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(57) Giai phdp hitu ich dé cap dén phuong phap tach chiét hop chat (20R,2285,238)-3-
O-[6-O-(B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2-(3-D-
glucuronopyranosyl]- 3,6B-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on c6 cong thic (1) tir loai
sao bién Echinaster luzonicus. Hop chit theo sdng ché 1a mot glycosit steroit vong,
thudc 16p chat steroit phan cuc c6 ciu tric rit dac biét bao gdm mot chudi trisacarit tao
vong gitta C-3 va C-6 clia A7- 3B,6B-dihydroxysteroit aglycon va su hién dién ciia mot
don vi axit glucuronic trong mach hydrat cacbon va c6 ph6 rong céc hoat tinh sinh hoc
thd vi nhu gay doc t€ bao; tdn huyét; khang khuin; khang ndm; khang viém; giam dau.
Ngoai ra, hop chit nay budc dau da dugc tién hanh tht hoat tinh di€u hoa mién dich
tréen dong dai thuc bao RAW 264.7 va thé hién c6 hoat tinh
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Linh vire ky thuat dwoc dé cip

Giai phap hitu ich thude linh vuc tim kiém cac hop chat c6 ngudn gdc thién nhién tir
sinh vét bién c6 cdu triic méi. Cu thé, giai phap hitu ich dé cap dén phuong phap tach chiét
hop chét (20R,228S,23S5)-3-0-[6-O-(p-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-
(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl]-34,63-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on tir loai sao bién
Echinaster luzonicus.

Tinh trang ky thuat cta gidi phap hiru ich

Bién va dai duong chiém 71% bé mat trai dét, chira dung ngudn tai nguyén sinh vat
bién da dang voi gin 500000 loai dong, thuc vat va vi sinh véat. Moi trudong sinh thai bién
v6i nhitng dac thu riéng da tao nén sy phong pht va da dang vé sinh hoc, hoa hoc va hoat
tinh sinh hoc. Céc nghién ctru trén thé gidi trong nhitng nim gan day cho thdy cac hop chit
tach chiét dugc tir sinh vat bién thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc rat phong pht nhu khang
khuén, khéng nim, khéang sinh, chéng sbt rét, chéng ung thu, kim ham HIV va diéu bién
mién dich. Pay 1a mot tiém ndng 16n cung cép dugc liéu va mo hinh cAu tric cac chét co
hoat tinh sinh hoc cao cho nganh héa duogc. Chinh vi vay, ngay tir nira cudi thé ky 20 da
hinh thanh nganh Duoc hoc bién, nghién ctru khai thac cac hgp chét thién nhién c6 hoat tinh
sinh hoc cao tir sinh vat bién st dung vao muc dich duoc hoc.

Viét Nam duogc thién nhién wu dai véi hon 1 triéu km? vung bién, c6 khi hau nhiét
d6i gi6 mua, mat do sdng day dac, 1a nhimng didu kién t6t cho hé sinh vat bién da dang vé
ching loai va giau vé trit luong. Ké tir nhitng nam 1970, & Viét Nam da c6 mot s& cong
trinh nghién ctru vé cac hop chét thién nhién tir ngudn gdc sinh vat bién. Song, so v6i ngudn
tai nguyén sinh vat bién phong phu thi tp hop nhitng cong trinh trong nuéc con qua it 6i,
tan mat va chi yéu 1 nghién ctru vé phuong dién sinh hoc.

Vé6i muc dinh tao co s khoa hoc dé c6 thé danh gia diing gia tri duge dung dich thuc
clia ngudn tai nguyén sinh vat bién cling nhu nhim dinh huéng khai thac cac hoat chit ¢6
tridn vong, cac tic gia sang ché dd di siu nghién ciu v& hoa hoc dbi tugng Sao bién

(Echinaster luzonicus), thudc nganh Da gai (Echinodermata).
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Tiép tuc cac cong trinh nghién ctru hop chét thién nhién bién c¢6 hoat tinh sinh hoc,
v6éi muc dich tao co sé khoa hoc dé c6 thé danh gia ding gia tri dugc dung dich thuc cia
ngudn tai nguyén sinh vét bién ciing nhu nham dinh hudng khai thac cac hoat chét c6 trién
vong, cac tic gid gidi phap hitu ich da di siu nghién ctru vé héa hoc dbi tuong Sao bién
(Echinaster luzonicus), thudc nganh Da gai (Echindermata). Két qua nghién ctru da tim ra
mdt hop chit c6 ciu tric mai, 14n diu tién duge tim thiy trong tu nhién. Céu tric cla hop
chét nay c6 mot sb diac diém rat doc dao, bao gé)m mot chudi trisacarit gén o vi tri C-3 cta
A7-3p-hydroxysteroit aglycon va sy hién dién cia mot don vi axit glucuronic trong mach
hydrat cacbon. Hop chit nay thudc 16p chét steroit phan cuc c6 phd rong cac hoat tinh sinh

hoc thua vi, nhu gdy doc té bao, tan huyét, khang khudn, khang ndm, khéng 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 16 phwong phap phan 1ap va xac dinh céu tric cia 1
hop chit méi va 6 hop chit da biét tir loai sao bién Echinaster luzonicus. Cu thé hon, tai lidu
nay dé cap dén hop chit 1a mubi natri cia mot glucosit steroit vong, bao gdm mot chudi
vong chira 3 don vi dudng giita C-3 va C-6 ctia A7-34, 65-dihydroxysteroit aglycon ¢ cu
triic twong tw nhu hop chét néu trong giai phép hitu ich. Tuy nhién, tai liéu nay khong boc 16
mdt cach chi tiét cac cong doan ctia phuwong phap phan 1ap hop chét nay. Hién nay, c6 rat
nhiéu phuwong phép di duoc sir dung dé tach chiét cac hop chét thién nhién tir mau sinh vat
bién, ching han nhu don yéu ciu cip Bing ddc quyén giai phap hiru ich Viét Nam sb 1-
2010-03127 md ta phuong phéap tach chiét hop chét polyhidrosteroit tir loai sao bién
Archaster typicus bang cach ngdm chiét miu trong etanol, loai bé dung méi thu dwoc dich
¢d, tach chiét bang hé dung mdi CHCly:EtOH sau d6 tiép tuc tach bing cach st dung RP-
HPLC véi hé dung moi rira gidi 1a EtOH:H,O:1N NH4OAc v6i 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” (13.02.2009) ciing da bdc 16 phuong phap tach chiét hop chit steroit glucosit tir
sao bién Hippasteria kurilensis bang cach chiét maiu sao bién trong etanol, thu dich co
etanol sau d6 tach chiét bang hé dung moéi CHCl;:EtOH, dinh tinh cac phan doan bang sic
ky 16p méng TLC véi hé dung mdi BuOH:EtOH:H,O 14 4:1:2, phan tich phan doan bing hé
dung moi MeOH:H,0:1N NH4OA.. Tuy nhién, vi€c phén 1ap céc chét phan cuc, dac biét 1a

tir doi tuong sinh vat bién, 1a rat khé khan bai nd doi hoi phai loai bé dugce phan mudi vo co
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va céc tap chat phan cuc khac. Ngoai ra, cic chét steroit phan cuc lai thuong ton tai & dang
hén hop phtic tap trong dich chiét tir dong vét va rat kho dé phén lap. Do d6, van c6 nhu cdu
tim kiém phuong phap tach chiét va phan Iap 4p dung trong nghién ctru mau sinh vét bién,
dic biét 1a dbi véi loai sao bién Echinaster luzonicus nhim thu duoc cac hop chit glycosit
steroit vong, nhém chéat phéan cuc ¢6 cAu tric diac biét rat hiém gip trong sinh vét bién va c6
nhiéu phé hoat tinh sinh hoc nhu giy doc té bao, tan huyét, khéang khuén, khang ném, khéang
viém, giam dau, dic biét rat hidu qua trong viéc phong va chdng ung thu.
Ban chét k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich @& cap dén phuong phéap tach chiét hop chat (20R,225,23S)-3-0-
[6-O-(p-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl]-
33,6-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on ¢6 cong thirc ciu tao (1) tir loai sao bién Echinaster

luzonicus:

M6 ta chi tiét giai phap hitu ich
Phuong phép tach chiét hop chit (20R,225,235)-3-0-[6-0-(-D-glucopyranosyl)-

(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl]-34,6-dihydroxy-5a-
cholest-7-en-23-on tir loai sao bién Echinaster luzonicus theo giai phap hiru ich bao gdm
cac budc sau:

(i) thu gom mAu sinh vét bién tuoi, bao quan & -18°C, thai nhé rdi ngam chiét bing
etanol 2 14n (ty 1& nguyén liéu (kg)/dung moi (lit): 1/2) & nhiét d trong phong;

(ii) gop cac dich chiét etanol thu duge & buédce (i), loc qua gidy loc va cit dé loai bé dung

moi dudi ap suét giam dé thu duoc dich ¢6 etanol, ky hiéu la dich c6 A1;
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(iii) chiét phan b6 dich c6 A1 bang hdn hop dung méi CHCl;:EtOH (ty 18 1/1 v:v), tach
loai phan dich CHCls, phan dich EtOH dugc cét loai dung moi dudi ap sudt giam thu duoc
dich c6 A2;

(iv) tién hanh phén tach dich ¢6 A2 trén cot sic ky st dung chit hép phu 1a silica gel
(silica gel KSK, ¢& hat 50-160 um, kich thude ¢ot 3 x 25 cm) v6i hdn hop dung méi rira giai
14 CHCI3:EtOH c6 ty 1& vé thé tich 8:1, 6:1, 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu duoc 8 phan doan nho, ki
hiéu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8;

(v) tién hanh phan tich dinh tinh 8 phan doan thu duoc bang sic ky 16p méng (TLC, kich
thuée 4,5%6,0cm, silica gel 5—17um) st dung hé dung mdéi n-BuOH:EtOH:H,O (4:1:2
v/v/v) x4c dinh dugc 2 phan doan F7 (Rf 0,76; 0,61) va F8 (Rf 0,59; 0,48) chtra cac hop
chét steroit phéan cuc;

(vi) tién hanh tinh ché phan doan chira cdc hop chét steroit phan cuc F7 st dung phwong
phép sic ki cdt voi chat hép phu 12 florisil (c¢& hat 200—300 mesh, kich thudc ¢t 3xScm), hé
dung mdi CHCl;:EtOH c¢6 ty 16 vé thé tich 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu dwoc phan doan F7’;

(vii) hoa tan phan doan F7’ trong metanol va tién hanh phén l4p st dung phuong phép
sdc ky 1ong cao ap RP-HPLC (v6i chat hap phu 1a C-18, kich thudc cot 0,4 x 110 mm, didu
kién chay cot: tc d6 dong 2,5ml/ph), dung moi rira giai 1a hdn hgp dung mdi EtOH:H,0: 1N
NH,OAc véi ty 18 vé thé tich 1a 55:44:1, thu dwoc 6 phan doan, ky hiéu l4n luot 1a: F7°-1,
F7°-2, ¥7°-3, F7’-4, F7°-5, F7°-6;

(viii) tiép tuc hoa tan phan doan F7°-3 trong metanol va tién hanh tinh ché st dung phuong
phap sic ky 16ng cao 4p RP-HPLC (v6i chit hap phu 14 C-18, kich thude cot 0,4 x 110 mm,
didu kién chay cot: tbc do dong 1,5ml/ph), dung mdi rira giai 1a hdn hop dung moi
EtOH:H,0: 1N NH,OAc véi ty 18 v& thé tich 1a 60:39:1, thu duoc hop chat (20R,22S,23S)-
3-0-[6-O-(B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-B-D-
glucuronopyranosyl]-3p,6p-dihydroxy-5o-cholest-7-en-23-on & dang ran, vo dinh hinh.

Hop chét (20R,2285,23S)-3-0-[6-0-(B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl]-34,65-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on
(luzonicoside D) thu duoc theo phuong phap ctia giai phap hitu ich c¢6 cong thirc cdu tao (1)

sau:
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Gal

HO

Céc thong sd hod Iy ctia hop chét nay 1a nhu sau:

Cong thirc phan tir: C44HegOq7;

Khéi lugng phan tir: M = 868;

Céc thong s6 vat ly:

+ Chét vo dinh hinh, mau tréng;

+ D0 quay cuc: [(x]DZO -55,4 (¢ 0,26, MeOH)

+ Pho khdi lwong phan giai cao HR-ESI-MS m/z: 891,4353 [M + Na]", (phan tich

nguyén t6 cho cong thure Cy4yHggO17Na: 891,4349);

Hop chét luzonicoside D theo giai phép hitu ich 13 mot glycosit steroit vong, thudc
16p chét steroit phén cuc ¢ cAu truc rat dic biét bao g@)m mot chudi trisacarit tao vong gifta
C-3 va C-6 cua A7-3p, 6f-dihydroxysteroit aglycon va sy hién dién cua mot don vi axit
glucuronic trong mach hydrat cacbon va cé phd rong cac hoat tinh sinh hoc tha vi, nhu: gay
doc té bao, tan huyét, khang khuan, khang ndm, khang viém, giam dau. Hop chit nay budc
d4u da duoc tién hanh thir hoat tinh diéu hoa mién dich trén dong dai thuc bao RAW 264.7
va thé hién c6 hoat tinh nhe. Do d6, hop chat nay rat c6 tiém ndng trong viéc st dung dé 1am
mau cho viéc tong hop va ban téng hop cac hop chit c6 thé sir dung trong y, duoc nhim
phong va diéu tri cdc bénh ung thu.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Phuong phap tach chiét hop chit (20R,228,238S)-3-0-[6-O-(B-D-glucopyranosyl)-
(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)--D-glucuronopyranosyl]-3,6-dihydroxy-5a-

cholest-7-en-23-on tir loai sao bién Echinaster luzonicus
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M3u sao bién twoi (1,0 kg), sau khi thu thip dugc bao quan trong -18°C, dem thai
nhé rdi ngdm chiét 2 14n (mdi 14n 3 ngay) véi etanol (2,0 lit/1 14n) & nhiét d6 phong. Gop
cac dich chiét etanol, cat dé loai bo dung moi duéi ap suét giam, thu duoc dich ¢d Al (90
2.

Dich ¢6 Al dugc chiét phan bd 3 14n bang hdn hop dung mdi CHCl; (500ml/1 14n) va
EtOH (500 ml/1 1in). Loai b6 cac phan dich chiét CHCls, phin dich EtOH dugc cit loai
dung moi duéi ap suit giam thu duoc dich c6 A2 (8,5 g).

Dich ¢d A2 duoc tién hanh phan tach trén cot sdc ky str dung chét hép phu 1a silica
gel pha thuong (silica gel KSK, ¢& hat 50-160 pm Krasnodar, Russia; kich thuéc cot 3 x 25
cm) v6i hdn hop dung mdi rira giai 1a CHCI;:EtOH ¢6 ty 1é vé thé tich twong tng 14 8:1 (2,0
lit), 6:1 (1,0 lit), 4:1 (1,0 lit), 1:1 (1,0 lit), 1:4 (1,5 1it), 0:1 (1,0 lit) thu dugc 8 phan doan
nho, ki hiéu: F1 (0,81 g), F2 (1,12 g), F3 (0,93 g), F4 (0,77 g), F5 (0,62 g), F6 (0,43 g), F7
(0,61 g), F& (0,12 g).

Phan tich dinh tinh 8 phan doan thu dugc bang sic ky 16p méng TLC (kich thude ban
méng 4,5 x 6,0 cm) véi chat hap phu 14 silica gel pha thudng (c& hat 5—17 pm) sir dung hé
dung méi n-BuOH:EtOH:H,0 (c6 ty 18 twong tng vé thé tich 1a 4:1:2) x4c dinh dugc phan
doan F7 (R;0,76; 0,61) va F8 (R 0,59; 0,56) chira cac hop chét steroit phén cuec.

Phén doan F7 duoc tién hanh tinh ché st dung phuong phap séc ki cot (kich thude cot
30 x 50 mm) vé6i chit hap phu 12 florisil (¢ hat 200—300 mesh, Aldrich Chemical Co.), hé
dung mdi CHCI;:EtOH c6 ty 1& vé thé tich tuong tmg 1a 4:1 (1,0 lit), 1:1 (0,6 lit), 1:4 (0,6
lit), 0:1 (0,8 lit), thu dugc phéan doan F7° (480 mg).

Phén doan F7° (480 mg) dugc hoa tan trong metanol (1,5 ml) va tién hanh phan 1ap str
dung phuong phap sic ky 1éng cao 4p RP-HPLC (v6i chéat hdp phu 14 C-18, kich thude cot
0,4 x 110 mm, diéu kién chay cot: tc dd dong 2,5ml/ph), dung mdi rira giai 13 hdn hop
dung méi EtOH:H,0:1N NH4OAc véi ty 18 vé thé tich 1a 55:44:1, thu duoc 6 phan doan, ky
hiéu 1an 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).

Phén doan F7°-3 (132,1 mg) hoa tan trong metanol (1 ml) va tién hanh tinh ché sir
dung phuong phap sic ky 1éng cao 4p RP-HPLC (véi chat hap phu la C-18, kich thude cot
0,4 x 110 mm, didu kién chay c6t: téc d6 dong 1,5ml/ph), dung moi rira giai 1a hdn hop
dung méi EtOH:H,0:1N NH,OAc véi ty 1& vé thé tich 1a 60:39:1, thu dwoc 42,0 mg hop
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chit (20R,2285,23S)-3-0-[6-0-(B-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-
B-D-glucuronopyranosyl]-3/,65-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on (luzonicoside D), & dang
ran, vo dinh hinh.

Qua céc dit kién phé (1D-, 2D-NMR), hop chit luzonicoside D dwoc khing dinh 1a
chat hoan toan sach. Phd cong hudng tir hat nhan cua hop chét luzonicoside D dugc dua ra
trong Bang 1 va 2.

Bang 1: Dit liéu phd 'H va PC-NMR (8, ppm) phén aglycon hop chét luzonicoside D

STTC| oc dy( J Hz) STTC| dc Oy (/ Hz)
1 39,0 1,74 m 14 56,1 1,91 m
L1l m 15 24,1 1,62 m
2 29,7 1,87 m 1,50 m
1,46 m 16 29,0 1,90 m
3 76,9 3,96 m 1,30 m
4 30,7 1,93 m 17 57,3 1,30 m
1,82 m 18 12,4 0,63 s
5 46,0 1,43 m 19 15,7 0,90 s
6 78,7 3,46 m 20 34,9 1,98 m
7 119,0 5,52 brd (5,0) 21 20,4 0,92.d (6,5)
8 143,8 - 22 51,2 2,49 brdd (2,8; 16,1)
9 50,6 1,64 m 2,19 brdd (9,8; 16,1)
10 35,1 - 23 213,8 -
11 23,0 1,63 m 24 53,3 2,30d (7,0)
1,57 m
12 40,6 2,06 m 25 25,6 2,08 m
1,30 m 26 22,8 0,91d (6,8)
13 44,7 - 27 23,0 0,89d (6,7)
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Bang 2. $6 liéu phd >C-NMR, 'H- NMR, (8, ppm) ctia cac dudng trong hop chat

luzonicoside D

C dc ou (] Hz)

No.

GlcA

I’ 97,3; CH 4,85; d (8,4)

2’ 77,5; CH 3,60;t(8.,4)

3 77,0; CH 3,83;t(9,3)

4 74,4; CH 3,44;1(9,3)

5’ 76,0; CH 3,64;d (10,4)

6 %

Ara

1” 97,9; CH 5,15;d (5,3)

27 80,4; CH 3,83 m

3” 73,2; CH 3,83 m

4» 68,1; CH 3,83 m

5” 64,6; CH2 3,98; dt (6,1; 12,2)
3,51; dd (3,0; 12,0)

Gal

1’” [ 104,2; CH 4,60, d (8,1)

2 75,2; CH 3,20, t(8,7)

3 78,4; CH 3,35,t(9,0)

4 | 72,8; CH 3,02, t(9,4)

5 | 77,7, CH 3,42, brt (8,6)

6" 73,6; CH2 4,23, dd (1,4;9,5)
3,13, (9,4)

Po trong CD;0D-d4; "H 700.13 MHz; °C 176.04 MHz; * khong xuét hién tin hiéu
Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich dé cap dén phuong phap tach chiét hop chit (20R,2285,235)-3-O-
[6-O-(S-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl]-
33,65-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on (luzonicoside D) tir loai sao bién Echinaster
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luzonicus. Phuong phap tach chiét nay gitip tach chiét cac chét steroit phan cuc thudng rat
kho phéan 1ap dugc tir cac loai sinh vat bién, dic biét 1a ddi véi loai sao bién Echinaster
luzonicus. Hop chat thu duge bang phuong phép nay ¢ phd rong cac hoat tinh sinh hoc nhu
gy doc té bao, tan huyét, khang khuin, khang ndm, khang viém, giam dau. Pong thoi,
phuong phap nay cling tao co s& khoa hoc cho cic nghién ctru ing dung tiép theo nhim tao
ra cac duoc phém co tadc dung phong va diéu tri bénh ung thu dua trén viéc khai thac nguén

dugc liéu bién quy gia va sin c6 trong nudc vao phuc vu cudc sdng.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Phuong phap tach chiét hop chit (20R,228,23S)-3-0-[6-O-(5-D-glucopyranosyl)-
(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl]-34,65-dihydroxy-5a-
cholest-7-en-23-on tir loai sao bién Echinaster luzonicus bao gbm cac bude sau:

(i) thu gom mau sinh vat bién tuoi, bao quan & -18°C, thai nhé rdi ngam chiét bang
etanol 2 1an (ty 1& nguyén liéu (kg)/dung méi (lit): 1/2) & nhiét do trong phong;

(ii) gdp cac dich chiét etanol thu dugc & budce (i), loc qua gidy loc va cit dé loai bo
dung mdi duéi ap suét giam dé thu dwogc dich ¢6 etanol, ky hiéu la dich ¢o Al;

(iii) chiét phan bd dich c6 Al bang hdn hop dung méi CHCl;: EtOH (ty 1¢ 1/1 theo
thé tich), tach loai phén dich CHCl;, phén dich EtOH duoc cit loai dung méi duéi ap suét
giam thu dugc dich c6 A2;

(iv) tién hanh phan tach dich ¢6 A2 trén cot sic ky str dung chét hip phu 1a silica gel
(silica gel KSK, ¢ hat 50-160 pm, kich thurée cot 3 x 25 cm) v6i hdn hop dung méi rira giai
1a CHCl3: EtOH ¢6 ty 1& vé thé tich 8:1, 6:1, 4:1, 1:1, 1:4, 0:1 thu dugc 8 phan doan nho, ki
hiéu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8,

(v) tién hanh phan tich dinh tinh 8 phén doan thu duoc bing sic ky 16p méng (TLC,
kich thudc 4,5%6.0 cm, silica gel 5—17 pm) st dung hé dung moi n-BuOH:EtOH:H,0 (4:1:2
theo thé tich) xac dinh dugc 2 phan doan F7 (R;0,76; 0,61) va F8 (R; 0,59; 0,48) chira cac
hop chét steroit phéan cuc;

(vi) tién hanh tinh ché phan doan chira céc hop chét steroit phan cuc F7 st dung
phuong phap sic ki cot voi chat hap phu 14 florisil (¢& hat 200—-300 mesh, kich thudc cot 3 x
Scm), hé dung mdi CHCI;5:EtOH c6 ty 1€ vé thé tich 4:1, 1:1, 1:4, 0:1, thu dugc phan doan
F7;

(vii) hoa tan phan doan F7’ trong metanol va tién hanh phan lap st dung phuong
phép sic ky 1éng cao ap RP-HPLC (v6i cht hdp phu la C-18, kich thude cot 0,4 x 110 mm,
diéu kién chay cot: tdc do dong 2,5ml/ph), dung méi rira giai 12 hdn hop dung moi
EtOH:H,0:1N NH4OAc véi ty 1€ vé thé tich 1a 55:44:1, thu duoc 6 phan doan, ky hi¢u lan
luot 1a: ¥7°-1, F7°-2, F7°-3, F7°-4, F7°-5, F7°-6;

(viii) tiép tuc hoa tan phan doan F7°-3 trong metanol va tién hanh tinh ché st dung
phwong phap sic ky 1ong cao 4p RP-HPLC (vé6i chat hdp phu la C-18, kich thude cot 0,4 x

110 mm, diéu kién chay cot: tbc do dong 1,5ml/ph), dung moi rira gidi la hdn hop dung moi
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EtOH:H,0: 1N NH,OAc v6i ty 16 vé thé tich 13 60:39:1, thu dugc hop chat (20R,225,235S)-3-
O-[6-O-(p-D-glucopyranosyl)-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-
glucuronopyranosyl]-38,68-dihydroxy-5a-cholest-7-en-23-on & dang ran, v6 dinh hinh

21 27
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