-a va interleukin IL-1p gay ra bdi ndi doc to cliia cidc dong t€ bao nguyén bao soi
nudu va monocyt ciia ngudi. Hon nita, chiét xuat etanol thé hién sy trc ché manh mé

trong mo6 hinh phu tai do tetradecanoyl phorbol axetat giy ra. Pandith va cong sy da

chimg minh rang Scutellarein tetrametyl ete (SCU) va stigmasterol trong chiét xuét.

ctia C.odorata c¢6 hoat tinh sinh hoc di v6i su biéu hién ctia COX-2 va protein iNOS /
mRNA do ndi doc t6 vi khudn (LPS) gdy ra trong dai thuc bio RAW 264.7 (chudt);
ddng thoi trc ‘ché san xudt NO va PGE2 théng qua ngin chin sy phat trién cta con

duong NF-«B.

‘Rana dhar va cOong su lai phan 14p duoc 2',4-Dihydroxy-3',4',6’-'

trimethoxychalcon v&i hoat tinh khang viém nh¢ vao gidm san xuét NO va céc cytokin
tién viém, TNF-a, IL-1b, va IL-6 thong qua su (rc ché cac con duong tin hiéu NF-kB

1.

va p38 MAPK. Trong khi dd, cac chat chuyén hoa clia axit linoleic hodc axit linolenic

da dugc moét nhém nghién cru & Viét Nam tim ra ciing cho két qua twong tu..

Melatonin - mét chit chéng viém tiéu chudn va cic phan doan giau flavonoit tir
Chromolaena odorata da dugc chi dinh cho nhitng con chuot méc viém da day do
aflatoxin B1. Sau khi so sanh, nhén thiy tic dung chéng viém da day ciia cac phan

doan giau flavonoid thong qua trc ché IL-1B, TNF-o0, va ngin chin san xuit NO - céc

yéu t0 gdy ra viém. Nhu vay, c6 thé thay tac dung chong viém tiém nang cua chict

xuit C.odorata qua cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc rd rang.
Mot co ché caa tic dung nay da duoc nghién ciru. Két qua clia nghién ctru nay

cho thdy ring mot trong nhimng co ché ¢6 thé cé dé ting cuong kha ning chita lanh vét

thwong ctia C.odorata c6 thé 1a tic dung chdng oxy héa ctia cac chét chiét xuat do hén

hop céc phenol chdng oxy hoéa dam nhiém: axit protocatechuic, axit p-hydroxybenzoic,
axit p-coumaric, axit ferulic va axit vanillic, cling 1a cac hgp chét hoat dong chinh ciia
nhidu cdy thudc c6 kha nang chira lanh vét thwong. Cac tac gia da khing dinh, nhiing

axit dugc phan 1ap tor chiét xuit ctia C.odorata nay duoc ching minh 1a chiu trach

nhiém bao vé cac t& bao da duoc nudi cdy chdng lai tac hai cia qua trinh oxy hoa. Céc

flavonoid dugc xac dinh trong cic phan doan khac nhau c6 kha nang c6 tac dung hiép
dong.

Nguoi ta phat hién ra riang chiét xuat nuéc cua C.odorata e che sy co lai cua

mang luGi collagen bdi cac nguyén bao soi ¢ da binh thuong. Muc do e ché phu

thudc vao nong do cua chiét xuit va cua collagen. O liéu cao nhat cla chiét xuat
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C.odorata, 200 dén 400/pg/ml, su co lai cia gel collagen da bi ngén chén hoan toan. ¢
ndng do collagen cao (1 hodc 1,3 mg/ ml), collagen co lai cham va 100 pg /ml chiét
xudt d3 trc ché hoan toan su co bép cho dén ngay thit 7 hodc ngay thi 9. Diéu nay goi
y ring chiét xuét c6 thé c6 ¥ nghia didu tri trong viéc giam thiéu su co thit va bién

dang seo sau bong.

Giup cdm mau ciing 1 mot khia canh trong tac dung chira lanh vét thuong ciia

chiét xudt C.odorata. Sau khi so sanh thdi gian chdy mau & chudt, Pandith va cong sy
chi ra r%mg tht ca cac chat chiét xuét tir con, ngoai trur chat chiét xuét tir 50% etanol,
lam giam déng ké thoi gian chay mau t6t hon so v6i chét chiét xuat dang nudc dong

kho. Dich chiét 70% etanol tir 14 kho duoc tim thy 1a dich chiét c6 hoat tinh cAm mau

manh nhét. O nghién ctu khac ciia minh, Pandith va cong su da ldléng dinh duoc co

ché cAm mau, gop phan chira lanh vét thuong.
Trong cach st dung truyén théng, 14 duoc nghién thanh bdt nhdo va dugc boi tai

chd trén nhitng noi bi anh hudng dé chita lanh vét thuong. O Viét Nam, cdy nay duoc

ding 1am thudc tri vét cén cta to dia, vét thuong mo mém, bong, nhiém trung da. Hon

nita, dich chiét tir nuéce 14 duge st dung rong rai nhu mot loai thudc tri tiéu chay, sbt
rét va tiéu dudng.
Nhu vay, cdy Yén bach da cho thdy duoc tng dung rong rai trong didu tri nhidu

loai bénh, nhung chua c6 quy trinh cho phép chiét cac hoat chit c6 tac dung chéng

viém loét da day. Hién nay, voi muc dich phat trién nguén duoc liéu thay thé cho hoat-

chét hoéa hoc tdng hop, viéc tim ra, phat tridn duoc phdm thay thé tir thao dugc dang
duoc cha trong. Vé6i uu thé v& kha nang chéng viém loét da day tidm nang, cdy Yén

bach & mdt tng vién c6 the phat trién nguon dugc li€u an toan. Do d6, can c6 quy

trinh chiét cac hoat chét c¢6 tac dung chéng viém loét da day véi hi¢u suit va do tinh

sach du dé phat trién thanh dugc pham.
Ban chit k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich nhdm khic phuc céc nhuge diém néu trén, cu thé 14 gidi phap

hitu ich d& cap dén quy trinh chiét hdn hop hoat chét c6 tac dung chdng viém loét da

day tir cay Yén bach, trong d6 quy trinh ndy bao gbm céc bude:
a) chuan bi nguyén liéu bang cach thu gom phan trén mit dAt cua cdy Yén bach

(Chromolaena odorata L), sau khi loai bo tap chét, séy & nhiét do nam trong khoang tir
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50-60°C dén kho, sau d6 xay nhod qua c& sang 5mm thu duwgc nguyén liéu la bot cay
Yén bach c6 d6 Am khoang 10%;

b) chiét nguyén liéu bang cach ngim chiét nguyén liéu bot cay Yén bach trong

dung moi etanol 70% trong 2 ngay & didu kién nhiét 46 nim trong khoang tir 25-35 °C, |

thu hdi phan dich chiét;
¢) chiét loai tap chét bang cach cd quay phan dich chiét trong diéu kién ap suét

giam dé loai dung moi thu dugc cao chiét tdng, tiép d6 hoa tan cao chiét téng nay

trong nudc va chiét phéan 16p 1an lugt v6i n-hexan va etyl axetat trong 30 phut, sau d6

loai cAt loai bo dung moi, thu cao chiét phan doan etyl axetat;
d) thu phan doan chura hoat chét c6 tac dung chbng viém loét da day bang cach
nhdi cao chiét phan doan etyl axetat 1én ct silica gel va rira giai 14n luot bang hé dung

1/

méi n-hexan/EtOAc véi ty 16 n-hexan giagm dén tir 5/1 xudng 1/1 (theo the tich) rdi
1

tiép tuc rira gii bing hé dung méi CHClyMeOH véi ty 16 CHCls giam dan tir 10/1

dén 1/1 (theo thé tich), gom cac phan doan xut hién mau trén co s¢ kiém tra sic ky
ban méng;

¢) phén 1ap hoat chét c6 tac dung chdng viém loét da day bang cach phan tach

phan doan thu duoc trén cot silica gel kich thude 45mmx350mm v6i hé pha dong

EtOAc/MeOH ty 1€ 5/1 (theo thé tich), thu bén phan doan dau, mdi phan doan 500ml,
ky hiéu la E1, E2, E3, E4, tuong Gng:

+ phén doan E1 dugc nhdi 1én ¢t silica gel, tién hanh sic ky pha thuong véi hé
dung mdi rira giai 1a n-hexan/etylaxetat ty 1€ 4/1 (theo thé tich), sau khi ¢6 loai dung
moi thu duge hoat chit 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-1,2-diol;

+ phén doan E2 dugc nhdi én cot silica gel, tién hanh séc ky pha thuong v6i hé
dung moi rira giai 12 n-hexan/etylaxetat ty 1¢ 8/1 (theo thé tich), sau khi ¢d loai dung

moi thu duoc hoat chit kaemferol -7-O-a-L-rhamnopyranosit;

+ phan doan E3 dugc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh sic ky pha thudong véi hé

dung méi rira giai 12 n-hexan/etylaxetat ty 1€ 8/1 (theo thé tich), sau khi ¢0 loai dung
moi thu duge hoat chit naringenin-5,7-di-O-B-D-glucopyranosit;

+ phan doan E4 dugc nhdi lén cdt silica gel, tién hanh sic ky pha ddo véi he
dung moi rira giai 1la MeOH/H20 ty 1€ 3/1 (theo thé tich), sau khi ¢0 loai dung méi thu

dugc hoat chat rubrosteron; va
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f) thu hdn hop hoat chat c6 tac dung chéng viém loét da day bang cich gdp

chung céc thanh phan bao gdm 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-1,2-diol,

kaemferol -7-O-o-L-rhamnopyranosit, naringenin-5,7-di-O-B-D-glucopyranosit va
rubrosteron thu duoc & trén, sau khi phéi tron déu thu dugc hdn hgp hoat chét ¢6 tac
dung chéng viém loét da day dang bot.
M0 ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc mo ta chi tiét voi cac phuong 4n va cac vi du
thue hién cu thé, tuy nhién, cac phuong an va cac vi du nay chi nhim muc dich minh
hoa va 1am r3 ban chat cua giai phap hitu ich chir khong nhim han ché pham vi yéu

ciu bao ho ctia giai phap hiru ich.

Nguyén liéu dugce sir dung dé chiét hdn hop co tac dung chéng viém loét da day a

cay Yén bach. Cay Yén bach c6 tén khoa hoc 12 Chromolaena odorata L, 1a mot loai
cay bui 14u nam, c6 than thing, to, d& gdy, phan nhiéu nhénh, 14 hinh tam gidc hodc

hinh trirng c6 ba gén, 14 so le va c¢6 hé thong ré ngin, xo0. Hoa c6 mau trang dén xanh

nhat tuy theo tirng vung mién. Cay c6 thé dat t6i 10 m khi duoc trdng trong diéu kién .

thich hop v6i tham thuc vat phong phu.
Bang céach chiét chon loc timg thanh phan hoat chat c6 trong cay Yén bach, cac
tac gia da phat trién quy trinh cho phép thu hdi cac hoat chat c6 tac dung chdng viém

loét da day cho phép phat trién ngudn duoc liéu. Do do, giai phap hitu ich dé cap dén

quy trinh chiét hdn hop hoat chét ¢6 tac dung chong viém loét da day tir ciy Yén bach,

trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: a) chuén bi nguyén liéu; b) chiét nguyén
lidu; c) chiét loai tap chét; d) thu phan doan chura tap chét co tac dung chéng viém loét
da day; e) phan lap hoat chét ¢6 tac dung chdng viém loét da day; va f) thu hdn hop
hoat chét c6 tac dung chdng viém loét da day.

Trong budc chuan bi nguyén liéu, tién hanh thu gom phéan trén mit dat clia cay
Yén bach (Chromolaena odorata L). Sau khi loai bé tap chét, séy & nhiét do ndm trong
khoang tir 50-60°C dén kho, sau d6 xay nhé qua c& sang Smm thu duge nguyén liéu la

bot cdy Yén bach c6 do 4m khoang 10%.

Trong bude chiét nguyén liéu, tién hanh cach ngdm chiét nguyén liéu bot cay

Yén bach trong dung mdi etanol 70% trong hai ngay trong didu kién nhiét d6 nim

trong khoang tir 25-35 °C, thu hdi phan dich chiét.
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Trong budc chiét loai tap chit bang cich co quay phan dich chiét trong didu kién
4p suét giam dé loai dung méi thu duge cao chiét tbng. Tiép d6, hoa tan phan cao chiét
trong nudc va chiét phan 16p 14n lugt v6i n-hexan va etyl axetat, mdi dung mdi dugce
chiét trong 30 phut. Sau dé cit loai bo dung moi, thu cao chiét phan doan etyl axetat.
Cao chiét nay dwoc sic ky dé thu hoat chit mong mudn. Cac k¥ thuat sdc ky 1 d3 biét
boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay. Viéc x4c dinh phan doan
chiét dugc thuc hién trén co s& phén tich sdc ky ban mong véi thudc thir dic hiéu cho
phéan doan can xac dinh cho phép xéc dinh va thu dugc phan doan chiét mong muén.

Trong budc thu phan doan chira hoat chét co tac dung chéng viém loét da day,

tién hanh nhdi can chiét phan doan etyl axetat 1én cdt silica gel va rura giai lan luot:

bing hé dung mdi n-hexan/EtOAc véi ty 1€ n-hexan gidm dan tir 5/1 Xuéng 1/1 (theo

thé tich) roi tiép tuc rira giai bang hé dung mdi CHCly/MeOH véi ty 1&¢ CHCl; gidm
mau

dan tir 10/1 dén 1/1 (theo thé tich). Gom c4c phan doan xuAt hién mau trén co s kiém

tra sic ky ban mong.

Trong budc phan 1dp hoat chét c6 tac dung chéng viém loét da day, tién hanh

phan tach phan doan thu dugc trén ¢t silica gel kich thudc 45mmx350mm. Tién hanh
rira giai voi hé pha dong EtOAc/MeOH ty 18 5/1 (theo thé tich). Thu bén phan doan
dau, moi phan doan 500ml, ky hiéu 1a E1, E2, E3, E4, tuong tng. Céc phan doan nay
duoe tién hanh sic ky doc 1ap dé thu cac hoat chit tinh sach mong mubn.

Phan doan E1, phan doan dau tién, duoc nhdi 1én cdt silica gel, tién hanh séc ky
pha thuong v6i hé dung moi rira giai 1a n-hexan/etylaxetat ty 1€ 4/1 (theo thé tich). Sau
khi ¢d loai dung méi thu dugc hoat chét 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-
1,2-diol dang bot.

Phan doan E2, phin doan thir hai, dugc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh séic k}'/'

pha thuong véi hé dung mdi rira giai 1 n-hexan/etylaxetat ty 18 8/1 (theo thé tich). Sau
khi ¢6 loai dung moi thu dugc hoat chét kaemferol -7-O-a-L-rhamnopyranosit dang
bot.

Phan doan E3, phan doan thtr ba, dugc nhoi 1én cot silica gel, tién hanh sic ky
pha thudong v6i hé dung moi rira giai 1a n-hexan/etylaxetat ty 16 8/1 (theo thé tich). Sau
khi ¢ loai dung méi thu dugc hoat chét naringenin-5,7-di-O-B-D-glucopyranosit dang
bot.
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Phan doan E4, phan doan tht tu, dugc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh séc ky
pha ddo véi hé dung méi rira giai 18 MeOH/H2O ty 1€ 3/1 (theo thé tich). Sau khi co

loai dung mo6i thu dugc hoat chét rubrosteron dang bot.

Céc hoat chét nay thu duoc bao gbm 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-

1,2-diol, kaemferol -7-0O-a-L-rhamnopyranosit, naringenin-5,7-di-O-B-D-
glucopyranosit va rubrosteron dang bot duoc phdi tron du thu dugc hdn hop hoat chit

¢6 tac dung chong viém loét da day dang bot.

Theo mét phuong an uu tién, hdn hop c¢6 tac dung chbng viém loét da day thu

duoc tir cdy Yén bach theo gidi phdp hiru ich bao gdbm 3-(4-hydroxy-3-methoxy
phenyl) propane-1,2-diol, kaemferol -7-O-a-L-rhamnopyranosit, naringenin-35,7-di-O-

B-D-glucopyranosit va rubrosteron.

Hon hop c¢6 tac dung chéng viém loét da day tir cly Yén bach thu duge tir quy

trinh theo giai phap hitu ich thich hop dé phat trién thudc chdng viém loét da day.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Vi du 1. Chibt hén hop cé tic dung chéng viém loét dg day tiv cay Yén bach

Thu gom toan phin cay Yén bach (Chromolaena odorata L), rira sach, sdy &

nhiét do khoang 55°C dén kho gion, sau d6 xay nhé qua c& sang Smm thu dugc
nguyén li¢u la bot cay Yén bach c6 d6 4m khoang 10%.

Can 1,5 kg nguyén li¢u bot cay Yén bach kho va ngam chiét bang 8L dung moi
EtOH 70% & nhiét do phong trong 2 ngdy, rit 14y dich chiét 1in mét. B6 sung thém

dung moi ngap duge liéu tir 2 dén 3cm (5 litlan) va tiép tuc chiét thém hai lan, thu.

duoc dich chiét 1an hai va 14n ba. Gop dich chiét 3 1an, loc cac dich chiét etanol thu
duoc qua gidy loc dem c4t thu hdi etanol dudi ap suét giam thu duge khoang 110 g cao

chiét tong etanol.

Ly 90g cao chiét tong va hoa tan v6i mot lugng nudce vira du va chiét phan bd

14n lugt bing n- hexan va etyl axetat (mdi dung mdi 3 14n, mdi 14n 500 ml trong 30
phut). Phén doan etyl axetat dugc cét loai dung moi dudi ap suit giam thu dugc 39,8 g
cao chiét etyl axetat.

Tién hanh nhdi cao chiét etyl axetat (30,0 g) trén cot sic ky silicagel v6i hé dung

mdi cd do phan cuc tdng dn bao gdm n-hexan/ EtOAc voi ty 1é n-hexan giam dan tir-

5/1 xubng 1/1 (theo thé tich). Thu mdi phan doan 600 mL. Tiép do6 rira giai bang hé
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dung modi CHCl3/ MeOH véi ty 1¢ CHCl; gidm din tr 10/1 dén 1/1 (theo thé tich). M&i

phéan doan 500mL, kiém tra béng sic ky ban mong, thu dugc phin doan E1 xudt hién

mau trén ban moéng. Sau khi ¢6 loai dung mdi, thu dugc 9,3 g bot.

Tién hanh nhdi hdn hop bdt ndy (9,3g), 1én cdt silicagel kich thuéc @45 mm x
350 mm va rua giai véi hé pha dong EtOAc/ MeOH ty 1€ 5/1 (theo thé tich). Thu dugc
nim phan doan, mdi phan doan 500 ml, sau khi kiém tra sic ky ban méng, thu dugc
bén phan doan dau ky hiéu 1a E1, E2, E3, E4, twong Gng.

Phan doan E1 dugc loai bé dung mdi va nhdi Ién cot silica gel, tién hanh sic ky
pha thuong vé6i hé dung moi rira giai 1a n-hexan/etylaxetat ty 1& 4/1 (theo thé tich).
Sau khi ¢6 loai dung méi thu dwgc 21 mg hdn hop bot, ky hiéu YBI.

"Phan doan E2 dugc loai b dung moi va nhdi 1én cot silica gel, tién hanh sic ky

i h iiia oidi la 7 havon/atulay ¥
i rira giai 1a n-hexan/etylaxctat ty |

D>

Q/1
O/ 1

(L»
C))

pha thuong v&i hé dung m s
khi co loai dung méi thu dugce 15mg hdn hop bot, ky hiéu YB2.

Phan doan E3 dugc loai bo dung mdi va nhdi 1én cdt silica gel, tién hanh sic ky
pha thuong véi hé dung moi rira giai 13 n-hexan/etylaxetat ty 1€ 8/1 (theo thé tich). Sau
khi ¢6 loai dung moi thu dugc 16 mg hdn hop bot, ky hiéu YB3.

Phan doan E4 duoc loai bé dung moi va nhdi 1én cot silica gel, tién hanh sic ky
pha dao v6i hé dung mdi rira giai 18 MeOH/H,O ty 1€ 3/1 (theo thé tich). Sau khi cd
loai dung moi thu dugce 10 mg hdn hop bot, ky hiéu YB4.

“Cac miu bot chiét YB1, YB2, YB3 va YB4 duoc giri di phan tich, két qua cho

thdy mau YB1 1a 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-1,2-diol ¢6 cong thirc (I),-

mdu YB2 13 kaemferol -7-O-a-L-rhamnopyranosit ¢6 cong thic (II), mau YB3 1a
naringenin-5,7-di-O-B-D-glucopyranosit ¢6 cong thirc (III) va YB4 1a rubrosteron co6
cong thire (IV).
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(TIT)

Phdi tron bén phén bot thu duge & trén v6i nhau, thu dugc 62mg hdn hop bot
chiét tir cay Yén bach & dang bdt min.
Vi du 2. Thir nghié¢m djc tinh

Pé danh gia doc tinh ciia hdn hop bot chiét tién hanh thir nghi¢m doc tinh trén

dong vat. MAu dong vat thir nghiém 1a chudt nhat tring, thir nghiém duoc thuc hién

theo phuong phap Litchfield-Wilcoxon theo quy dinh cia Bo Y & va WHO. Miu thu

nghiém 13 h&n hop bot chiét thu dugc tix cdy Yén bach tir Vi du 1.

Chuot nhit tréng trudce khi tién hanh thir nghiém dugc cho nhin an qua dém. Chia

ngAu nhién chudt thanh céc 16 khac nhau, mdi 16 10 con chugt. Cho chudt ubng méu
nghién ctru (bot chiét thu duoc tir Vi du 1) voi lidu tang dan trong ciing mot thé tich aé
xdc dinh lidu thép nhét gay chét 100 % chudt va lidu cao nhat khong gy chét chuot
(gdy chét 0% chudt). Tién hanh theo ddi tinh trang chung cia chudt, qua trinh dién

bién bat dau c¢6 diu hidu nhim doc (nhu non, co giat, kich dong...) va so luong chudt:

chét trong vong 72 gio sau khi ubng thude. TAt ca chudt chét duge md dé danh gia ton
thuong dai thé dé xac dinh LDso cia mau tht. Sau d6 tiép tuc theo ddi tinh trang cua
chudt dén hét ngay thtt 7 sau khi ubng thudc. Két au dugc thé hién trén Bang 1.

Bang 1. Két qua thir nghiém doc tinh cép ctia mau hon hop chiét tir cdy Yén bach

STT | n L(i;ktgl;& gollelcc)}l(?’;);
1| 10 6 0
2 | 10 7 0
3 | 10 g 0
4 | 10 9 0
5 | 10 10 0
6 | 10 12 0
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Két qua cho thay khi cho chudt nhit tring udng miu thi voi lidutr 6 gdén 12 g
mau thi/kg thé trong chudt, mot 15n/nga?1y, theo doi trong 3 ngay, chuodt van khoe manh,
an uéng, bai tiét, vin dong binh thudng, khong c6 chudt nao chét. Theo d&i chuot tiép
theo tir ngay thu 4 dén ngay tht 7 thdy chudt van khoe manh, an udng, van dong, bai
tiét binh thuong, khong c6 chudt nao chét.

Lidu 12 ¢ mAu thir/kg thé trong chudt 12 lidu t5i da c6 thé cho mdi con chudt nhét
ubng mot 14n trong mot ngay ma chudt van khong c6 biéu hién bét thuong. Nhu vay, &
mire lidu cia cac mu thir 13 12 g mau thikg thé trong chudt chua xac dinh duge LDso
va v6i murc lidu nay khong anh hudng téi chudt cho thiy dung 14 cy Yén Bach 13 an
toan.

Vi du 2. Thit nghiém tdc dung chong viém loét da day

-Pé danh gia tac dung chéng viém loét da day tir phan hdn hep thu duge tir cdy
Yén bach. Mau thir nghiém 1a mAu bot thu duge tir Vi du 1 & dang bot. Chudt cong
tring dugc gy loét da day bang indomethacin (INDO) ubng liéu 40 mg/kg duge st
dung 1am mAu thir nghiém. Chudt dugc chia ngau nhién thanh 5 16 nghién ciru, mbi 16
11 con véi ti 1& duc/cai nhu nhau & mdi 16. Thir nghiém dugce thuc hién 12 thir nghiém
mu, ngiu nhién, chut dugc mi hoa @8 tranh sai sb do thuc hanh.

L6 1 (Ching sinh hoc): Ubng nude cht 10 mL/kg

L6 2 (M6 hinh): Ubng nuéc cAt 10 mL/kg + udng INDO 40 mg/kg.

Lo 3 (Misoprostol): Ubng misoprostol 50 pg/kg + ubng INDO 40 mg/kg

L6 4 (Mau A): Ubng Cao chiét tir cay thudc (lidu trong duong lidu ding du kién
trén ngudi, tinh theo hé s6 6) +ubng INDO 40 mg/kg

L6 5 (Mau B):Ubng cao chiét tr bai thube gia giam (lidu twong duong lidu dung
du kién trén nguoi, tinh theo hé s6 6) +ubng INDO 40 mg/kg

Chudt & céac 16 dugce ubng thudc thir hodc nudc cit lién tuc trong thoi gian 7 ngay.
Tai ngay thir 7 cua nghién ctru, sau 1 gio ubng thude, chudt & cac 16 2, 3, 4, 5 dugc
ubng INDO lidu 40 mg/kg mot lan duy nhéit. Chu6t dugc nhin an 18 tiéng trude khi
ubng INDO. Sau 6 gio ké tir khi duge udng INDO, tAt ca cac chuodt dugc gdy mé bing
thiopental dé danh gia két qua.

Chudt dugce md bung, boc 10 da day. Phan dng tiéu hoa tir thyc quéan (sat tam vi)

dén rudt non (cach mon vi 3 cm) durge cat riéng ré, md ta trang va da day bang keo.

10



4404

11/14

theo dudng bd cong 1on. Rira sach bang nude muébi sinh 1y, thim bé mit vét loét bang
formaldehyd 5%, ¢ dinh da day ta trang trén thm x&p bang ghim.

Quan sat bang kinh lap do phong dai 10 1an, danh gia muc do loét theo thang
diém cua Reddy va cong su (2012):

Da day binh thuong (Normal colored stomach): 0 diém.

Sung huyét (Red coloration): 0,5 diém.

Chéam loét (Spot ulcer): 1 diém.

“Vét xuit huyét (Hemorrhagic streak): 1,5 diém

Loét sau (Deep ulcers): 2 diém.

Thung (Perforation): 3 diém.

Céc chi s danh gia

Ty 1¢ chudt c6 loét da day & méi 16.
Chi s6 loét (Ulcer Index — UI) dugc tinh bing diém mirc d6 loét trung binh ctia mdi 16

Phan tram trc ché loét dugc tinh theo cong thirc:

(U1 md hinh—UI thudc thir)x100

% U’ ché loét = o

_Hinh &nh vi thé da day ctia 30% sé chudt cdng tring & mdi 16. Xét nghiém giai
phiu bénh dugc danh gia tai Trung tam Nghién ciu va phat hién s6m ung thu thudc
Lién hiép céac hoi khoa hoc va k¥ thuét Viét Nam.

K&t qua thue nghiém cho thdy ty 1& chudt bi loét & 16 mo hinh 12 100%.
Misoprostol 1am giam 13 rét ty 16 loét do INDO so v6i 16 mo hinh, sy khac biét co y
nghia théng ké véi p (X > x*) = 0,027 <o = 0,05). Ty 1& chudt bi loét & 16 ubng 1a
71,8%.

Béng 2. Anh hudng ctia céc m3u thude thir dén chi sd loét

Lo nghién elu | oy 8106t UL | % te ché loét
(n=11)
Lo1 1.04% 0,13
162 0.79+ 0,21 24,04
163 1,08+ 0,24
L6 4 0,86+ 0,18 1731
165 0.76 0,29 26.92

Khdc biét so v6i 16 mé hinh véip < 0,05 (t-test Student)
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Két qua cho thay Misoprostol liéu 50 mecg/kg lam giam c6 y nghia thng ké chi
s6 1oét so v6i 16 mo hinh (p< 0,05). Phan tram trc ché loét cia misoprostol 1a 24,04%.
Mau thir nghiém cho thiy giam rd rét chi sb 10ét so vai 16 mo hinh, sy khac biét cé y
nghia thong ké véi p < 0,05.

Nhu vay, két qua nghién ciru tac dung chbéng loét da day trén mo hinh thyc
nghiém gdy loét da day bang ubng indomethacin lidu duy nhét 40 mg/kg cho thdy cao
toan phan lidu twong duong lidu du kién ding trén 1am sang c6 xu huéng lam giam ty
16 chudt bi loét so v6i 16 md hinh, tuy nhién chua cai thién dugc chi s loét. Mau
nghién ctru véi lidu twong duong lidu dy kién dung trén 1am sang c6 tic dung cai thién
chi sb loét, phﬁn tram tc ché Ioét va ¢6 xu huéng lam gidm ty 1€ chudt bi loét so véi 16
md hinh.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh chiét hdn hop hoat chit chit c6 tac dung chong viém loét da day tir cay
Yén ‘bach (Chromolaena odorata L) cho phép chiét hiéu qua thanh phan hoat chét dé
phat trién duoc liéu diéu tri bénh viém loét da day. Quy trinh theo giai phap hitu ich
cho phép chiét 04 hoat chét tinh sach c6 kha ning tng dung dé phat tridn duoc ngudn
nguyén liéu tir hop chét thién nhién véi luong du cho phép phat trién duge phim hd
tro didu tri bénh viém loét da day.

Hon hop hoat chét thu dugc tir ciy Yén bach cho théy c6 hiéu qua trong viéc
chéng viém loét da day trén md hinh chudt cho thiy khong gy doc va cho thdy c6 xu
huéng giam ty 1& chudt bi loét. Day la tién dé dé phat trién ngudn duoc liéu co ngudn

géc tir thao dugc, giam duge cac tac dung phu tu nguén duoc liéu téng hop hoa hoc.

12
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh chiét hdn hop hoat chit ¢6 tac dung chéng viém loét da day tur cay Yén
bach, trong d6 quy trinh nay bao gbm c4c budc:
a) chuén bi nguyén liéu bang cach thu gom phan trén mit d4t cua cly Yén bach
(Chromolaena odorata L), sau khi loai bo tap chét, sﬁy & nhiét do nam trong khoang tir
50-60°C dén kho, sau d6 xay nhd qua c& sang Smm thu dugc nguyén liéu la bot cay
Yén bach c6 do 4m khoang 10%;
b) chiét nguyén liéu bang cach ngm chiét nguyén liéu bot ciy Yén bach trong dung
moi Qtanol 70% trong 2 ngay ¢ diéu kién nhiét do nim trong khoang tir 25-35°C, thu
hdi phﬁn dich chiét;
¢) chiét loai tap chét bing cach cd quay phan dich chiét trong diéu kién ap suét giam
dé loai dung mdi thu dugc cao chiét tdng, tiép d6 hoa tan cao chiét tng nay trong
nuée va chiét phan 16p lan lugt véi n-hexan va etyl axetat trong 30 phut, sau do6 loai
cit loai bé dung moi, thu cao chiét phan doan etyl axetat;
d) thu phan doan chira hoat chat ¢o tac dung chbéng viém loét da day bang cach nhdi
cao chiét phan doan etyl axetat 1én cot silica gel va rura giai 14n luot bang hé dung moi
n-hexan/EtOAc véi ty 1€ n-hexan giam dan tir 5/1 xubng 1/1 (theo thé tich) rdi tiép tuc
rira giai bing hé dung mdi CHClyMeOH véi ty 1¢ CHCls giam dan tir 10/1 dén 1/1
(theo thé tich), gom céc phan doan xuit hién mau trén co s& kiém tra sic ky ban mong;
e) phéan lap hoat chit c6 tac dung chéng viém loét da day bang cach phén tach phan
doan thu dugc trén cOt silica gel kich thudc 45mmx350mm véi hé pha dong
FtOAc/MeOH tj 1& 5/1 (theo thé tich), thu bon phan doan dAu, mdi phan doan 500ml,
ky hiéu 12 E1, E2, E3, E4, tuong ung: |

+ phan doan E1 dugc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh séc ky pha thuong véi hé
dung moi rira giai 1a n-hexan/etylaxetat ty 1& 4/1 (theo thé tich), sau khi co loai dung
mdi thu dwoc hoat chét 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-1,2-diol;

+ phan doan E2 dugc nhoi 1én cot silica gel, tién hanh sic ky pha thudong v6i hé
dung moi rira giai la n-hexan/etylaxetat ty 1& 8/1 (theo thé tich), sau khi cd loai dung
moi ;[hu duogc hoat chét kaemferol -7-O-a-L-rhamnopyranosit;

+ phan doan E3 duogc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh séc ky pha thuong véi hé
dung moi rira giai la n-hexan/etylaxetat ty 1€ 8/1 (theo thé tich), sau khi cd loai dung

mdi thu dugce hoat chit naringenin—S,7-di-O-B-D-glucopyranosit;
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+ phan doan E4 duogc nhdi 1én cot silica gel, tién hanh séc ky pha dao voi hé
dung méi rira gidi 1a MeOH/H,O ty 1€ 3/1 (theo thé tich), sau khi ¢ loai dung moéi thu
duoc hoat chét rubrosteron; va
f) thu hdn hop hoat chét c6 tac dung chdng viém loét da day bang cach gdp chung cac
thanh phan bao gdm 3-(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) propane-1,2-diol, kaemferol -7-

0-a-L-rhamnopyranosit, naringenin-5,7-di-O-B-D-glucopyranosit va rubrosteron thu

14/14

duoc ¢ trén, sau khi phéi tron déu thu dugce hdn hgp hoat chét co tac dung chéng viém

loét da day dang bot.
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