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- Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vue tim kiém cac hop chit c6 ngudn gbe thién
nhién tir sinh vat bién c6 ciu triic méi. Cu thé, giai phap hitu ich dé cap dén hop chét
(20R)-3 f-O-{ B-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-
glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion (luzonicoside F) va phuong phap
chiét hop chét nay tir loai sao bién Echinaster luzonicus.

Tinh trang ky thuit cia giai phap hitu ich

Bién va dai duong chiém 71% bé mat trai dét, chira dung ngudn tai nguyén sinh
vat bién da dang vai g?m 500.000 loai ddng, thuc vat va vi sinh vét. Moi treong sinh
thai bién v6i nhitng dac thu riéng da tao nén su phong phu va da dang vé sinh hoc, hoa
hoc va hoat tinh sinh hoc. Cac nghién ctru trén thé gi6i trong nhitng nim gan day cho
thdy cac hop chét tach chiét duoc tir sinh vat bién thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc rat
phong phti nhu khang khuén, khang ndm, khang sinh, chéng sét rét, chdng ung thu,
kim ham HIV va diéu bién mién dich. Py 1a mot tiém nang 16n cung cp duogc liéu va
mo hinh cAu tric cac chét ¢ hoat tinh sinh hoc cao cho nganh Héa dugc. Chinh vi
véy, ngay tir nira cudi thé ky 20 da hinh thanh nganh Duoc hoc bién, nghién ctru khai
thac cac hop chét thién nhién c6 hoat tinh sinh hoc cao tir sinh vat bién sir dung vao
muc dich duoc hoc.

Viét Nam dugc thién nhién wu d3i véi hon 1 triéu km? ving bién, c6 khi hau
nhiét d6i gié mua, mat do song day dic, 1a nhitng didu kién tdt cho hé sinh vt bién da
dang vé chung loai va giau vé trit lwong. Ké tir nhitng nam 1970, & Viét Nam di c6
mot s& cong trinh nghién ctru vé cac hop chét thién nhién tir ngudn gbce sinh vt bién.
Song, so voi ngudn tai nguyén sinh vét bién phong phu thi tip hop nhiing cong trinh
trong nudc con qua it i, tan mat va chu yéu 1 nghién ciru vé phuong dién sinh hoc.
Trong 10 ndm tré lai day, linh vuc nghién ctru hoat chét sinh vat bién & Viét Nam da
thu duoc nhiéu thanh tyu dang ké. Cung véi cac két qua trén linh vuc nghién ctru co

ban diéu tra va sang loc ngudn hoat chit bién, nhém tac gia (Pham Qudc Long va Cs.)
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thudc Vién Hoéa hoc cac hgp chét thién nhién d3 nghién ctru sang loc ciing nhu trién
khai hang loat céc san phim bién axit béo da ndi 461 Omega3 (PUFAs) nhu: san phim
thuc phdm chirc ning Cét thoai vuong c6 tac dung hd trg gidm dau xwong khop, lam
chdm qua trinh thoai hoa khop va hd tro didu tri thoai hoa dbt séng; san pham Catosal
chiét xudt tir rong bién c6 tac dung dao thai kim loai nang...

Tiép tuc cic cong trinh nghién ciru hop chit thién nhién bién c6 hoat tinh sinh
hoc, v&i muc dich tao co s khoa hoc dé co thé danh gia dang gia tri dugc dung dich
thuc ciia ngudn tai nguyén sinh vat bién ciing nhu nham dinh huéng khai thac cac hoat
chét c6 trién vong, cic tac gia giai phap hiru ich da di sdu nghién ciru vé hoa hoc dbi
tuong Sao bién (Echinaster luzonicus), thudc nganh Da gai (Echindermata). Két qua
nghién ctru da tim ra mot hgp chét ¢6 cAu trac moi, 14n diu tién dugc tim thiy trong ty
nhién. Ciu trc cla hop chét nay c6 mot s6 dic diém rat doc dao, bao gém mét chudi
trisacarit gin & vi tri C-3 cua A7-3f-hydroxysteroit aglycon va su hién dién cua mot
don vi axit glucuronic trong mach hydrat cacbon. Hop chét nay thudc 16p chét steroit
phan cuc co phd rong céc hoat tinh sinh hoc thil vi, nhu gy doc té bao, tan huyét,

khang khuin, khang nim, khang viém, giam dau.

Tai liéu “Starfish saponins: Structure of luzonicoside, a further steroidal cyclic
glycoside from the pacific starfish Echinaster luzonicus” (tap chi Experimentia, 1982,
Vol.38, Riccio et al., trang 68 — 70), boc 1 phuong phép phan lap va xac dinh cdu tric
cua 1 hop chit méi va 6 hop chét da biét tir loai sao bién Echinaster luzonicus. Cu thé
hon, tai liéu nay dé cap dén hop chét 12 mudi natri cia mot glucosit steroit vong, bao
¢dm mét chudi vong chra 3 don vi dudng gita C-3 va C-6 cia A7-3B, 6f-
dihydroxysteroit aglycon cd ciu triic twong tw nhu hgp chit néu trong giai phéap hitu
ich. Tuy nhién, tai liéu nay khong bdc 10 mot cach chi tiét cac cong doan cuia phuong
phap phan 1ap hop chét nay. Hién nay, c6 rit nhidu phuong phap da dugc sir dung aé
tach chiét cac hop chét thién nhién tir mAu sinh vat bién, ching han nhu don yéu cau
cép Bang doc quyén giai phap hiru ich Viét Nam s6 1-2010-03127 md ta phuong phép
tach chiét hop chét polyhidrosteroit tir loai sao bién Archaster typicus bing cach ngam
chiét mau trong etanol, loai b dung mdi thu duoc dich cd, tach chiét béng hé dung
mo6i CHCl;:EtOH sau do tiép tuc tach béng cach sir dung RP-HPLC véi hé dung mdi
rira giai 1a EtOH:H,0:1N NH4OA, véi cac ty 1€ 55:44:1, 70:29:1 va 65:34:1. Tai liéu

“Two new steroid glucosides from the Far East starfish Hippasteria kurilensis”
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(13.02.2009) ciing da boc 16 phuong phép tach chiét hop chét steroit glucosit tir sao
bién Hippasteria kurilensis bang cach chiét miu sao bién trong etanol, thu dich cd
etanol sau d6 tach chiét bing hé dung mdi CHCl;:EtOH, dinh tinh cac phan doan bang
sic ky 16p mong TLC vé6i hé dung méi BuOH:EtOH:H,O 1a 4:1:2, phan tach phan
doan bé“mg hé dung méi MeOH:H,0O:1N NH4OA.. Tuy nhién, vi¢c phén 14p cac chét
phan cuc, dac biét 1 tir di twgng sinh vét bién, 14 rit khé khin boi né doi héi phai loai
b6 dugc phin mudi vo co va cac tap chit phan cuc khac. Ngoai ra, cac chét steroit
phan cuc lai thudong ton tai & dang hdn hop phirc tap trong dich chiét tir dong vat va rit
khé dé phén lap. Do d6, van c6 nhu ciu tim kiém phuong phép tach chiét va phan lap
ap dung trong nghién ctru mau sinh vat bién, dic biét 1a ddi véi loai sao bién
Echinaster luzonicus nhim thu duoc cac hop chit glycosit steroit vong, nhém chét
phén cuc ¢ chu truc dic biét rit hiém gip trong sinh vit bién va c6 nhiéu phd hoat
“tinh sinh hoc nhu giy ddc té bao, tan huyét, khang khuin, khang ndm, khang viém,
giam dau, dac bift rit hidu qua trong viéc phong va chéng ung thu.
Ban chit ky thuit ciia giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich d& cap dén phuong phap tach chiét hgp chit (20R)-35-0-{ 5
D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl}-5a-
cholest-7-en-6,23-dion (luzonicoside F) c6 cong thitc cdu tao (1) tir loai sao bién

Echinaster luzonicus:

OH

MO té chi tiét giai phap hiru ich

Phuong phép tach chiét hop chét (20R)-330-{4D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl-(1—2)--D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion
(luzonicoside F) c6 cong thirc chu tao (1) tir loai sao bién Echinaster luzonicus theo

giai phap hitu ich bao gdm céac budc sau:
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(i) thu gom mAu sinh vat bién twoi, bao quan trong -18°C, thai nho rdi ngam chiét
bang etanol 2 14n (ty 18 nguyén liéu (kg):dung moi (lit) 1a 1:2) & nhiét do trong phong;

(i1) gdp céc dich chiét etanol thu dugc & budce (i), loc qua giéy loc va cit dé loai bo
dung méi dudi ap suat giam dé thu duoc dich c6 etanol, ky hiéu la dich c6 A1;

(iii) chiét phan b dich ¢d A1 bang hén hop dung mdi CHCLy:EtOH (ty 1é 1/1 theo
thé tich), téch loai phan dich CHCl;, phin dich EtOH dugc cét loai dung moi dudi ap
suit giam thu dugc dich c6 A2;

(iv) tién hanh phén tach dich c6 A2 trén cot séc ky st dung chit hip phu 14 silica
gel (silica gel KSK, ¢& hat 50-160 pm, kich thudc cdt 3x25 cm) véi hdn hop dung méi
rira gidi la CHCI;:EtOH co6 ty 1€ vé thé tich 1a 8:1, 6:1, 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu duoc 8
phéan doan nho, ki hiéu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8;

(v) tién hanh phan tich dinh tinh 8 phan doan thu duoc bing sic ky 16p mong
(TLC, kich thu6c 4,5%6,0 cm, silica gel 5-17 pum) st dung hé dung mdi n-
BuOH:EtOH:H,O (4:1:2 theo thé tich) xac dinh duogc 2 phan doan F7 (R¢ 0,76; 0,61)
vaF8 (R;0,59; 0,48) chira cac hop chét steroit phén cuc;

(vi) tién hanh tinh ché phan doan chira cac hop chét steroit phan cuc F7 st dung
phuong phap sic ki cot véi chit hdp phu 1a florisil (c& hat 200300 mesh, kich thudc
ot 3x5cm), hé dung méi CHCl3:EtOH c6 ty 16 vé thé tich 1a 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu duoc
phén doan F7’;

(vii) hoa tan phan doan F7’ trong metanol va tién hanh phan l4p sir dung phuong
phép sic ky 1ong cao ap RP-HPLC (v6i chit hép phu la C-18, kich thudce cot 0,4 x 110
mm, diéu kién chay cot: téc d6 dong 2,5ml/ph), dung mdi rira giai 1a hon hop dung
mbi EtOH:H,0:1M NH,0A, véi ty 18 vé thé tich 1a 55:44:1, thu duoc 6 phan doan, ky
hiéu 1an luot 1a: F7°-1, F7°-2, F7°-3, F7’-4, E7°-5, F7°-6;

(viii) tiép tuc hoa tan phan doan F7°-1 trong metanol va tién hanh tinh ché st dung
phuong phap sic ky 16ng cao 4p RP-HPLC (véi chit hip phu la C-18, kich thuéc cot
0,4x110 mm, diéu kién chay cot: tbe d6 dong 1,5ml/ph), dung méi rira giai 1a hdn hop
dung méi EtOH:H,0:1M NH,0A, v6i ty 16 vé thé tich 1a 58:41:1, thu dwoc hop chét
(20R)-3 5-O-{ f-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)--D-
glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion (luzonicoside F) & dang ran, v dinh
hinh.
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Hop chét (20R)-3 $-O-{ p-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-
B-D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion (luzonicoside F) thu dugc theo

' phuong phap cua giai phap hitu ich c6 cong thirc céu tao (1) sau:

Céc thong s hod 1y ctia hop chét nay 12 nhu sau:

Cong thac phan tir: C44HggO1s;

Khdi luong phan tir: M = 884;

Céc thong s6 vat ly:

+ Chét v6 dinh hinh, mau tréng;

+ Do quay cuc: [a]p”’ -10,9 (¢ 0,1, MeOH)

+ Phd khéi luong phan gidi cao HR-ESI-MS m/z: 907,4295 [M + NaJ", (phan

tich nguyén td cho cong thirc CyyHegOqgNa: 907,4298);

Hop chit (20R)-34-O-{B-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-
(1—2)-3-D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion (luzonicoside F) co cong
thirc cAu tao (1) tir loai sao bién Echinaster luzonicus theo giai phap hiru ich 1a mot
glycosit steroit, thudc 16p chét steroit phan cuc c6 cAu truc rit dic biét bao gém mot
chudi trisaccharide dinh tai vi tri C-3 ciia A7-3fB-hydroxysteroit aglycon va su hién
dién cua mot don vi axit glucuronic trong mach hydrat cacbon va co6 phé rong céc hoat
tinh sinh hoc thu vi, nhu: gy doc té bao, tan huyét, khang khuin, khang nim, khang
viém, giam dau. Do do, hgp chit nay c6 thé dugc sir dung dé 1am mau cho viéc tong
hop va ban tdng hop cac ché phdm co thé st dung trong y, dugc nham phong va diéu

tri cac bénh ung thu.
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Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Phuong phép chiét hop chét (20R)-3 -O-{ p-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl-(1—2)--D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion
(luzonicoside F) ¢6 cong thirc cu tao (1) tir loai sao bién Echinaster luzonicus.

Mau sao bién twoi (1,0 kg), sau khi thu thdp dugc bao quan trong -18°C, dem
thai nho rdi ngdm chiét 2 lan (mdi 1an 3 ngay) véi etanol (2,0 lit/1 1dn) & nhiét do
phong. Gop cac dich chiét etanol, cit dé loai bo dung méi duéi 4p sudt giam, thu duoc
dich ¢d A1 (90g). Dich c¢6 Al dugc chiét phan bé 3 14n bing hén hop dung méi CHCl;
(500ml/1 1an) va EtOH (500 ml/1 1an). Loai b6 céc phdn dich chiét CHCls, phan dich
EtOH duoc cét loai dung méi duéi ap sudt giam thu dugc dich c6 A2 (8,5 g). Dich ¢
A2 dugc tién hanh phén tach trén cot sic ky su dung chit hip phu la silica gel pha
thuong (silica gel KSK, ¢& hat 50-160 pm Krasnodar, Russia; kich thuée cot 3x25 cm)
v6i hon hop dung méi rira giai 1a CHCI3:EtOH c¢6 ty 1€ vé thé tich twong tng 1a 8:1
(2,0 lit), 6:1 (1,0 Iit), 4:1 (1,0 lit), 1:1 (1,0 lit), 1:4 (1,5 lit), 0:1 (1,0 lit) thu dwoc 8 phéan
doan nho, ki hi¢u: F1 (0,81 g), F2 (1,12 g), F3 (0,93 g), F4 (0,77 g), F5 (0,62 2), F6
(0.43 g), F7 (0,61 g), F8 (0,12 g). Phan tich dinh tinh 8 phan doan thu dugc bing sic
ky 16p mong TLC (kich thuéc ban mong 4,5%6,0 cm) v6i chit hip phu la silica gel pha
thuong (c& hat 5-17 pm) st dung hé dung méi n-BuOH:EtOH:H,0 (co ty 1€ tuong
tng vé thé tich la 4:1:2) x4c dinh dugc phan doan F7 (R 0,76; 0,61) va F8 (R¢ 0,59;
0,56) chira céc hop chét steroit phan cuc.

Phan doan F7 duoc tién hanh tinh ché st dung phuong phép sic ki cot (kich
thuée cot 30 x 50 mm) v6i chat hip phu 1a florisil (c& hat 200~300 mesh, Aldrich
Chemical Co.), hé dung mdi CHCI;:EtOH c6 ty 18 vé thé tich tuong tng 1a 4:1 (1,0 lit),
1:1 (0,6 1it), 1:4 (0,6 lit), 0:1 (0,8 lit), thu dugc phan doan F7° (480 mg).

Phan doan F7° (480 mg) dugc hoa tan trong metanol (1,5 ml) va tién hanh phan
l4p str dung phuong phap sic ky 1ong cao ap RP-HPLC (véi chit hip phu 1a C-18, kich
thuéce cot 0,4x110 mm, diéu kién chay cot: tde do dong 2,5ml/ph), dung mdi rira giai la
hon hop dung méi EtOH:H,0:1M NH,O0A, vé6i ty 1& v& thé tich 1a 55:44:1, thu duoc 6
phan doan, ky hiéu lan luot 1a: phan doan F7°-1 (201,5 mg) , F7°-2 (25,4 mg), F7°-3.
132,1 mg), F7°-4 (114,6 mg), F7°-5 (34,6 mg), F7°-6 (41,1 mg).

Phan doan F7°-1 (10,0 mg) dugc hoa tan trong metanol (100 ul) va tién hanh
tinh ché sir dung phuong phép sic ky long cao 4p RP-HPLC (véi chat hip phu la C-
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18, kich thudc cot 0,4 x 110 mm, diéu kién chay cot: téc d6 dong 1,5ml/ph), dung
mdi rira gidi 1a hdn hop dung moi EtOH:H,0:1M NH,0A, v6i ty 1& vé thé tich 1a
58:41:1, thu dwgc 1,0 mg hop chét (20R)-3 B-O-{ f-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl }-5a-cholest-7-en-6,23-dion
(luzonicoside F), & dang rin, vo dinh hinh.
Qua cac dit kién phd (1D-, 2D-NMR), hop chit luzonicoside F dugc khing dinh

1a chét hoan toan sach. Phd cong huéng tir hat nhan cia hop chét luzonicoside F dugc
dua ra trong Bang 1 va 2.

Bang 1: Dit liéu phd 'H va *C-NMR (8, ppm) ctia hop chét 1

STTC| 6c ou( J Hz) STTC| &c oy (/ Hz)

1 37,7 1,84 m 14 56,6 2,19 m
1,41 m 15 23,6 1,66 m

2 29,8 1,96 m 1,55 m
1,45 m ‘ 16 |28.8 1,95 m

3 {788 (3,77 m 1,36 m

274 12,30 m 17 |57,2 1,42 m

1,39 m 18 |12,7 0,67 s

5 |54,5 |2,34dd (3,6; 12,2) 19 13,5 0,85 s

6 |202,4 20 |33,7 2,01 m

7 (123,5 [5,65t(2,2) 21 (20,3 0,94 d (6,6)

8 |166,7 |- 22 |51,0 2,49 dd (3,0; 16,4)

9 51,2 (2,30m 2,21 dd (9,7; 16,4)

10 (39,4 - _ 23 |213,6 -

11 22,8 1,86 m 24 (533 2,31d(6,7)
1,68 m 25 25,6 2,09 sept (6,8)

12 1399 2,14 m 26 (22,8 0,89 d (6,7)
1,48 m 27 (22,9 1,91 d (6,7)

13 1459 |-
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Bang 2. S6 liéu phd "C-NMR, 'H- NMR, (8, ppm) ctia cac duong trong hop chit

luzonicoside F

CNo. | &c ou (J Hz)

GlcA

I 101,2; CH 4,60; d (7,5)

2’ 84,2; CH 3,33; m

3 77,3; CH 3,62;t(9,0)

4 73,0; CH 3,51;m

5’ 76,1; CH 3,62; m

6’ 176,8; C

Ara

1” 103,8; CH 4,69; d (6,2)

2” 81,4; CH 3,84; dd (6,3;7,9)

3” 73,7, CH 3,79; dd (3,5; 7.,9)

4> 68,9; CH ‘ 3,84;m

5” 66,1; CH2 3,95; dd (4,5; 12,3)
3,52;dd (2,3; 12,4)

Gle

> 105,5; CH 4,61; d (8,0)

2> 75,6; CH 3,24; dd (8,0; 9,0)

3 77,9; CH 3,36;t(9,0)

4> 71,2; CH 3,30; m

5 78,6; CH 3,33; m

6 62,5; CH2 3,89; dd (2,0; 12,2)
3,71;dd (5,3; 12,1)

Do trong CD;0D-d4; 'H 700.13 MHz; °C 176.04 MHz

Hiéu qua dat dwgc ciia giai phap hiru ich

‘ Giai phap hitu ich d& cdp dén hop chit (20R)-34-O-{B-D-glucopyranosyl-
(1--2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)--D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-

dion (luzonicoside F) va phwong phép tach chiét hop chdt nay tir loai sao bién

Echinaster luzonicus. Phuong phap tach chiét nay giup tach chiét cac chat steroit phan

cuc thuong rit khé phan 1ap duoc tir cac loai sinh vét bién, dic biét 1a d6i véi loai sao
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bién Echinaster luzonicus. Hop chét thu dugc bing phuong phép nay c6 phd rong cac
“hoat tinh sinh hoc nhu giy ddc té bao, tan huyét, khang khuan, khang ndm, khang
viém, giam dau. Pdng thoi, phuong phap nay ciing tao co s& khoa hoc cho cac nghién
ctru ing dung tiép theo nhim tao ra cac dugce phdm c6 tac dung phong va diéu tri bénh
ung thu dya trén viéc khai thac ngudn dugc lidu bién quy gia va sin c6 trong nudc vao

phuc vu cudc song.
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2138
YEU CAUBAO HO

1. Phuong phap tach chiét hop chét (20R)-35-0-{ f-D-glucopyranosyl-(1—2)-o-
L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion  tir
“loai sao bién Echinaster luzonicus bao gbm céc budc sau:

(i) thu gom mau sinh vt bién tuoi, bao quan trong -18°C, thai nho rdi ngdm chiét
bang etanol 2 14n (ty 18 nguyén lidu (kg):dung moi (lit) la 1:2) & nhiét do trong phong;

(i1) gdp céc dich chiét etanol thu dugc & bude (i), loc qua giéy loc va cét dé loai bo
dung m6i dudi ap suét giam dé thu duogce dich cd etanol, ky hiéu 1a dich c6 A1;

(iii) chiét phan b dich c6 A1 bang hén hop dung méi CHCls: EtOH (ty 1€ 1/1 theo
thé tich) tach loai phan dich CHCL, phin dich EtOH duogc ct loai dung méi duéi ap
suit gidm thu duoc dich ¢6 A2; |

(iv) tién hanh phan tach dich c6 A2 trén cot sic ky str dung chat hip phu 14 silica
gel (silica gel KSK, ¢ hat 50-160 um, kich thuéc ¢t 3x25 cm) v6i hdn hop dung méi
rlra giai 14 CHCI;:EtOH c6 ty 18 vé thé tich 8:1, 6:1, 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu dugc 8 phan
doan nhd, ki hiéu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8;

(v) tién hanh phén tich dinh tinh 8 phan doan thu dugc bang sic ky 16p mong
(TLC, kich thuéc 4,5%6,0 cm, silica gel 5-17 pm) st dung hé dung méi n-
BuOH:EtOH:H,0O (4:1:2 theo thé tich) x4ac dinh dugc 2 phan doan F7 (R; 0,76; 0,61)
va F8 (Ry0,59; 0,48) chira cac hop chét steroit phan cuc;

(vi) tién hanh tinh ché phan doan chira cic hop chit steroit phan cuc F7 st dung
phuong phap sic ki c6t voi chét hip phu 1a florisil (¢& hat 200-300 mesh, kich thude
cot 3x5cm), hé dung mdi CHCI;:EtOH ¢6 ty 1¢ vé thé tich 1a 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu dugce
phén doan F7’;

(vii) hoa tan phan doan F7’ trong metanol va tién hanh phan 1ap st dung phwong
phép séc ky 16ng cao ap RP-HPLC (véi chét hip phu 1a C-18, kich thudc cot 0,4 x 110
mm, diéu kién chay cot: tbc d6 dong 2,5ml/ph), dung mdi rira giai 1a hdn hop dung
moi EtOH:H,0:1M NH,OA, véi ty 1€ vé thé tich 12 55:44:1, thu dugc 6 phan doan, ky
hiéu lan luot 13: F7°-1, F7°-2, F7°-3, F7°-4, F7°-5, F7°-6; va

(viii) tiép tuc hoa tan phan doan F7’-1 trong metanol va tién hanh tinh ché st dung
phuong phap sic ky long cao a4p RP-HPLC (v6i chat hip phu 1a C-18, kich thudc cot
0,4 x 110 mm, diéu kién chay cot: tbc d6 dong 1,5ml/ph), dung méi rira giai 1a hdn
hop dung méi EtOH:H,0:1M NH,0A, véi ty 18 vé thé tich 14 58:41:1, thu dugc hop
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chét (20R)-3 f-0-{ f-D-glucopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-

glucuronopyranosyl}-5a-cholest-7-en-6,23-dion ¢ dang ran, v dinh hinh.
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