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Chinh vi vdy, cdc két qua nghién ciru dam bdo trung thwc va khdch quan nhat.
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s6 liéu, két qua néu trong ludn van la trung thiee néu sai téi hodn toan chiu tréch

Nhiém trudc phap ludt.
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MO PAU

1. Ly do chon dé tai

Hoa hoc cac hop chat ty nhién da va dang Ia huéng nghién ctu pho bién &
nhiéu nudc thude cac khu vuce ¢6 khi hau nhiét doi nhd sé hiru ngudn duoc licu
phong phu, trong d6 cé Viét Nam. Cac ngudn duoc liéu quy ndy, chu yéu la céc
loai thue vat, d3 sém duoc ching ta tin dung va khai thac nhdm phuc vu nhiéu
muc dich khac nhau tir dn udng cho dén diéu tri nhiéu chimg bénh. Do d6,
nghién ctru va phan lap cac hop chat tu nhién c6 vai trd rat quan trong trong viéc
lam séng t6 thanh phan hoa hoc va nhiing yéu té lién quan dén dugc tinh cia céc
loai duoc liéu. Bén canh d6, huéng nghién ciru ndy con nham muc dich phat
hién nhitng hop chat méi so hitu tiém ning hoat tinh sinh hoc va gia tri duoc hoc
cao. Khi dugc nghién ctru sdu hon, cac hop chat nay cé tiém nang 16n trong tng
dung vao qua trinh diéu tri nhiéu cin bénh pho bién hién nay nhu ung thu, dai
thao duong, Gout, .... Ttr do, tao tién dé cho su phat trién cta cac duoc chat, cac
phuong thudc va phuong phap diéu tri méi c6 ngudn gbc tir ty nhién nhu:
Aspirin gitp giam dau, ha st, duoc phan lap tir vo cdy Liéu Trang (Salix alba
L.); thubc Digitalis duoc sir dung trong diéu tri suy tim co trong ciy Mao Dia
Hoang (Digitalis purpurea); Caffeine diéu tri mét moi, suy nhuoc co trong thanh
phan ciia hat cdy café. Tuy nhién, véi chi khoang 10% ngudn nguyén liéu sinh
hoc nay d& duoc kham pha [1], vAn con rat nhiéu loai dugc liéu ¢6 tinh tng dung
cao chua dugc nghién ctru hodc duoc nghién ciru chua triét dé. Trong d6 c6 cay
DAau tam.

Dau tam (Morus alba L.), véi nhiéu t8n goi khac nhu Dau cang, Tam tang,
May mon, 14 mot trong nhitng l0ai cdy trong phd bién va gin bd mat thiét véi
doi séng ctia nguoi dan Viét Nam. LA cay Dau tim tir 1au d3 duoc sir dung 1am
ngudn thire an chinh trong nudi tim ldy to. Bén canh do, cac b phan cia cay tir
than, ré, 1a va qua, déu so hiru nhiéu tac dung duogc 1y va duoc st dung trong
nhiéu bai thudc dan gian diéu tri nhiéu ching bénh nhu thong manh, dau mat,
nhic moi, hen xuyén, di tiéu nhiéu lan, c6 tac dung loi tiéu, ngan ngira bénh
rung téc, hoi dau, mo hoi trom & tré nho, md hoi tay ¢ ngudi 16n, tay san, ngan
ngtra huyét ap cao va viém tuyén nguc & phu nir.... Nhitng tng dung cua cay
Dau tam da budc dau dugce ching minh dya trén nhitng khao sat vé thanh phan
hoa hoc & r&, vo, 14 va tréi, cho thiy sy ton tai da dang cac nhom hop chat quan
trong nhu flavonoid, amino acid, alkaloid, chalcone, cac dan xuit benzofuran,...
Tuy nhién, c&c nghién ctru trén than cdy DAu tim van con rt han ché, noi bat
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vé6i cong bd cua nhom nghién ciru Huyncheol Oh vao nim 2002 thyc hién trén
nhanh cay Dau tim khd va phan lap duoc bdn hop chat 5,7-dihyroxycourmarin-
7-methyl ether (90), cudraflavone B va C (91-92), va oxyresveratrol (93), s¢ hitu
hoat tinh chdng oxy hoa, bao vé gan va kha ning giy doc té bao [2]. Diéu nay
cho thay huéng nghién ciru vé thanh phan héa hoc cua than cdy Dau tim du c6
tiém ning phét trién nhung van chua nhan dugc nhiéu sy quan tam.

Dua trén nhitng co s& khoa hoc va Iy do da néu, toi quyét dinh thuc hién dé
tai “Khao sat thanh phan hda hoc va hoat tinh tre ché enzyme a-glucosidase
ciia mot s6 hop chit phan lap tir than cady Dau tam”. Than cay Dau tim duoc
lra chon lam ddi tuong nghién ctru Vi dinh hudng khao sét thanh phan hoa hoc
va khao sat hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase cua cac hop chat phan lap
duorc.

2. Muc dich nghién ciru

e Muc tiéu tdng quat:

- Cung cap dir liéu khoa hoc vé thanh phan hoa hoc cua than cdy Dau tam
sinh truong va phat trién tai Viét Nam;

- Khao sét hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase ciia cac hop chat phan lap
duoc va danh gia tiém ning cua cac hop chat trong diéu tri va hd trg diéu tri
bénh déi thao duong.

e Muc tiéu cu thé:

- Diéu ché cao phan doan tir miu bot than cay Dau tam, ap dung phuong
phap ngam trong ethanol va tién hanh qué trinh sac ky cot Sephadex-LH20
thu duoc cac cao phan doan tuong ng;

- Thuc hién qua trinh phan lap cac hop chét hitu co tir cao phan doan da diéu
ché st dung cac phuong phap sic ky: sic ky 16p mong, sac ky cot pha
thuong — pha dao;

- Xéc dinh ciu trac hoa hoc cua cac hop chat da phén 1ap duoc, dya trén dir
lidu thu duoc tir cac phuong phap phd nghiém nhu 1D-, 2D-NMR, MS;

- Thtr nghiém hoat tinh e ché enzyme a-glucosidase trén cac hop chat da
phan 1ap.

3. N§i dung nghién ciru

Dé tai nghién ciru bao gom 5 ndi dung chinh :
e Noi dung 1: Thu thap, giam dinh va xa ly mau than cy Dau tam.

o Noi dung 2: Piéu ché c4c cao phan doan tir mau bot than cdy DAu tim bang
phuong phép ngam trong ethanol va tién hanh qua trinh sic ky cot Sephadex-



LH20 thu dugc cac cao phan doan tuong ung.

e Nai dung 3: Tién hanh thuc nghiém phan l1ap cac hop chit tir cao phan doan
d4 diéu ché bang cac phuong phap sic ky nhu sic ky 16p mong, sic ky cot pha
thuong/pha dao, Sephadex-LH20,.....

e Ni dung 4: Xéc dinh cau tric hoéa hoc cua cac hop chit phan lap dugc sir
dung cac phuong phap phé nghiém 1D-, 2D-NMR, HR-EIS-MS, ...

e Néi dung 5: Thir nghiém hoat tinh e ché enzyme a-glucosidase trén cac
hop chét da phan 1ap.

4. Co sé khoa hoc va tinh thwe tién cia dé tai

Dau tam 1& mot loai cdy trong phd bién tai Viét Nam, va tir 1au cac bo phan
cta lodi cay nay da dugc xem 1a mot vi thude phd bién trong nén y hoc dan toc.
Duya trén nhitng khao sat vé thanh phan hoéa hoc cua cdy Dau tim, diéu nay da
budc dau dugce chimg minh tir sw ¢ mat cua da dang cac nhdm hop chat mang
dugc tinh quan trong. Tuy nhién hién nay, cac nghién ctru lién quan thuc hién
trén than cay DAau tim van cOn rat han ché, dic biét ddi v6i cdy DAu tim sinh
truong tai Viét Nam. CAc nghién ctru nay lai mai chi tap trung vao danh gia tac
dung bao vé gan va chdng oxy héa ctia cac hop chat dugc phan 1ap ma chua co
nhimg danh gia cu thé lién quan dén tiém ning tng dung cua cac hop chat nay
trong diéu trj va hd trg diéu tri bénh nhan dai thao duodng, dac biét 1a cac hop chit
triterpenoid. Bén canh d6, dir liéu vé& cac hop chat triterpenoid phan lap tir cay
DAau tam va kha niang trc ché enzyme a-glucosidase cia nhitng hop chat ndy van
con roi rac va thiéu dy du. Trén co sé d6, tiép tuc tién hanh cac nghién ciu lién
quan dén phan lap cac hop chét thién nhién tir than cay DAu tam, dic biét 1a cac
hop chat triterpenoid, s& gop phan nang cao tinh toan dién caa nhitng nghién ctu
d4 duoc cong bd. Bén canh do, dir liéu V& hoat tinh e ché enzyme a-glucosidase
trén cac hop chat dugc phan lap s& gilp mo rong tiém nang Gng dung cua nhiing
hop chét ndy, dong thoi tao tién dé khoa hoc viing chac trong phat trién cac nhom
thudc mai c6 ngudn goc tir thién nhién, hd trg tich cuc trong cong tac diéu tri va
hd trg diéu tri bénh nhan dai thao duong.

5. Nhirng ddng gop ciaa luin van

Céc két qua thu dugc tir nghién ctu 12 co sé khoa hoc quan trong gop phan
nang cao su da dang va toan dién ciia nhitng nghién ciru d dugce cong bs. Bén
canh dd, cac thong tin vé dic diém, tinh chat va cau trdc caa cac hop chat dugc
phan 1ap s& gop phan mé rong nhitng kién thirc con han ché vé thanh phan héa
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hoc cua céc b phan cua cady Dau tim (M. alba L.) sinh truéng va phat trién tai
Viét Nam. Dong thoi, két qua khao sat hoat tinh ¢ ché enzyme a-glucosidase
con gilp 1am ting gia tri dugc ly, cling nhu kha ning tng dung cua cdy Dau tim
trong tuong lai, dic biét 1a trong san xuat duoc pham va cac san pham hd trg diéu
tri & bénh nhan mic bénh dai thao duong.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Tinh trang bénh dai thdo dwong hién nay
1.1.1. Khai niém

Dii thao duong (hay tiéu duong) cd tén khoa hoc 1a diabetes mellitus. Pay la
mot bénh 1y phé bién lién quan dén nhimg réi loan trong chuyén hoa dudng huyét,
bat ngudn tir su suy giam hoac nhirng khiém khuyét vé diéu tiét insulin, hoic sy suy
giam hoat tinh cta insulin trong co thé. Bén canh d6, sy ting duong huyét trong
mot thoi gian dai con cé thé gay ra nhitng réi loan trong chuyén hoa carbohydrate,
chét béo va protein, déng thoi tiém an nguy co gay anh hudng nghiém trong dén
chtrc nang hoat dong cua nhiéu co quan, dac biét & tim, mach mau, mat, hé than
kinh va than (Hinh 1.1.) [3-6].

Hién nay, dai thao duong dugc phan chia thanh 2 nhém chinh bao gom: (1)
déi thdo duong nguyén phéat va (2) dai thao duong thi phét. Trong do, déi thdo
duong nguy@n phét bao gom ba dang chinh lan luot 1a:

e DPAéi thao duwong tuyp | (Chiém khoang 10% sb ca chuan doén):

Pay la dang bénh 1y gay ra boi su tn cdng cia cac tac dong tir moi trudng bén
ngoai nhu virus quai bi, s&i hoac do su c6 mat cua cac khang nguyén nhu HLA BS,
B15 trong co thé bénh nhan [7]. Tir d6, dan dén su thiéu hut insulin tuyét di, mot
dang hormone quan trong duoc tiét ra tir cac té bao dao tuy ¢ tuyén tuy, cd vai tro
chuyén hoa va luu trit glucose trong co thé & gan va md md (Hinh 1.2).

e Pai thao duong tuyp 11 (Chiém khoang 80 — 90% s6 ca chuan doan):

Co ché bénh sinh cua dai thdo dudng tuyp 1l hoat dong dua trén hai co ché
chinh bao gom: su dé khang véi insulin va su suy giam chuc nang tiét insulin cia té
bao S trong co thé ngudi bénh [8]. Can luu Y, dbi v6i bénh nhan mic bénh dai thao
duong, co thé nguoi bénh van co thé san xuat insulin, tuy nhién, luong insulin dugc
hinh thanh lai khéng di ding hozc tham chi 1a khéng thé dugc st dung boi cac té
bao trong co thé. Hién tugng nay dugc goi 1a su khang insulin va cd thé bat ngudn
tir nhiéu nguyén nhan, trong d6 thuong gap la sy suy giam muc do tiéu thu glucose
& cac co quan, su giam kha nang thu nhan glucose ¢ cac md ngoai vi va kha nang
trc ché qua trinh san xuét glycogen ¢ gan. Tinh trang béo phi va thira can 1a mot
trong nhitng nguyén nhan chinh dan dén su khéang insulin trong co thé.

e Dai thao duong thai ky:

Day 1 tinh trang bénh 1y thuong gip ¢ phu nir mang thai va thai nhi, c6 thé
dan dén nhitng bién ching kho ludng néu khong dugc diéu tri kip thoi. Bi voi phu
nit dang mang thai, dai th4o dudng thai ky tiém 4n nguy co gy ra nhiéu bién ching
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nhu: chin thuong ¢ ving lung, gdy xuong hodc trat khép khi thai nhi c6 trong
lwong 16n; ty 18 tién san gidt cao gip 4 1an nguoi binh thudng; sinh non, siy thai,
chét thai luu hodc bing huyét sau khi sinh; vd nguy co mic bénh dai thdo duong
tuyp 11 cao gap 7 lan [9]. Déi voi thai nhi, dai thdo dudng thai ki c6 thé gy ra nhiéu
di tat kho doan, ciing nhu la tinh trang thira can, béo phi, hoac cac bénh ly lién quan
dén ho hap, tut canxi trong mau... ¢ tré sau khi sinh [9].

o oy
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Hinh 1.1. Cac bién chirmg nguy hiém ctia bénh déi thao duong.

¢1 X Tang duding huyét -

T~ gism insulin e X Tang Guong huyét
Co khbng thé st dung glucose % '\!rong méu
do luong insulin thép

‘ / Co knbng thé st dung glucose
Glycogen va

do khéng insulin
protein phén ré Béo phi, di !
gnchirs TIEUDUONG s TIEUBUONG
TYPE | R ooy TYPE Il
dan dén

TN : khang insulin
Gigm insulin trong céc

/' mach méu <
/’ B insulin tiét
Tuy k Tuy ra trong mau

Hinh 1.2. Co ché bénh sinh ctia bénh dai thao dudng tuyp 1 va Il

Daéi thao duong di va dang 1a mot trong nhirng thach thirc 16n di véi nén y
hoc hién dai va cong tac chim soc strc khoe nguoi dan tai nhiéu qudc gia trén thé
gidi, trong d6 c6 Viét Nam. Theo thdng ké ciia Lién doan Tiéu duong Quéc té - IDF
(International Diabetes Federation) vao nam 2021, s6 ca duoc chuin dodn méc bénh
dai thao duong trén toan cau ude tinh vao khoang 536,6 triéu ngudi trong do tudi tir
20 dén 79, chiém khoang 10,5 % dan so thé gii. Dy doan dén nam 2045, s6 ca mac
bénh dai thdo duong s& dat 783,2 triéu nguoi, chiém 12,2 % dan s6 thé giéi [10]. Su
gia ting v6i mirc dd ngay cang cao cua sd ca mic bénh, duoc cho 12 bat ngudn tir sy
gia ting ty 1& béo phi & gidi tré, mot trong nhitng 1y do chinh dan téi bénh dai thao
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duong [5]. Theo s6 liéu théng ké vao nam 2013, Viét Nam [a mot trong ndm nudc
thudc khu vuc Thai Binh Duong c6 sb ca méc cao nhat véi khoang 5,37% dan s
méc bénh tiéu duong (khoang 3,3 triéu nguoi) [3]. Tir nhitng s liéu dang béo dong
d4 néu, c6 thé khang dinh, tinh trang mic bénh dai thao duong dang ngdy cang tro
nén phd bién. Do d6, xay dung mdt 16i séng lanh manh va chuin doan sém nham
han ché nhiing bién chimg khong mong mudn, dic biét 12 ddy manh nghién ciru va
phat trién cac phuong phap va dugc pham hiéu qua trong diu trj bénh dai thao
duong, dugce xem la c4c giai phap then chdt hién nay.

1.1.2. Cac dang thudc diéu tri bénh dai thao dwong
Bén canh céc giai phap dién hinh trong phong ngira bénh tiéu duong nhu duy
tri mot ché do an udng (it chat béo, nhidu chat xo va dam c6 ngudn gdc tir thyc vat)
va van dong thé luc hop ly, rat nhiéu cac dang thudc di duoc nghién ciru va phat
trién trong cong tac diéu tri va hd tro diéu tri cAc bénh nhan mic bénh dai thao
duong, dic biét 1a dai thao duong tuyp 1. Trong d6, bao gom ba nhdm thude chinh:
e Nhom thugc kich thich:
C6 chire nang kich thich s bai tiét insulin ¢ tuyén tuy
Vi du: nhoém thubc sulphonylurea bao gom gliclazide, glimepiride,
glibenclamid;
e Nhom thudc tang nhay cam insulin:
C6 tac dung giam su dé khang insulin & cac mod ngoai Vi
Vi du: nhém thudc biguanide, nhdm thuéc thiazolidinemedion
e Nhom thudc ¢ ché enzyme a-glucosidase:
C6 tac dung lam cham qué trinh hap thu glucose tir rudt vao mau
Vi du: acarbose, voglibose, miglitol
Trong cac nhdm thudc d4 néu, cac chét tong hop c6 tac dung e ché su hoat
dong cua enzyme a-glucosidase (Hinh 1.3), da va dang dugc sir dung phod bién nhu
mot nhém thude hd tro diéu tri cho cac bénh nhan mic bénh dai thado duong tuyp Il
[11]. Nhin chung, nhém thuéc nay hoat dong dua trén kha ning e ché ciia mot sb
hop chat d6i voi chic niang hoat dong cia enzyme a-glucosidase. Enzyme a-
glucosidase (con dugc goi la maltase, a-D-glucosidase, hodc a-glucosidase
hydrolase) 1a mot hop chat thuoe nhdm cac enzyme glycoside hydrolase dugc dic
trung boi kha ning bé gy cac lién két bing phan tng thuy phan. Enzyme a-
glucosidase thuong cd mit trén bé mat dudng rudt va déng vai trd quan trong trong
qua trinh chuyén hda cac hop chat carbohydrate thanh cac phan tir duong don, dé
dugc thim thiu vao mau va van chuyén dén cac co quan trong co thé [12]. Cu thé,
enzyme a-glucosidase ¢6 vai tro xdc tac va thic day qué trinh bé gay lién két 1,4-a-
D-glucosid trong ciu trac carbohydrate, cho phép giai phong cac phan tir a-D-
glucose. Trén co so d6, viéc str dung cac dang thude e ché enzyme a-glucosidase
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s& gilp Kiém soat duong huyét mot cach hiéu qua & cac bénh nhan mic bénh dai
thao duong [13].

3 (Acarbose) Vowagoiwo
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Hinh 1.3. M6t s6 thudc trc ché enzyme a-glucosidase dugc str dung phd
bién hién nay trong diéu tri bénh dai thdo duong.

DU mang lai hiéu qua tich cuc trong hd tro kiém soét dudng huyét ¢ cac bénh
nhan méc bénh dai thao duong, sir dung trong mot thoi gian dai cac hop chat tong
hop nhu acarbose (Hinh 1.4) c¢6 thé dan dén nhiéu bénh ly khéng mong muédn vé hé
tiéu hoa nhu tiéu chdy, budn nén, day hoi, chuéng bung, hoidc cac triéu ching khéc
nhu phat ban, ndi man, bam tim... Han ché nay chi yéu xuat phat tir sy 1én men caa
cac phan tir carbohydrate khong duoc hap thu tai dai trang. Hién nay, rat nhiéu cac
nha khoa hoc d4 tién hanh nghién ciru thanh phan héa hoc caa nhiéu loai dugce lidu
dién hinh trong diéu tri bénh dai thao dudng trén co sd y hoc ¢ truyén, nhiam tim
kiém nhirg hop chit mang tiém ning e ché enzyme a-glucosidase. Mot sb loai
duoc liéu dién hinh c6 thé ké dén nhu: r& cay hoang lién (Coptis teeta Wall), dau
bap (Abelmoschus esculentus), hat methi (Trigonella foenum-graecum L.), cau Ky tur
(Fructus lycii), Hoai son (Rhizoma Dioscoreae), Nhau (Morinda citrifolia), mach
mon (Ophiopogon japonicus L.f), B6 cong anh (Taraxacum officinale A.), Chudi
hot (Musra barjoo S.), Muép dang (Mormordica charantia C.). Rat nhiéu cac dang
hop chat bao gém flavonoid, anthocyanidin, phenolic, curcuminoid, terpenoid...
(Bang 1.1) da dwgc phan lap va béo cdo so hiru kha ning uc ché enzyme o-
glucosidase tir nhitng cdng trinh nghién ciu nay [14-16]. Tir d6, cho thiy duoc tiém
nang to 16n cua huéng nghién ctu trong cdng tac diéu tri va hd trg diéu tri bénh
nhan mic bénh Pai thdo duong theo dinh hudng than thién va an toan. Tuy nhién,
nhirng nghién ctru va danh gia khoa hoc Vvé tac dung ha duong huyét cua cac loai
thao dugc & Viét Nam dya trén phan tich thanh phan héa hoc hién con kha han ché,
dic biét 1a trén cay DAu tam.
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Hinh 1.4. Cau trdc phan tir va ciu triic hoa hoc ciia hop chat Acarbose.

Bang 1.1. Cac nhom hop chit ty nhién c6 tac dung tc ché enzyme a-glucosidase
NHOM HOP CHAT CAC HOP CHAT PAI DIEN

Flavonoid Luteolin; Apigennin; Hesperetin,

3p-acetoxy-164-hydroxybetulinic acid
Triterpenoid
Betulinic acid

Curcumin; Demethoxycurcumin;
Curcuminoid
Bisdemethoxycurcumin

] Bromophenol, 2,4,6-tribromophenol; 2,4-
Phenolic )
dibromophenol

1.2. Tong quan vé cay Dau tam
1.2.1. Thong tin co ban
Tén khoa hoc: Morus alba L.
Phan logi sinh gioi:
» Giodi (Regnum): Thyc vat (Plantae)
> B (Ordo): Hoa hong (Rosales)
> Ho (Famillia): Dau tam (Moraceae)
> Chi (Genus): Dau tam (Morus)
> Loai (Species): Morus alba
Tén tiéng Anh: White mulberry, Russian mulberry, Silkworm mulberry.
Tén tiéng Vigr: DAu tim, Dau cang, Tam tang, May man.
Diic diém phan bé: Dau tam 13 loai thuc vat ¢d ngudn gbe tir khu vue Bong
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A, phan bé va sinh truong tét tai cac khu vuc ¢ nhiét d6 dao dong tir 25 — 32 °C,
nhu vung thao nguyén 6n déi mat mé, cac khu rirg nhiét déi kho. Loai cay nay
duoc trong phd bién tai rat nhidu qudc gia thude ving nhiét d6i va can nhiét d6i cua
Bic ban cau bao gom: Trung Qudc, Nhat Ban, Nga, An Do, mién Nam chau Au, ...
va Viét Nam [17].

1.2.2. Pic diém hinh thai

Dau tam 1 loai cdy bui, cd tan rong, dinh tron, cao tir 15 — 20 m va duong
kinh than vao khoang 60 cm. L& moc xen k&, mau luc nhat, chia thuy hoac khong
chia thily, c6 khia rang cua, hinh tim ¢ gbc 14, mat trén thuong nhin, mat dudi 1a
nhén hodc c6 16ng to, mit cudng 14 dai, chiéu dai 14 tir 8 — 12 cm khi cay c6 qua
hodc tham chi 1&n dén 20 — 25 cm khi cay khong ¢ qua. Hoa nho, c6 mau vang luc
va moc thanh chum day dic, dai khoang 2 cm, nhj hoa dudi thang. Qua c6 mau thay
doi tir trang dén hdng hodc tim den, hinh trimg hozc hinh try thudn dai tr 1 — 5 cm,
khi chin c6 vi ngot thanh va chua nhe. Tudi tho ciia Dau tim dao dong tir 8 — 12
nam va co thé sinh truong tét ¢ nhitng diéu kién song khac nghiét [17].

L ¥
il
4

Hinh 1.5. M6t s hinh anh vé cay Dau tam (M. alba L.)
a. Cay Dau tam b. Trai Dau tam

c. Than cay Dau taim d. Ré cay Dau tam
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1.2.3. Céac nghién ciru vé thanh phan hoa hoc
Rat nhiéu c4c cdng trinh nghién ctru vé thanh phan hoa hoc trong cac bd

phan cua cdy Dau tam, dic biét 1a vo, 14, ré va trai, dd duoc cong bd. Tuy

nhién, cac nghién ctru dugc thyc hién trén than cay Dau tim van con rat han
ché. Cu thé:

1.2.3.1.

>

Céac nghién ciru trén thé gidi

Nam 1978, nghién ciru dau tién vé thanh phan hoa hoc trong vo ré cay
Dau tdm da duoc thuc hién bai nhém tac gia Taro Nomura, céng bd qua
trinh phan lap bén hop chat flavone mai l1an luot 1a Kuwanon A, B, C (1-
3) va Oxydihydromorusin (4) tir vé ré cay [18];
Nam 1983, tir nghién ctru duoc thuc hién trén vo cdy DAau tam, nhom
nghién ctu Taro Nomura di tién hanh phan 1ap dugc 7 hop chat (5-11),
v6i hai hop chét flavonoid méi 1an lugt 13 Kuwanon K (5) va L (6) [11];
Vao nim 1994, Naoki Asano va cong su da phan lap dugc 18 hop chat
duong chtra nguyén t6 N (12-29) tir ré va 14 ciy Dau tam [19];

Tiép tuc vao nam 1996, hop chat méi Oxyresveratrol 3'-O-f-
Glucopyranoside (30) cing cac hop chat cii mulberroside A (31), cis-
mulberroside A (32), oxyresveratrol (33) dugc nhdm nghién ctru cia Feng
Qui ¢o lap tir vo cay Dau tam [20];

Vao nam 1999, nhom nghién ctru Sun Yeou Kim d3 tién hanh phan lap tir
l4 cdy Dau tam chin hop chat flavonoid (34-42), ddng thoi hoat tinh chéng
oxy hoa cta cac hop chit ciing di duoc khao sat [21];
Niam 2001, ciing tir 14 cy Dau tim, Kayo Doi va cac cong sy dd phan 1ap
dugc 2 hop chét prenylflavane méi (43-44), mot hop chat glycoside (45)
va sau hop chét cii bao gdm: quercitrin (46), astragalin (47), scopolin (48),
skimmin (49), roseoside 11 (50) va benzyl D-glucopyranoside (51) [22];
Cung ndm, nhém nghién ctu ctia Naoki Asano tiép tuc khao sat thanh
phan hoa hoc trong vo cdy Dau tim va di phédn 1ap duoc 18 hop chat
polyhydroxylated alkaloid (52-69) [23];
Va0 nam 2002, rat nhiéu nghién ctru duoc tién hanh. Cy thé, nhém nghién
ciru Jiang Du di phan 1ap duwoc mot hop chit flavonoid méi la
Moralbanone (70) va 7 hop chat cii (71-77) tir r& cdy Dau tim [24];
Genjirou Kusano va cong su bao cdo dd phan 1ap dugc 11 hop chit méi
(78-88) tir trai Dau tam bao gdm 5 hop chét nortropane alkaloid va 6 hop
chat amino acid [25]; Hop chit Mulberroside F (89) duoc phan lap bai
nhoém nghién ctru cua Sang Hee Lee, dong thoi hop chit nay ciing dugc
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chang minh 1a c6 thé dugc st dung nhu mot chat lam tring da tu nhién
[26]; Va qué trinh phan 1ap 4 hop chat 5,7-dihyroxycourmarin 7-methyl
ether (90), cudraflavone B va C (91-92), oxyresveratrol (93) tir nhanh cay
Dau tam kho d3 duoc bao cdo bai nhom nghién ctu cua Huyncheol Oh
[2]; Bén canh d6, chirc ning bao vé gan va hoat tinh chéng oxy hoéa cia
cac hop chat nay ciing duoc nhém nghién ctru tién hanh khao sat.

Nam 2004, nhom nghién citu Hisayoshi Kofujita da phan lap duoc hop
chat flavone méi 7,2',4',6'-tetrahydoroxy-6-geranyl-flavanone (94) tir ré
cay Dau tam [27]; Cung trong nam 4y, hai hop chat Mulberofuran G (95)
va Albanol B (96) ciing duoc phan lap tir vo cy Dau tam [28];

Niam 2005, Abdel Nasser B. Singab da tién hanh c6 1ap va thir nghiém kha
nang hd trg diéu tri tiéu duong cua 5 hop chat (dua trén qué trinh peroxy
hoa lipid trén chudt mic bénh tiéu duong gdy ra bdi tic nhan
streptozotocin) Morusin (97), cyclomorusin (98), neo-cyclomorusin (99),
moracin M (100) va kuwanon E (101) tir v6 ré cay Dau tam [29];

Vao nam 2009, trong nghién ctru vé thanh phan hoa hoc cua ré ciy Dau
tam, Mi Zhang va cac cong sy da cod lap duoc 3 hop chit moracin M
(100), Steppogenin-4'-O-B-D-glucosiade (102), va Mullberroside A (103)
[30]; Cung nim 4y, Shu-Juan Piao va nhom nghién ctru da béo cdo phan
lap duoc 15 hop chat (104-112) tir vo cdy Dau tam véi 5 hop chat moi
thudc khung stilbene, benzofuran va coumarin glycoside [31];

Niam 2010, nhém nghién ciru Yan Yang bao céo da phan lap duoc 6 dan
xut 2-arylbenzofuran (113-118) lan luot 1a Moracin V-Y, Moracin N va P
tir 14 cdy Dau tim [32]; Trong cung nim, Yan Yang tiép tuc bao cdo su
phan l4p cua hai hop chat chalcone méi Morachalcone B (119) va
Morachalcone C (120) tir 14 cay Dau tam [33]; Tiép tuc, nhém nghién ctu
cia Takashi Kikuchi phat hién hai hop chat Albanol A (121) va
Mulberrofurane Q (122) tir ré cay Dau tam [12];

Vao nam 2012, Hua-Dong Chen va cong sy lan dau tién cong bd sy phan
1ap hop chat Morusalbanol A (123), véi khung suon carbon méi, ciing dan
Xuat ctia hop chat nay (124)-mot san pham Diels-Alder ty nhién, tir vo cay
Dau tam, c6 tac dung bao vé than kinh [34]; Trong cung nim, nhom
nghién cuau Zhenzhong Yang b&o cao qua trinh cd l1ap va danh gia kha
nang uc ché enzyme a-glucosidase ciia 18 hop chat (125-142) tir la cay
Déu tam [35];

Trong ndm 2013, nhém nghién ctru Yihai Wang da tién hanh bao cao 24
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hop chat (143-166) phan 1ap tir trdi cua cdy Dau tim, dong thoi tac dung
chdng tiéu duodng, chdng oxy hoa cua nhirng hop chét ciing duge nhoém
khao sét [36]; Cung nim, tir cao methanol dwgc diéu ché tir vo than cay
Dau tam, Abuzer Ali va Mohd Ali d4 béo céo qué trinh phan lap 6 hop
chat triterpenoid lan luot 1a a-Amyrin acetate (167), Moruslanosteryl
acetate (168), f-Amyrin-B-D-glucopyranoside (169), Moruslupeoic acid A
(170), Moruslupenoic acid B (171) va Betulinic acid (172) [37];

> Niam 2014, Céline Riviére va cic cong sy da tién hanh phan lap tir than
cdy Dau tim 1 hop chat coumarin — iso-scopoletin 6-(6-O-4
apiofuranosyl-S-glucopyranoside) (173); 3 hop chét stilbene lan luot 1a
(E)-resveratrol (174), (E)-oxyresveratrol (175) va (E)-mulberroside A
(176); va 4 hop chat flavonoid lan lwot 14 steppogenin (177),
dihydromonin (178), moracin M (100) va dihydromorin 7-O-4-
glucopyranoside (179) [38];

> Niam 2015, nhom tac gia Kyeong-Hwa Seo di phan lap duoc 7 hop chat tir
trai cua cdy Dau tam bao gom: artoindonesianin O (180), iso-
bavachalcone (181), morachalcone A (182), quercetin (183), astragalin
(184), iso-quercetin (185), va rutin (186), dong thoi tac dung bao vé than
kinh cua cac hop chat nay ciing duoc thir nghiém [39]; Cung nam, nhém
nghién ctu Jae-Woo Jung da phan 1ap dugc 12 hop chat (187-198) tur ré
cay Dau tam va danh gia hoat dong bao vé gan va than kinh caa cac hop
chat [40].

Nhu vay, c6 thé khang dinh, cac nghién ciru tap trung vao khao sét thanh
phan hda hoc trén than ciy dau tam van con rat han ché. Trong d6, ndi bat 1a cong
bd ciia cac nhdm nghién ciru Oh H, et al. 2002 (tién hanh trén nhéanh cay) [2],
Riviére C, et al. 2014 (tién hanh trén than cay) [38], Ali A & Ali M 2013 [37] (tién
hanh trén vo than cdy). Cac nghién ctru trén da chirng minh Sy ¢6 mat cta da dang
cac nhom hop chét trong than cay DAu tam, noi bat nhu: flavonoid, prenylflavonoid,
coumarin, stilbene, polyphenol, va triterponid.

Tuy nhién, c4c nghién ctru d4 néu budc dau chi méi tién hanh danh gia tac
dung bao vé gan va chdng oxy hoa dbi v6i cac hop chat. Do do, nhirng danh gia cu
thé vé hoat tinh wc ché enzyme a-glucosidase, dic biét d6i v&i cac hop chat
triterpenoid van con rat han ché. Sy hién dién cua hop chét betulinic acid (172), mot
chat trc ché enzyme a-glucosidase manh cing tiém ning tng dung 16n trong san
xudt va diéu ché cac san pham chtrc ning hd tro diéu tri bénh dai thao duong [41],
trong thanh phan hoéa hoc cua vé than cdy Dau tam [37] d4 cho thiy tiém ning cua
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cac hop chét triterpenoid cé trong thanh phan hoéa hoc cua than cdy Dau tam trong
nghién ctru va phan lap cac hop chat méi so hitu hoat tinh tc ché enzyme a-
glucosidase.
1.2.3.2. Cé&c nghién ciru trong nwoc
Theo tim hiéu, dd c6 mét sé codng trinh nghién ctu vé thanh phan héa hoc
dugc thuc hién trén cdy DAu tam sinh truong va phat trién tai Viét Nam, tuy nhién
van cOn rit han ché. Mot sé cong bd ndi bat bao gdm:
> Nim 2017, nhém nghién ctru cia Vi Puc Loi da thuc hién dé tai
nghién ctru trén 14 cy dau (Morus alba L.) thu hai tai tinh Thai Nguyén va
d4 tién hanh phan lap duoc hai hop chat kaempferol 3-O-5-D-
glucopyranoside (199) va quercetin-O-a-L-rhamnopyranoside (200) [42];
> Niam 2018, ciing tir mau la cdy Dau tam thu hai tai tinh Thai Nguyén,
Trinh Trong Minh d4 tién hanh phan 1ap 3 hop chit lan lugt 1a maesopsin-
4-0-glucosid (201), leonuriside A (202) va eriodictyol (203) [43].
Cong thirc cau tao ciia mot s6 hop chat da duoc phan lap trong cac nghién ciu
vé thanh phan hoa hoc thyc hién trén cac bd phan cua cdy Dau tam M. alba L. &
trong va ngoai nude duoc tong hop va trinh bay ¢ Bang 1.2.

Bang 1.2. Mot s6 hop chit ¢d 1ap tir cac bo phan cua cdy Dau tam.

Flavon
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(134) 1b S (152) R!' = gD-Glc, R2=H

R1

OH OH
v pq\‘ ﬁl
OH OH (178) et b2
OH O (153)R = AD-Glc 8:2 ; :; ;752

R1
/

N HO OH
0] o HO\Q;:J'\\\

(189)R! =82

OH O OH O (190) (192)

/

/W/

HO

(199) (200) OH
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(34)R = OH 0
(35) R = COOCH, @

(36)R = o oH (@8 R-OH HO
“OHo OH 49)R=H OH
R! R2 R!
2 0 OHOH
(37) e OH OH o
© OH @0 hom,d  TOH
CH,COOCH,
OH - OH
3 O OH @1 0 OH
° OH 0 OH
OH o)
%OH OH
®Ho O O™ ch,oHOH
CH,OH
- OH 42) OH
OH HO 0
HOH,C OH

(144) R' = H, R> = B-D-Glc

(145) R! = H, R? = (6"-O-acetyl)-4-D-Glc
(146) R! = H, R? = @-L-Rha-(1-6)-3-D-Glc
(147)R! = f-p-Gle, R?=H

(148) R! = g-p-Glc, R? = g-D-Glc

OH O
(184) (185) (186) (149)R = B-D-Gle
Rl H OH OH (150) R = o-L-Rha-(1-6)--D-Glc

R? Glc Glc Gle(1-6)rhm

R2

OH

OH
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Triterpenoid

HO

OH

OH

Stilbene

(30)R' = Gle,R?= Gle
B R'=H,R>=Glc
(32)R'=H,R>=H

(104) R = Api
(105)R=H

OH
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Prenylated flavane

(43) R'=R?>=H, R = CH,4
(44) R! = CH3, R?>=R’=H
(45) R'=R?=Glc, R*=CH;

OH

1_ 2_
(128) R1 OMe R2 OMe (131) l1aR
(129)R'=0H R?=0OMe (132) 1b S
(130)R'=0OMe R%*=OH OH

Alkaloid

(16) R'= a-D-Gal R?*=R*=R*=H
(17) R*= a-D-Gal R'=R?=R3=H
(18) R!= @-D-Glc R*=R3=R*=H
(19) R?= @-D-Glc R!=R3=R*=H
(20) R’= a-D-Glc R!'=R’=R*=H
(21) R'= gD-Glc R?>=R3=R*=H

(12) R'=H R?’=0H R’=0H R*=H
(13) R'=CH; R?>=0OH R*=O0OH R*=H
(14) R'=H R?’=H R3=0H R*=H
(15) R'=H R?’=H R}=H R*=0H

HO H 1
N HN R (22) R’=B-D-Glc R'=R3=R*=H
R OH (23) R3=BD-Glc R!'=R?=R*=H
i He OH (24) R'= BD-Glc R'=R=R3=H
OH R
(25) R'=0H R?’=H (28) R'=OH R2=H Glc = Glucopyranosyl
(26) R'=H R?=OH (29) R'=0OH R2=OH Gal = Galactopyranosyl

(27) R'=0-B-D-Glc R*=H

(78)R' =R?=R*=R°=R%=H, R’ = OH
NR'

(79)R!'=R*=R*=R3>=R6=H, R>=0H

m (80)R'=R>=R*=R’=H,R*=R®=0OH
R® OR* .

R3 (81)R'=R>=R*=R®=H,R3=R’=0H

(82)R!'=R?*>=R3=R*=R’=R°=H
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5
CH,OR HO HO  \H HOHG 1y HOH,C
\ NR HO HO Ho% /Glc-0 NH
RO HO HO " HO H
R%0 )
OR (59) (60) (61) (62)
OH
R' R2 R3 R4 RS NH
() H H H H H HOH,C NH HOH,C NH HORC HOHC |
(53 CHb H H H H \_ Gl HO
(54 H o-Gal H H H fGle
(55) H ooGal H H H OH
(6) H H AGlc H H OH OH OH
(7 H H H pBGlc H 63) (64) (65) (66)
(8 H H H H AGlc
N—
HOH,C CH,CH,CONH, HO \H
OO~ Ho
HO u
\%\mal Q
(68) (69)
67)
Coumarin
HO HsCO % OH OH
OH (46) R = OCH3 (90) (111)R! = Ap1 RZ=H,R’*=0OH  Rpa = HO o
47)R=H (112) R! =Rha, RZ=0OH, R’ =H G
OR; OH
HO
HO HOO
(173)
Amino acid
R°0 OR* O
R2H,C” “NR! OR®

(83)R'=R?=R*=H,R*=Glc,R°=H
(84)R!'=R2=R3}=R*=R’=H
(85)R' =H,R?>=0OH,R3>=H,R*=Glc, R°=H

3 2
’ /\/\/\/\/(')i)OJ\ - A
NR1" OR*

OR? NR' OR?

(86)R!'=R?2= H,R*=Glc,R*=H

88)R'=R?=R*=R*=H
(87)R!'=R?>=R3*=R*=H (89)
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Benzofuran
OH o
OH

o <3 \
O N O GlcO 0 O

1 o
o) (e} (89) OGilc R'O OR2
(73) 0§ OH (109)R' = Gle, R = H

(110)R'=H, R?=Glc

(1549)R=H
OH O (I55)R=0H

(181) (182)
OH O R' H OH
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Phenolic
H3CO OH GlcO OH HO Os_R® (159)R!=OH, R?=H, R} = OH
o’CHz@ (160) R! = OH, R? =0H, R*=0H
(161) R! = OH, R? = OCH;, R*=OH
OCH3 (162) R! = OH, R? =0OH, R* = OCH;,4
1) (33) OH (51) R’ (163)R! = OH, R? = OH, R? = OCH,CHj;
OGlc o OH
HO
_ 0
HO 0 ? |
HO 0
OH
(l) OH OH OH
(202) (156) (166)

o
~ Y
o H -0
o . :
NH
(50)
OH (123)R=H (125)
(124) R = OAc
OH

O el
H
(165) Sumo °

1.2.4. Céac nghién ciru vé hoat tinh sinh hoc

Theo y hoc ¢6 truyén, cac bo phan cia cdy Dau tam thuong duoc sir dung dudi
dang duoc lidu trong nhiéu bai thudc diéu tri nhiéu chimg bénh khac nhau. C6 thé
ké dén nhu: Hen xuyén; Pau mat; Nhitc moi; Khd tiéu; Tiéu khong kiém soét;
Huyét 4p cao; Viém tuyén nguc,.... Trong linh vuc y sinh, khi tién hanh khao sét
cac hop chat duoc phan lap tir cdy Dau tam hoic cac cao chiét diéu ché tir cac bo
phan cuaa cay, nhiéu hoat tinh sinh hoc da dwgc ghi nhan:

> Kha ning tc ché enzyme a-glucosidase [1];

> Tac dung ha duong huyét [2, 18]; HS tro diéu tri bénh dai thdo duong [11];

> Kha ning gay doc té bao [19-21]; Khang ung thu [22];

> Khang virus [23]; Khang khuan [20, 24];
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> Chédng oxi hoa [11, 25-31]; Giam m& mau [28];
» Kich hoat dai thuc bao [32];

> Diéu hoa mién dich [33];

» Khang viém [12, 22];

> HO tro hoat dong va bao vé hé than kinh [34, 35];

> Bao vé hoat dong va chirc nang gan [25, 35];

Déi v6i tc dung diéu tri va hd tro diéu tri bénh nhan dai thdo dudng cua thanh
phan hda hoc cia cdy DAau tam, cac khao sat lién quan dd duoc tién hanh va cho
thay nhiéu két qua tiém niang. Cu thé:

» Nam 2005, trong qua trinh khao sat thanh phan héa hoc cua cao chiét
methanol diéu ché tir vo ré cdy Dau tam, Abdel Nasser B. Singab va cac
cong sy da tién hanh phan lap va thr nghiém kha ning hd tro diéu trj tiéu
duong cua thanh phan flavonoid c6 trong bd phan nay. Ap dung mé hinh
thir nghiém in vivo trén chudt dua trén qué trinh peroxy héa lipid gay méc
bénh tiéu dudng boi tac nhan streptozotocin, cac hop chat flavonoid c6
trong thanh phan ctia cao chiét da duoc chimg minh 1a c¢é tac dung tich cuc
trong phuc hoi c4c triéu chimg & bénh nhan méc bénh déi théo dudng, ciing
nhu gilp bao vé té bao tuyén tuy khoi su thodi hda [29];

> Niam 2009, trong nghién ctru vé thanh phan hoa hoc ctia ré ciy Dau tam, Mi
Zhang va cic cong su di co lap duogc 3 hop chat Moracin M (102),
Steppogenin-4'-O-4-D-glucosiade (103), va Mullberroside A (104) tir cao
chiét ethanol. Tién hanh thir nghiém in vivo trén chuét str dung tac nhan gay
tiéu duong 1a Alloxan, cac hop chat phan lap d4 duoc chirmg minh co tac
dung 1am giam chi s6 duong huyét trong méu, & liéu dung trong khoang 50-
100 mg/kg [30];

> Nam 2013, nhém nghién ciu Yihai Wang d tién hanh khao sat hoat tinh trc
ché enzyme a-glucosidase dbi véi cao chiét ethyl acetate diéu ché tur tréi
Dau tam. Két qua khao sat cho thay cao chiét tir trai Dau tam thé hién hoat
tinh tc ché véi chi sb ICso duoc ghi nhan 1a 72,01 + 4,18 mg/L, tét hon khi
so sanh v&i chat chimg duong Acarbose - ICso= 77,05 + 6,10 mg/L [36].

Nhu vay, c6 thé khang dinh, cac bo phan cua cdy Dau tam, dic biét 1a than

cdy, la nhimg doi twong nghién ctiru day tiém nang trong khao sét thanh phan hoa
hoc, nham phét hién nhitng hop chit c6 kha ning tc ché t6t enzyme a-glucosidase,
g dung trong diéu trji va hd tro diéu tri bénh nhan mic bénh dai thdo duong.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Ddi twong nghién ciru

e Doi twong nghién ciru:

Than cay Dau tam (M. alba L.) dugc thu héi tai Binh Dinh. Mau than cay Dau
tim dugc dinh danh béi TS. Luu Héng Trudng — Vién truong Vién Sinh thai hoc
mién Nam — Thanh phé H6 Chi Minh.

e Pham vi nghién ciru:

Khdo sdt thanh phan héa hoc trén cao phan doan diéu ché tir than cay Dau
tam (M. alba L.) dwgc thu hai tai Binh Pinh. Céc nghién ciru d& duoc tién hanh vé
cdy DAu tam sinh trudng va phat trién tai Viét Nam hién chi méi tap trung vao danh
gia cac mau 14 duogc thu hai tai tinh Thai Nguyén [42, 43]. Bén canh d6, dau tam
dugc xem 1a cdy trong chu luc trong phat trién va mo rong cac lang nghé trong dau
nudi tim trén dia ban tinh Binh Dinh, véi hon 40 ha Dau tim tai thon Van Khanh.
Do d6, Dau tam tai tinh Binh Dinh 12 d6i tugng nghién cau phd hop khi bat ngudn
tir khu vue ¢0 trir luong 16n, clng chat lugng duoc dam bao.

Thir nghigm va ddnh gid hoat tinh irc ché enzyme a-glucosidase ¢ cdc hop
chdt phén ldp dwec. Nghién ctru duoc thuc hién tai phong thi nghiém hop chat tu
nhién thuoc Vién Khoa hoc Co ban va Ung dung (IFAS) — Truong Pai hoc Duy
Tan, Thanh phé H6 Chi Minh.

2.2. Hoa chit va thiét bj
2.2.1. Hoa chat

Cac hoéa chat duoc str dung trong nghién ctru bao gom:

e Céc dung moi hitu co dugc dung trong cac qua trinh ly trich, sic ky cot va
sic ky 16p mong bao gém: n-hexane, chloroform, ethyl acetate, acetone,
methanol, ethanol 96 % (Trung Qudc va Viét Nam) va nudc cat;

e Thudc thir ding dé phét hién cac vét hitu co bang phuong phap sac ky ban
mong: sulfuric acid (H2S04) 10 % trong ethanol (ho ndng trén bép dién);

e Silica gel dung cho sic 1y ky cot: (1) Pha thudng, c& hat 0,04 — 0,06 mm
(240 — 430 mesh) Merck; (2) Pha dao, Rp-18 ¢& hat 0,03 — 0,05 mm; (3)
Sephadex LH-20;

e Sic ky ban mong trang san: (1) DC - Alufolien F254 (Merck) dung cho sic
1y ban mong pha thudng va (2) Rp-18 F254s (Merck) dung cho séic ky ban

mong pha dao.



25

2.2.2. Thiét bi
Céc thiét bi va dung cu duoc st dung trong nghién ctru bao gom:

e Dung cu dung dé 1i trich: erlen, dng nghiém, pipet pasteur, hu bi,...;

e Binh ¢6 quay (100, 250, 500 mL); Cdc thay tinh (250, 500, 1000 mL); Ong
dong (10, 50, 100 mL);

e Cotsic ky;

e Ong vi quan (Kapillaren) ding cho sic ky ban mong;

e Kep gap ban mong;

e Giay loc Advantec (Nhat Ban);

e Hé thdng cd quay chan khong & ap suat thap Heidolph Hei-VAP Precision
(Heildolph-Germany);

e Bép dién tir; Tu sdy (Mermmert); Tu lanh;

e Dén UV & bude song 254 - 365 nm;

e May khdi phd HR-ESI-MS (Bruker MicroOTOF-Q 10187); May cong
hudng tir hat nhan (BRUKER AVANCE) - tan s6 400-600 MHz d6i véi
ph6 'H-NMR va 100-150 MHz dbi véi pho *C-NMR

e May quang phé Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Pte., Ltd).

2.3. Phuwong phap nghién ciru
2.3.1. Thu hai, xir ly miu than cay Dau tam

Mau than cay Dau tam (M. alba L.) dugc thu héi, rira sach, 1am kho tu nhién
va dugc xay nhuyén thanh bot khd. Mau bot khd dugc bao quan tai nhiét do phong
va diéu kién kho rao, chuan bj cho cac giai doan thuc nghiém tiép theo.

2.3.2. Piéu ché cao phan doan

6 kg mau bot thu dugc tir than cay Dau tam (M. alba L.) duoc ngam trong
dung méi ethanol (10L x 3) tai nhiét d6 phong. Sau d6, tién hanh loc dung dich
ngam dé loai bo tap chat rin, ddng thoi thuc hién c¢d quay dudi ap suat thap dé loai
bo dung méi va thu duoc cao tong ethanol (DET), khéi lugng 40 g. Thuc hién sic
ky khéi luong Sephadex LH-20 trén cao DET, st dung hé dung méi giai ly
chloroform : methanol (3:7, v/v) dé thu dugc ba phan doan lan luot 1a DET1 (1,825
g), DET2 (12,402 g) va DET3 (4,380 g).

2.3.3. Quy trinh phan lap hep chat
2.3.3.1. Phwong phép sdic ky
e Sdc ky lép méng (Thin Layer Chromatography — TLC):
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Qua trinh sic ky duoc thuc hién trén mot ban mong, da duoc trang sin mot
l6p DC-Alufolien 60 F254 (Merck 1,05715) (dbi véi sac ky 16p mong pha thudng)
hodc Rp-18 F254S (Merck) (dbi véi sic ly 16p mong pha dao). Céc phan ti hiru co
s& duoc phat hién bang cach sir dung dén UV ¢ hai budc song 254 nm va 365 nm,
hoic bang cach trang déu bé mat ban sic ky bang dung dich H2SO4 10% rdi say kho
va ho nong tir tir trén bép dién cho dén khi hién mau;

e Sic ky l6p méng diéu ché:

Phuong phap sic ky nay duoc thyc hién trén ban mong tuong ty nhu phuong
phap sic ky 1op mong (TLC). Sau khi quéa trinh giai ly dwoc tién hanh, vi tri va su
phan tach cua cac phan tir hitu co s& dugc xac dinh bang dén tir ngoai hoic bang
thudc thir dung dich H2SO4 10 % twong ti nhu sac Ky 16p mong. Lép silica gel ¢ng
Vi vi tri hop chat hitu co can phan lap dugc cao sach, va sau d6 qua trinh giai hap
phu st dung dung méi thich hop duoc tién hanh dé thu dugc hop chat tinh, sach.

e Sic ky cgt (Column Chromatography — CC):

Qua trinh sic ky duoc tién hanh véi chat hap phu dwoc nhdi trong mot cot
thay tinh. Cac chat hap phu thuong duoc str dung nhu: Silica gel pha thuong (c& hat
0,040-0,063 mm; 240 — 430 mesh); Silica gel pha dao ODS; hoac Sephadex LH20.

2.3.3.2. Quy trinh phan lgp

Quy trinh phan lap duoc thuc hién dua trén tham khao cac nghién ciru da duoc
cdng bd vé khao sat thanh phan héa hoc dugc thuc hién trén cac bo phan cua than
cay Dau tam nhu: nhanh cay [2], than cay [38], va trén vo than cay [37], voi mot sb
thay d6i dé phu hop vai diéu kién thuc té. Quy trinh phan Iap cu thé nhu sau:

Tién hanh sic ky cot pha thuong trén phan doan DET1 d4 chuan bi, sir dung
hé dung méi giai ly n-hexane : ethyl acetate (4:0,2 v/v) dé thu duoc tdm phan doan
DET1.1- DET1.8. Tiép tuc thuc hién sic ky cot pha thuong trén phan doan DET1.1
(0,23 g) vai hé dung moi giai ly n-hexane : ethyl acetate (6:0,2, v/v), thu dugc nam
phan doan DET1.1.1-DET1.1.5. Phuong phép sic ky cot pha thuong sir dung hé
dung mdi giai ly n-hexane : ethyl acetate (12:0,2, v/v) duoc tién hanh trén phan
doan DET1.1.2 (70,5 mg) dé thu duoc hop chat 4 (15 mg).

Pén phan doan DET1.3 (0,35 g), phuong phap sic ky cot pha thudng sir dung
hé dung mai giai ly n-hexane : chloroform : ethyl acetate (10:0,2:0,2, v/v) duoc tién
hanh va thu dugc sau phan doan DET1.3.1-DET1.3.6. Thyc hién phuong phép sic
ky cot pha dao trén phan doan DET1.3.2 (32,2 mg), giai ly bang hé dung méi
methanol : acetone (4:1, v/v), thu dugc hop chat 6 (5,5 mg). Phan doan DET1.3.6
(78,7 mg) tiép tuc dugc thuc hién phuong phap sic ky cot pha thuong, giai ly bang
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hé dung méi n-hexane : chloroform : acetone (8:0,2:2 giot, v/v), thu duoc hop chat
5(17,4 mg).

Tiép tuc tién hanh phuong phap sic ky cot pha thuong trén phan doan DET1.6
(0,46 g), str dung hé dung mdi n-hexane : ethyl acetate : acetone (6:1:0,2, v/v), thu
duoc nam phan doan DET1.6.1-DET1.6.5. Phan doan DET1.6.4 (112,7 mg) tiép
tuc dugc &p dung phwong phap sic ky cot pha thuong va giai ly bang hé dung méi
n-hexane : chloroform : ethyl acetate : acetone (4,4:0,8:0,2:0,2, v/v) d thu duoc
hop chat 1 (20,4 mg), hop chat 2 (15,7 mg) va hop chit 3 (6,4 mg).

DET1
(1,825 g)
Séic ki et pha thirdmg
H:Ea (4:02, v/v)
v ! ' v
DETI1.1 DETL.3 DET1.6 DET
Sée ki it pha thurimg (0,23 g) ((},3[5 2) (0,46 g) 1.2,1.4,1.5,1.7, 1.8
H:Ea (6 : 0,2, v/v)
DET1.1.2 DET Sée ki et phe turd
(70,5 mg) LL1,1.1.3-1.1.5 HEaAce (6102, w4)
Séic ki cor pha thieong Séic ki cot pha thréng v v
H:Ea (12 : 0.2, viv) | H:C:Ea (10:0.2,0,2 viv) DET1.6.4 DET
: 112,7m 1.6.1-1.6.3,1.6.5
Hop chat 4 v v v (12,7 mg) &
(15 mg) DET1.3.2 DET1.3.6 DET
32,2 mg, 78,7 1.3.1,1.3.3-1.3.5 .
( mg) ( 8 + Hig) Séic ki cot pha thwong
Séic ki cot pha dao Sée ki cot pha thiremg H.C:Ea:Ace (4,4:0,8:0,2:0.2, viv)
Me:Ace (4:1, viv) H:C:Ace (8:0,2:2, v/v)
Ad
]I;_l;)jch;ll 6 II(}n];:hnl 5 ! T 1
2 mg) (17.4 mg) Hop chit 1 Hop chiit 2 Hop chit 3
(20,4 mg) (15,7 mg) (6,4 mg)

Hinh 2.1. Quy trinh phan lap cac hop chat tir than cay Dau tam (M. alba L.)

2.3.3.3. Phwong phép xac dinh cdu tric hoa hec cia cac hep chdt phan Idp

e Khéi phé (HR-ESI-MS): May HR-ESI-MS (Bruker MicroOTOF-Q 10187);

e Phd cong huong tir hat nhan — NMR (i) 1D-NMR (*H-NMR, 3C-NMR),

(i) 2D-NMR (HSQC, HMBC, COSY, NOESY): May cong huong tir hat

nhan (BRUKER AVANCE) - tan s6 400-600 MHz (ph6 *H-NMR) va 100-

125 MHz (ph6 *C-NMR) tai Trung tam phé ung dung — Vién Hoéa hoc —

Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam (Ha Noi) va Vién Kiém
nghiém Thudc Thanh ph H6 Chi Minh.

2.3.4. Thir nghiém hoat tinh wc ché enzyme a-glucosidase

e Nguyén tdic:

a-Glucosidase 1a mot enzyme duoc tiét ra tir rudt non cO vai trd chuyén hoa
phan tor duong oligosaccharide thanh c&c phan tir duong don. Qua trinh khao sat



28

hoat tinh trc ché a-glucosidase dia trén qué trinh chuyén héa pNPG (p-Nitrophenyl
[S-D-glucopyranoside) thanh a-D-glucose va p-nitrophenol (p-NP) dugc thuc hién
bai enzyme a-glucosidase. Theo dd, lugng glucose sinh ra s€ ti 1€ voi lugng p-NP.
Nhu vay, khi mot hop chit c¢6 kha niang @c ché hoat dong cua enzyme a-
glucosidase, ddng nghia véi su suy giam lrgng p-NP dugce tao thanh. Trén co so d6,
bang cach xac dinh va so sanh d6 hap thu cua p-NP & budc séng 401 nm khi cd va
khong c6 chit e ché, kha ning tc ché enzyme a-glucosidase ciia mau khao sét s&
c6 thé duoc tinh toan duya trén luong a-D-glucose sinh ra.

e Quy trinh thuc nghiém:

Quy trinh khao sat hoat tinh @c ché enzyme a-glucosidase trén cac cao phan
doan va hop chat da phan lap duoc tién hanh dya trén quy trinh cua Le T.H. et al.
[44].

Bwée 1: Hon hop gdom 50 pL pNPG (3 mM) va 50 pL dung dich a-
glucosidase (0,1 U/mL) dugc chuan bi trong dung dich dém kali phét phat 0,01 M
va dugc u ¢ nhiét do phong trong thoi gian 15 phut;

Bwdc 2: Hon hop d3 chudn bi sau d6 duoc thém vao 525 pL dung dich mau &
cac ndng do khac nhau dé tién hanh phan tmg. Mdi phan tmg duoc tién hanh & 37°C
trong vong 30 phut.

Buwde 3: 375 uL Na2COs3 0,1 M duoc thém vao dé hoan thanh phan tmg. Mat
d6 quang cua dung dich sau phan tng duoc xac dinh & budc song 401 nm, st dung
may quang phé Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Pte., Ltd);

Buéc 4: Tat ca cac miu duoc 1ap lai thi nghiém 3 lan voi céc néng do khac
nhau dé xac dinh gia tri ICso. Phan trim @c ché dugc xac dinh boi phuong trinh:

Kha nang trc ché (%) = [1 — (Amiu/Adéi chimg)] X100
Gia tri ICso ciia cac hop chat phan lap duoc so sanh véi chit ching duong

Acarbose nham danh gia kha niang tng dung trong hd tro diéu tri bénh nhan déi thao

duong.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

Pé tai nghién ciru d4 tién hanh diéu ché cao ethanol va cac cao phan doan
DET1 — 3 tir mau than cdy Dau tam (M. alba L.) dugc thu héi tai Binh Pinh. Tién
hanh cac phuong phap sic ky trén cao phan doan DET1 duoc diéu ché, 6 hop chat
triterpenoid da dwoc phan lap va xac dinh céu trdc hoa hoc dya trén cac phuwong
phap pho nghiém va so sanh véi céc tai liéu nghién ciru da duoc cong bé. Cau tric
hoa hoc ctia cac hop chat duge trinh bay nhu & Hinh 3.1.

Oleanolic acid

Morusacerane Cycloeucalenol Cycloeucalenone

Hinh 3.1. Cau trdc hoa hoc cac hop chat phan lap tir than cay Dau tam (M. alba L.).

3.1. Két qua xA4c dinh céu tric hoa hoc cac hop chit dwoce phan 1ap
3.1.1. Bién luin céu tric hoa hoc hop chat 1

Hop chat 1 (20,4 mg) duoc phan lap tir phan doan DET1 & dang chat vo dinh
hinh mau trang.

Dir liéu pho (Phu luc):

% Ph6 'H-NMR, 3C-NMR (do trong DMSO-ds, Phu luc 1, 2, 3, 4).

Bién luan cau trdc:

Phan tich dit liéu phé *H-NMR (DMSO-ds) cua hop chét 1 cho thay sy hién
dién cua cac tin hiéu proton én (ppm): 12,05 (1H, s, 28-COOH), 4,68 (1H, d, J =
2,8 Hz, H-29b), 4,56 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-29), 4,26 (1H, d, 5,2 Hz, 3-OH), 1,64
(3H, br s, H-30), 0,93 (3H, s, H-27), 0,87 (3H, s, H-23), 0,86 (3H, s, H-25), 0,76
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(3H, s, H-26), 0,65 (3H, s, H-24). Trong d6, ndi bat 1a sau tin hiéu proton nhém
methyl lan luot tai 5w (ppm): 1,64, 0,93, 0,87, 0,86, 0,76, 0,65, hai tin hiéu proton
methine khéng no lan luot tai 84 (ppm): 4,68 va 4,56. Bén canh d6, mot loat cac tin
hiéu proton phan b tai viing tir truong cao duoc xac dinh véi do dich chuyén trong
khoang tir 1,80 — 1,20 ppm.

Tiép tuc phan tich dit liéu phd 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) cua hop chét 1
cho thdy sy hién dién cua 30 tin hiéu carbon. Trong d6, cac tin hiéu ndi bat bao
gom: mat tin hiéu carbon carboxyl tai 8¢ (ppm): 177,7 (C-28); mét tin hiéu carbon
oxymethine tai 3¢ (ppm): 78,6 (C-3), dac biét 1a hai tin hiéu carbon olefine 1an luot
tai 8¢ (ppm): 150,8 (C-20) va 110,1 (C-29): va sau tin hiéu carbon nhém methy! lan
luot tai 8¢ (ppm): 28,6 (C-23), 19,4 (C-30), 16,4 (C-26), 16,3 (C-25), 16,2 (C-24) va
14,9 (C-27). Nhu vay c6 thé khang dinh hop chat 1 1a mot hop chat triterpenoid
thuoc khung lupane vai su hién dién caa mot nhom chiec hydroxyl (-OH) va mot
nhém chuc carboxyl (-COOH) trong cau tric. So sénh cac dit liéu pho thu duoc cua
hop chat 1 vé6i dit liéu phd dd dugce cong bd cua hop chét betulinic acid [45] (Bang
3.1) cho thdy nhiéu su tuong dong. Tir d6, hop chit 1 dugc xac dinh 1a betulinic
acid (Hinh 3.2).

Betulinic acid

Hinh 3.2. Ciu tric hda hoc cua hop chit 1.

Bang 3.1. So sanh dit liéu phé cua hop chit 1 va hop chit betulinic acid.

NG Hop chat 1 Betulinic acid [45]
' ov® (ppm), J (Hz) — oc® (ppm)  on (ppm), J (Hz) oc® (ppm)
1 39,0 38,9
2 27,6 27,6
3 2,97 (m) 77,3 2,97 (m) 77,2
4 38,7 38,7
5 55,4 55,3
6 18,4 18,4
7 36,8 36,8
8 40,7 40,9
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9 50,4 50.4
10 37.2 372
11 20,9 20,9
12 25,6 255
13 38.1 38.0
14 425 42,4
15 30,6 30,6
16 34.4 34.4
17 5.9 5.8
18 471 470
19 2,91 (m) 49,0 2,90 (m) 48.9
20 150,8 150,8
21 20,6 20,6
22 38.8 38.9
23 0,87 (s) 28.6 0,88 (5) 28,5
24 0,65 (s) 16.2 0,69 (s) 14.8
25 0.86 (s) 16.3 0.88 (s) 16.2
26 0.76 (s) 16.4 0.75 (s) 16.4
27 0.93 (s) 14.9 0.95 (s) 14.4
28 - 177.7 - 1777

4,68 (d, 2.8) 4,70 (d, 2,3)
29 4,56 (d, 2.8) 110.1 4,58 (d, 2.3) 110,0
30 1,64 (brs) 19,4 1,63 (brs) 19,6
3-0H 426 (d, 52 Hz)
28-
COOH 12,05 (s)

2 Ph$ duoc do trong dung mdi DMSO-ds, tin sé may 400 MHz — 100 MHz

3.1.2. Bién luan cau truc héa hoc hop chat 2

Hop chat 2 (15,7 mg) duoc phan lap tir phan doan DET1 & dang chat vo dinh
hinh mau trang.

Dir liéu phd (Phu luc):

% Pho 'H-NMR, 3C-NMR (do trong DMSO-ds, Phu luc 5, 6, 7).

Bién luan cau trac:

Phan tich dix liéu pho 'H-NMR (DMSO-ds) cua hop chéat 2 cho thay sy hién
dién cua céac tin hiéu proton néi bat bao gdm: mét tin hiéu proton olefin tai &4
(ppm): 5,13 (1H, t, J = 3,6 Hz, H-12); mot tin hiéu proton nhom hydroxyl tai 6w
(ppm): 4,28 (1H, d, J = 5,4 Hz, 3-OH); mét tin hiéu proton oxymethine tai on
(ppm): 3,00 (1H, m, H-3); nam tin hiéu proton nhdm methyl lién két voi carbon ta
cap lan luot tai 8n (ppm): 1,04 (3H, s, H-23), 0,91 (6H, s, H-26, H-27), 0,89 (3H, s,
H-24); 0,75 (3H, s, H-25); hai tin hiéu proton nhém methyl lién két véi carbon
methine no lan luot tai 84 (ppm): 0,84 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-30), 0,81 (3H, d, J =
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6,0 Hz, H-29); va cac tin hiéu proton phan bé tai ving tir truong cao véi do dich
chuyén phan bé trong khoang tir 1,80 — 1,20 ppm.

Tién hanh phan tich di liéu pho 3C-NMR cua hop chat 2 gitp xac nhan ciu
trdc cua hop chat véi 30 tin hiéu carbon. Trong d6, dang luu y nhét 1a su hién dién
cua mot tin hi¢u carbon carboxyl tai dc (ppm): 178,3 (C-28); mét tin hiéu carbon
methine olefin tai 8c (ppm): 124,6 (C-12); mét tin hiéu carbon olefin tir cap tai 8c
(ppm): 138,2 (C-13); mat tin hiéu carbon oxymethine tai 6c (ppm): 76,9 (C-3); nam
tin hiéu carbon methyl lién két véi carbon ti cap lan luot tai dc (ppm): 28,3 (C-23),
22,9 (C-27), 16,1 (C-24), 16,1 (C-26), 15,2 (C-25); va dac biét l1a hai tin hiéu carbon
methyl lién két voi carbon methine no lan luot tai 8¢ (ppm): 21,1 (C-30) va 16,9 (C-
29).

Két hop cac dir liéu da phan tich, c6 thé khang dinh, hop chat 2 1a mét hop
chét triterpenoid thuoc khung ursane, s¢ hitu mot nhém chuac hydroxyl (-OH), mot
nhém chic carboxyl (-COOH) va mdt nhém chie olefin (-CH=C-) trong cu tric.
Tién hanh so sanh dit liéu phd cua hop chat 2 véi dir liéu phd dd duoc bao céo cua
hop chat ursolic acid [46] cho thdy nhiéu su twong ddng (Bang 3.2). Tir d6, hop
chét 2 dugc xac dinh 12 ursolic acid (Hinh 3.3).

Ursolic acid

Hinh 3.3 Céu tric hoa hoc cua hop chat 2.

Bang 3.2. So sanh dir liéu pho cua hop chét 2 va hop chat ursolic acid.

No Hop chit 2 Ursolic acid [46]
o (ppm), J (Hz)  dc® (ppm) on’ (ppm), J (Hz) oc” (ppm)
1 38,3 38,1
2 27,0 26,9
3 3,00 (m) 76,9 3,04 (dd, 4,8, 10,8) 76,8
4 38,5 36,5
5 54,8 54,7
6 18,1 17,8
7 32,7 32,6
8 38,4 38,7
9 46,9 46,7
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10 36,3 36,4
11 23,3 22,7
12 5,13 (t, 3,6 Hz) 124.6 5.17 (t, 3,5 Hz) 124,5
13 138,2 137,9
14 41,7 41,5
15 27,6 27,4
16 23,8 23,7
17 47,0 46,9
18 52,4 52,2
19 38,4 38,4
20 38,3 38,2
21 30,7 30,1
22 36,6 36,2
23 1,04 (s) 28,3 1,07 (s) 28,1
24 0,89 (s) 16,1 0,90 (s) 15,1
25 0,75 (s) 15,2 0,72 (s) 15,8
26 0,91 (s) 16,1 0,94 (s) 16,8
27 0,91 (s) 22,9 0,94 (s) 23,1
28 - 178,3 - 178,3
29 0,81 (d, 6,0) 16,9 0,77 (d, 6,9) 16,7
30 0,84 (d, 6,6) 21,1 0,84 (d, 6,4) 20,9

3-OH  4,28(d, 5,4 Hz)

2 Phd duoc do trong dung méi DMSO-ds, tin s& may 600 MHz — 150 MHz
b Phé duge do trong hé dung moi CDCls + DMSO-ds, tin s& may 300 MHz — 75 MHz

3.1.3. Bién luén céu tric hoa hoc hop chat 3

Hop chat 3 (6,4 mg) dugc phan Iap tir phan doan DET1 ¢ dang chat vo dinh
hinh mau trang.

Dir liéu phé (Phu luc):

% Pho 'H-NMR, 3 C-NMR (do trong CDCls, Phu luc 8, 9, 10).

Bién luan cau truc:

Tién hanh phan tich dix liéu pho *H-NMR caa hop chat 3 cho thay sy hién dién
cua céc tin hiéu proton dang chi y bao gdm: mét tin hiéu proton olefin tai 5w (ppm):
5,29 (1H, m, H-12); mot tin hiéu proton oxymethine tai 61 (ppm): 3,22 (1H, d, J =
4,2, 11,4 Hz, H-3); mot tin hiéu proton methine no tai 64 (ppm): 2,83 (1H, dd, J =
4,2, 9,0, H-18): bay tin hiéu proton nhém methy! lién két véi carbon t& cap lan luot
tai 61 (ppm): 1,14 (3H, s, H-23), 0,99 (3H, s, H-27), 0,97 (3H, s, H-26), 0,93 (3H, s,
H-24); 0,91 (3H, s, H-29), 0,78 (3H, s, H-30), 0,77 (3H, s, H-25); va méot loat cac
tin hiéu proton phan b tai ving tir trudng cao duwoc xac dinh véi do dich chuyén
dao dong trong khoang tir 2,30 — 1,20 ppm.
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Tiép tuc phan tich dit liéu phd *C-NMR cua hop chat 3 gilp xéac nhan ciu tric
cua hop chit vai 30 tin hiéu carbon. Pang luu y 1a su hién dién cia mét tin hiéu
carbon nhém carboxyl tai 6c (ppm): 181,9 (C-28); mot tin higu carbon methine
olefin tai 8¢ (ppm): 122,8 (C-12): mét tin hiéu carbon olefin t&r cip tai 8¢ (ppm):
143,7 (C-13); mét tin hiéu carbon oxymethine tai ¢ (ppm): 79,2 (C-3); va bay tin
hiéu carbon methyl lién két véi carbon tir cap lan luot tai 8¢ (ppm): 33,2 (C-29),
28,3 (C-23), 26,1 (C-27), 23,7 (C-30), 17,1 (C-26), 15,7 (C-24), 15,5 (C-25).

So sanh dit liéu phd giira hop chat 2 (ursolic acid) va hop chat 3 (Bang 3.3)
nhan thay c6 su twong dong. Piém khac biét 16n nhat nam & viéc thiéu vang cac tin
higu methyl mii doi tai 5 (ppm): 0,84 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-30), 0,81 (3H, d, J =
6,0 Hz, H-29) va 8¢ (ppm): 21,1 (C-30), 16,9 (C-29) duoc ghi nhan & hop chat 2,
thay vao dd la sy xuat hién cua cac tin hiéu methyl singlet 1an luot tai 8n (ppm):
0,91 (3H, s, H-29), 0,78 (3H, s, H-30) va 8¢ (ppm): 33,2 (C-29), 23,7 (C-30) & hop
chat 3. Tur dd, gitp nhan dinh hop chat 3 thuoc khung suong oleanane thay vi
ursane nhu hop chat 2. Tiép tuc so sanh dix liéu phd cua hop chat 3 vai cac dir liéu
phd da dugc bao cdo cua hop chat oleanolic acid [47] cho thay nhiéu sy twong dong
(Bang 3.3). Nhu vay, hop chat 3 dugc xac dinh 12 oleanolic acid (Hinh 3.4).

Oleanolic acid

Hinh 3.4. Cau trlc hda hoc cta hop chat 3.

Bang 3.3. So sanh dix liéu phd cua hop chat 3, hop chat 2 va hop chat oleanolic acid.

Hop chat 3 Hop chat 2 Oleanolic acid [47]

No.  on? (ppm) o0c? on° (ppm) ocP o1 (ppm) oct
J (H2) (ppm) J (H2) (ppm) J (H2) (ppm)

1 38,6 38,3 38,4
2 27,8 27,0 27,2

3,22 3,23

3 ddana1a 192 3,00 (m) 69 (44 a5 105 794
4 38,9 38,5 38,7
5 55,4 54.8 55,2
6 18,5 18,1 18,3
7 32,6 32,7 32,6
8 39,5 38,4 39,3
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9 4738 469 476
10 37.2 36,3 370
11 22,8 233 23.0
12 520(m) 1228 513(t36Hz) 1246  528(m) 1226
13 1437 138.2 143 6
14 418 417 41,6
15 273 276 277
16 236 23.8 23.4
17 46,6 470 465
283 2,82
18 (dd 4290 3 524 (dd, 44,98 MO
19 161 38,4 459
20 30,8 383 30,6
21 33.9 30.7 33.8
22 321 36.6 32.4
23 114(s) 283 1,04 (s) 28.3 113(s) 281
24 093(s) 157 0.89 (5) 16,1 093(s) 156
25  077(s) 155 0.75 (s) 15,2 075(s) 153
26 097(s) 171 0.91 (s) 16,1 096(s) 169
27 099(s) 261 0.91 (s) 22,9 099(s) 260
28 181.9 - 1783 179.9
20 091(s) 332 081(d60) 169 092(s) 331
30 078(s) 237 084(d66) 211 077(s) 236

2Ph duoc do trong dung méi CDCls, tin s6 may 600 MHz — 150 MHz
b Phé dugc do trong dung moi DMSO-de, tan sé may 600 MHz — 150 MHz
¢ Phé duoc do trong dung mdi CDCls, tn s6 may 400 MHz — 100 MHz

3.1.4. Bién luan cau trdc héa hec hop chat 4

Hop chit 4 (15 mg) duoc phan lap tir phan doan DET1 & dang chat vo dinh
hinh mau trang.

Dir liéu pho (Phu luc):

% Pho HR-ESI-MS (Phu luc 11);

% Ph6 'H-NMR, 3C-NMR (do trong CDCls, Phu luc 12, 13, 14, 15);

% Pho HSQC, HMBC (do trong CDCls, Phu luc 16, 17, 18, 19);

% Pho NOESY (do trong CDCls, Phu luc 20).

Bién luan cau tric:

Tir dir liéu phd HR-ESI-MS duogc do & ché d6 do duong (positive ion mode),
cong thirc phan tir ctia hop chat 4 dugc Xac dinh 13 CasHs204, suy ra tir mii ion gia
phan tir tai m/z 513,3942 (rng vai gia tri 513,3944 cua CasHs204 + HY).

Phan tich két hop cac dir liéu phd *H-NMR va HSQC cua hop chat 4 cho thay

sy hién dién caa mot sb tin hiéu quan trong bao gém mot tin hiéu proton
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oxymethine tai dn (ppm): 4,51 (1H, dd, J = 5,4, 9,0 Hz, H-3); mot tin hiéu proton
methine olefin tai dn (ppm): 5,13 (1H, m, H-12); mot tin hiéu proton nhdm methoxy
tai on (ppm): 3,66 (3H, s, H-31); tam tin hiéu proton ciia cac nhdm methyl lién két
Véi carbon tir cap 1an luot tai 3n (ppm): 2,05 (3H, s, H-33), 1,07 (3H, s, H-27), 1,01
(3H, s, H-26), 0,98 (3H, s, H-25), 0,88 (3H, s, H-24), 0,87 (3H, s, H-23), 0,86 (3H,
s, H-28), 0,80 (3H, s, H-29): va mot loat céc tin hiéu proton phan bé tai ving tir
trudng cao voi do dich chuyén dao dong trong khoang tir 2,30 — 1,20 ppm.

Tiép tuc tién hanh phan tich dong thoi céac dir licu pho C-NMR va HSQC
gilp xac dinh dugc hop chit 4 ¢6 ciu tric bao gom 33 carbon. Trong d6 bao gom,
hai tin hiéu carbon carbonyl lan luot tai 8¢ (ppm): 175,7 (C-30) va 171,2 (C-32);
mot tin hiéu carbon olefine t& cap tai Sc (ppm): 139,8 (C-13); mét tin higu carbon
methine olefin tai 8¢ (ppm): 124,5 (C-12); mot tin hiéu carbon oxymethine tai 8¢
(ppm): 81,1 (C-3); mot tin hiéu carbon methoxy lién két véi carbon carbonyl Sc
(ppm): 51,6 (C-31); muoi tin hiéu carbon methylene no lan lugt tai 8¢ (ppm): 42,3
(C-21), 37,0 (C-1), 33,1 (C-7), 32,1 (C-19), 26,8 (C-15), 23,8 (C-2), 23,5 (C-11),
21,4 (C-16), 18,4 (C-20), 17,7 (C-6); ba tin hiéu carbon methine no lan luot tai 8¢
(ppm): 59,3 (C-17), 55,5 (C-5), 47,8 (C-9); nam tin hiéu carbon t cip no lan luot
tai 5c (ppm): 49,5 (C-18), 41,7 (C-14), 39,7 (C-8), 38,7 (C-4), 37,9 (C-10), 33,9 (C-
22); va tam tin hiéu carbon methyl lan luot tai 8¢ (ppm): 28,9 (C-29), 28,3 (C-23),
28,2 (C-28), 23,4 (C-27), 21,5 (C-33), 17,0 (C-26), 15,9 (C-25), 14,3 (C-24). Tu cac
dir liéu da néu, két hop Vvéi cac dir liéu phd HMBC, c6 thé két luan hop chat 4 c6
c4u trdc cua mot hop chét triterpenoid V&i sy xudt hién cua mot nhdm chic acetoxy
tai vi tri C-3 dugc chirng minh dya trén cac tuong quan gitra H-3 (dn 4,51, dd, J =
5,4, 9,0 Hz) va C-32 (8¢ 171,2), va gitra CH3-33 (8n 2,05, s) va C-32 (8¢ 171,2); va
mot nhom chire methoxycabonyl (CH3OCO) tai vi tri chua dugc xac dinh, dua trén
tuong quan gitra H-31 (6w 3,66, s) va C-30 (d¢c 175,7).

Tién hanh so sanh cac dir liéu pho da néu cia hop chat 4 véi cac hop chét
triterpenoid thudc cac khung lupane (hop chat 1), khung ursane (hop chit 2) va
khung oleanane (hop chét 3) (Bang 3.4 — Bang 3.5), cho thay cau trlic cia hop chat
4 c6 nhiéu diém twong dong tai cac vong A, B, C va D. Diém khac biét 16n nhat

nam tai vong E voi sy xuat hién cua tin hiéu carbon dic trung tai 8¢ (ppm): 59,3 (C-
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17), khéc biét rat nhidu so voi gi tri twong tng cua cac hop chit 1, 2, 3 va (35)
Methyl-3-acetoxy-olean-11-en-28-oate [48] lan luot tai 8¢ (ppm): 55,9, 47,0, 46,6,
46.7, voi sy ¢ mit caa nhdm chire carbonyl tai vi tri C-17 trong ciu tric (Bang 3.4
— Bang 3.5). Tur d6, vi trf cua nhém chac methoxycabonyl (CH:OCO) trong céu
tric ciia hop chat 4 duoc xac dinh tai C-18 (Jc 49,5) thay vi C-17 cua cc hop chét
1, 2 va 3. Bén canh do, dit liéu phd 'H-NMR cua hop chat 4 van cho thiy sy hién
dién cua hai tin hiéu proton methyl singlet tai H-28 (61 0,86, s) va H-29 (610,80, s).
Tir d6, nhan dinh rang so voi ¢ hop chat (38) Methyl-3-acetoxy-olean-11-en-28-
oate [48], vi tri gdn nhom thé methyl CH3-28 va CH3-29 tai vong E cta hop chét 4
c6 su thay doi, cu thé 1a ¢ vi tri C-22. Nhan dinh ndy cang duoc khang dinh dya trén
cac twong quan HMBC cua hop chét 4 (Hinh 3.6), giita H-28 va C-29 (8¢ 28,9) va
gitta H-29 véi C-17 (8¢ 59,3), C-21 (8¢ 42,3), C-22 (8¢ 33,9). Tu nhitng dir li¢u da
néu, két hop véi so sanh dix liéu phé cua hop chit 25-methyltetrahymanol (Bang 3.4
— Bang 3.5) mot hop chat triterpenoid dic trung thudc khung Gammacerane [49],
ciu tric cta hop chat 4 dugc xé4c dinh thudoc khung Gammacerane. Day 1a mot
khung chét triterpenoid thuong cé trong thanh phan cua cac cdy thudc ho Thdng
(Pinaceae), dugc dic trung bai su cd mit cia hai nhdm methyl lién két tai C-22
[50]. Tiép tuc phan tich dit liéu phd HMBC cua hop chat 4 (Hinh 3.6), cu thé 1a cac
tuong quan gitta H-12 (3w 5,13, m) va C-18 (dc 49,5), C-9 (6¢c 47,8), C-14 (6¢c 41,7),
va gitra CHs-27 (6n 1,07, s) va C-13 (8¢ 139,8) gilp xac dinh vi tri cia nhdm chic
olefine -CH=C- tai vi tri C-12 — C-13. Phan tich dit liéu phé NOESY cuia hop chat 4
cho thiy c4c tuong quan giita H-3 va H-23 (51 0,87, s), H-28 (5w 0,86, s), H-31 (5w
3,66, s); gitra H-27 (61 1,07, s) va H-23, H-28; gitra H-29 (61 0,80, s) va H-26 (on
1,01, s); gitra H-25 (51 0,98, s) va H-29 véi H-24 (814 0,88, s). Nhu vay céu tric lap
thé cta hop chat 4 duoc dé nghi nhu & Hinh 3.5. Hop chat 4 duoc dat tén Ia

Morusacerane, day la hop chat triterpenoid méi lan dau tién duoc bao céo.
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Methyl 3-acetoxy-olean-11-en-28-oate 4 - Morusacerane 2 8-Methyltetrahymanol

Hinh 3.5. C4u tric héa hoc ctia cac hop chat 1, 2, 3, Methyl-3-acetoxy-olean-11-en-
28-oate, 25-Methyltetrahymanol va hop chat 4.

Bang 3.4. So sanh dix liéu phd 'H-NMR cua hop chét 4, hop chat 1, hop chét 2, hop chét 3,
Methyl-3-acetoxy-olean-11-en-28-oate va 2-Methyltetrahymanol.

Methyl-3- 2[-
Hop chit Hopchat Hopchat Hopchit acetoxy-olean-  Methyltetrahy
No. 42 1P 2¢ 3d 11-en-28-oate® manol’
[48] [49]
ox (ppm), J (Hz)
1
2
S d§:551,4' 2,97 3,00 (d3:242,2, 4,49
3.0) (m) (m) 14 (@7189
4
5
6
7
8
9 151
(dd, 3,8, 10,9)
10
11

12 513 (m) 5,13 5,29 (m) 5,28
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(t, 3.6 Hz) (dd, 3,5, 3.5)
13
14
15
1,97
16 (ddd, 3.8, 5.6,
14,3)
17
283
’ 286
18 (dd, 4,2, ’
00y (41,189
1,70
19 2,91 (m) (dd, 13.8, 4,5)
20
1,34
’ 3,18
21 (ddd, 14,7, 10,5, ’
oo (dd, 5,1, 11,2)
22
23 087(s) 087(s) 104(s)  114(s) 0,86 (s) 0,88 (s)
24 088(s) 065(s) 089(s)  093(s) 0.85 (s) 0.83 (s)
25 0,98 (s) 0,86 (s) 0,75 (s) 0,77 (s) 0,92 (s) 0,89 (s)
26 1,01 (s) 0,76 (s) 0,91 (s) 0,97 (s) 0,72 (s) 0,94 (s)
27 1,07 (s) 0,93 (s) 0,91 (s) 0,99 (s) 1,12 (s) 0.94 (s)
28 0,86 (s) - - 0.90 (s) 0,81 (s)
4,68
29 0,80 (s) (déi’ég‘) ( do’,g’lo) 0,91 (s) 0,93 (s) 0,75 (s)
(d, 2.8)
30 i 1’6;‘)(” ( do’,g’46) 0,78 (s) i 0,95 (s)
31 3,66() : - : 3,62 (s) 0,82 (s)
32 - : : : -
33 2,05(s) : : : 2,04 (s)

2Ph$ duoc do trong dung mdi CDCls, tin s6 may 600 MHz
b Phé dugc do trong dung moi DMSO-de, tan s6 may 400 MHz
¢ Phé duge do trong dung mdi DMSO-ds, tan sb may 600 MHz
dPhé duge do trong dung méi CDCls, tin sé may 600 MHz
¢ Pho duge do trong dung mdi CDCls, tan s6 may 400 MHz

fPh6 duoc do trong dung méi CDCls, tan s6 may 400 MHz
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Bang 3.5. So sanh dit liéu phd 3C-NMR cua hop chit 4, hop chit 1, hop chit 2, hop chat
3, Methyl-3-acetoxy-olean-11-en-28-oate va 2-Methyltetrahymanol.

Methyl-3- 25-

Hop chat  Hop chat  Hop chat  Hop chat acetoxy-olean-11- Methyltetrah

a b c d
No. 4 1 2 3 en-28-oate® [48] ymanolf [49]
Jc® (ppm)

1 37,0 39,0 38,3 38,6 38,1 49,7
2 23,8 27,6 27,0 27,8 23,5 24.8
3 81,1 77,3 76,9 79,2 80,9 45,2
4 38,7 38,7 38,5 38,9 41,6 46,5
5 55,5 55,4 54,8 55,4 55,3 49,7
6 17,7 18,4 18,1 18,5 18,2 32,4
7 33,1 36,8 32,7 32,6 32,6 19,9
8 39,7 40,7 38,4 39,5 41,2 41,8
9 47,8 50,4 46,9 47,8 47,6 50,9
10 37,9 37,2 36,3 37,2 36,9 37,8
11 23,5 20,9 23,3 22,8 23,1 22,1
12 1245 25,6 124,6 122,8 122,2 21,5
13 139,8 38,1 138,2 143,7 143,8 50,7
14 41,7 42,5 41,7 41,8 37,7 42,0
15 26,8 30,6 27,6 27,3 27,6 33,2
16 21,4 34,4 23,8 23,6 23,4 18,4
17 59,3 55,9 47,0 46,6 46,7 55,2
18 49,5 47,1 52,4 41,3 41,3 37,1
19 32,1 49,0 38,4 46,1 45,8 38,8
20 18,4 150,8 38,3 30,8 30,7 27,4
21 42,3 29,6 30,7 33,9 33,4 79,0
22 33,9 38,8 36,6 32,1 32,4 38,9
23 28,3 28,6 28,3 28,3 28,0 31,1
24 14,3 16,2 16,1 15,7 16,7 26,1
25 15,9 16,3 15,2 15,5 15,3 21,8
26 17,0 16,4 16,1 17,1 16,8 16,0
27 23,4 14,9 22,9 26,1 25,9 16,5
28 28,2 177,7 178,3 181,9 33,1 16,1
29 28,9 110,1 16,9 33,2 23,6 154
30 175,7 19,4 21,1 23,7 178,3 28,0
31 51,6 - - - 51,5 23,2
32 171,2 - - - 170,9

33 21,5 - - - 21,2

2Ph$ duoc do trong dung mdi CDCls, tin s6 may 150 MHz
b Ph$ dugc do trong dung moi DMSO-ds, tin s6 may 100 MHz
°Phé duoc do trong dung mdi DMSO-ds, tan s6 may 150 MHz
d Ph$ duoc do trong dung méi CDCls, tan s6 may 150 MHz
¢Phd duoc do trong dung moi CDCls, tan s6 may 125 MHz
*Phé dugc do trong dung moi CDCls, tan sé may 100 MHz
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Hinh 3.6. Cau trac hoa hoc va twong quan HMBC/NOESY cua hop chit 4.

3.1.5. Bién luin céu tric hoa hoc hop chat 5

Hop chat 5 (5,5 mg) duoc phan Iap tir phan doan DET1 ¢ dang chat vé dinh
hinh mau vang.

Dix liéu phé (Phu luc):

% Pho 'H-NMR, 3 C-NMR (do trong CDCls, Phu luc 21, 22, 23, 24).

Bién luan cau tric:

Tién hanh phan tich dit liéu phd *H-NMR cua hop chat 5 cho thay sy hién dién
cua cac tin hiéu proton dang chd y bao gom: hai tin hiéu proton olefin tai 34 (ppm):
4,72 (1H, br s, H-28a) va 4,66 (1H, br d, J = 1,2 Hz, H-28b); mot tin hiéu proton
oxymethine tai on (ppm): 3,21 (1H, ddd, J = 4,8, 9,0, 10,8 Hz, H-3); bay tin hiéu
proton methylene no lan luot tai 3u (ppm): 2,23 (1H, septet, J = 7,2 Hz, H-25), 2,13
(1H, ddd, J = 4,8, 12,0, 15,6 Hz, H-23a), 1,89 (1H, ddd, J = 5,4, 12,0, 15,6 Hz, H-
23b), 1,58 (1H, m, H-22a), 1,13 (1H, m, H-22b), 0,39 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-19a),
0,14 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-19b); hai tin hiéu proton methyl lién két voi carbon ti
cap lan luot tai n (ppm): 0,97 (3H, s, H-18), 0,89 (3H, s, H-30); bén tin hiéu proton
methyl lién két véi carbon methine Ian luot tai 84 (ppm): 1,03 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-
27), 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-26); 0,98 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-29), 0,90 (3H, d, J =
6,0 Hz, H-21). Bén canh dd, 1a mot loat cac tin hiéu proton phan bé tai ving tir
truong cao dugc xac dinh véi do dich chuyén phan bé trong khoang tir 2,0 — 0,5
ppm.

Tiép tuc, phan tich dit liéu phd 1*C-NMR cua hop chét 5 cho thiy sy hién dién
cua 30 tin hiéu carbon trong cau tric cua hop chat. Trong do, ndi bat Ia sy ¢6 mit
cua mot tin hiéu carbon olefin tur cap tai dc (ppm): 157,1 (C-24); mat tin hiéu
carbon olefin methylene tai oc (ppm): 106,1 (C-28); mot tin hiéu carbon
oxymethine tai 8¢ (ppm): 76,8 (C-3); va séu tin hiéu carbon methyl lan luot tai ¢
(ppm): 22,2 (C-26); 22,0 (C-27); 19,3 (C-30); 18,5 (C-21); 17,9 (C-18); 14,5 (C-
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29). Tur c4c dir lidu dd néu, c6 thé du doan hop chat 5 c6 cau trdc thuoc khung
cycloartane triterpenoid, dua trén su xuit hién céac tin hiéu dic trung cta vong
cyclopropane [51] lan luot tai 84 (ppm): 0,39 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-19a), 0,14 (1H,
d, J = 4,2 Hz, H-19Db), &c (ppm): 27,4 (C-19); ctia nhom chuc olefine -C=CH tai vi
tri C-24 — C-28 IAn luot tai 5n (ppm): 4,72 (1H, br s, H-28a), 4,66 (1H, br d, J = 1,2
Hz, H-28b) va dc (ppm): 157,1 (C-24), 106,1 (C-28); cua cac nhom methyl trong
cau tric cua hop chat bao gdm hai tin hiéu methyl singlet 1an luot tai dn (ppm): 0,97
(3H, s, H-18), 0,89 (3H, s, H-30) va bdn tin hiéu methyl mai d6i du (ppm): 1,03
(3H, d, J = 6,6 Hz, H-27), 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-26); 0,98 (3H, d, J = 6,6 Hz,
H-29), 0,90 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21). Khi so sanh dit liéu pho cua hgp chat 5 voi
cac dir liéu pho da dugc bao cao cua hop chat cycloeucalenol [52] cho thay nhiéu su
tuong déng (Bang 3.6). Nhu vay, hop chat 5 duoc xéac dinh 1a cycloeucalenol (Hinh
3.7). Day la lan dau tién hop chat cycloeucalenol dugc b4o céo phan lap tir than cay
Dau tam (M. alba L.)

29 Cycloeucalenol

Hinh 3.7. Cau trdc hda hoc cua hop chit 5.

Bang 3.6. So sanh dir liéu pho ciia hop chat 5 va hop chat cycloeucalenol.

No Hop chat 5 Cycloeucalenol [52]
' on® (ppm), J (Hz) dc® (ppm) on® (ppm), J (Hz) ac” (ppm)
1 30,9 30,9
2 35,0 34,9
3 3,21 (ddd, 4,8, 9, 10,8) 76,8 3,21 (ddd, 4,5, 9, 10,5) 76,6
4 44 8 447
5 43,5 43,4
6 24.8 24,7
7 25,3 25,2
8 470 46,9
9 23,7 23,6
10 29,7 29,7
11 27,1 27,1
12 33,1 33,0

13 45,5 45,5
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14 49,1 49,0
15 35,5 35,4
16 28,3 28,2
17 52,4 52,3
18 0,97 (s) 17,9 0,97 (s) 17,8
0,39 (d, 4,2) 0,39 (br d, 4,0)
19 0.14 (d, 4.2) 20,4 0,14 (d, 4,0) 27,3
20 36,3 36,2
21 0,90 (d, 6,0) 18,5 0,90 (d, 6,5) 18,4
1,58
1,58 (m) (dddd, 3,5, 6,0, 11,5, 13,0)
22 113 (m) 35,2 114 35,1
(dddd, 5,0, 9,0, 11,5, 13,0)
2,13 2,13
(ddd, 4,8, 12,0, 15,6) (ddd, 5,0, 11,5, 15,0)
23 189 31,5 189 31,4
(ddd, 5,4, 12,0, 15,6) (ddd, 5,5, 11,5, 14,5)
24 157,1 156,9
25 2,23 (septet, 7,2) 34,0 2,23 (septet, 7,0) 33,9
26 1,02 (d, 6,6) 22,2 1,02 (d, 7,0) 22,1
27 1,03 (d, 6,6) 22,0 1,03 (d, 6,7) 21,9
28 4,72 (brs)-4,66 (brd,1,2)  106,1 4,71 (brs) - 4,66 (br d, 1,0) 106,1
29 0,98 (d, 6,6) 14,5 0,98 (d, 7,0) 14,5
30 0,89 (s) 19,3 0,89 (s) 19,1

2Pho dugc do trong dung moi CDCls, tan s6 may 600 MHz — 150 MHz
b Phé duoc do trong dung méi CDCls, tin s6 may 400MHz — 100 MHz

3.1.6. Bién luén céu tric hoa hoc hop chit 6
Hop chat 6 (17,4 mg) duoc phan lap tir phan doan DET1 & dang chat vo dinh
hinh mau trang.

Dir ligu pho (Phu luc):

2 Phé IH-NMR, 3C-NMR (do trong CDCl, Phu luc 25, 26, 27, 28).

Bién luan cau trdc:

Phan tich dir liéu phd H-NMR va 3C-NMR cua hop chat 6, dong thoi so séanh
Vi cac dit lieu pho caa hop chat 5 (Bang 3.7) gitp khang dinh day 1a mot hop chat
cycloartane triterpenoid c6 cau tric twong ty. Diém khac biét duy nhat chinh 13 su
thay thé nhdm hydroxy! tai vi tri C-3 & hop chat 5 thanh nhém chic ketone & hop
chat 6, dugc xac dinh tir sy bién mat cua tin hiéu proton oxymethine H-3 (51 (ppm):
3,21, 1H, ddd, J = 4,8, 9,0, 10,8 Hz), va su thay d6i do dich chuyén cua tin hiéu
carbon C-3 tir vliing tir trueong cao tai 8c (ppm): 76,8 (¢ hop chat 5) dén ving tir
truong thap tai 8¢ (ppm): 212,4 (6 hop chét 6).
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Nhan dinh ndy cang duoc khiang dinh khi tién hanh so sanh dit liéu phé cua
hop chat 6 va hop chit 4-epicycloeucalenone [53] (Hinh 3.8) cho thay nhiéu su
trong dong trong cau tric caa hai hop chat (Bang 3.8). Tuy nhién, khi so sanh dit
licu phd proton H-19 cua vong cyclopropane dugc ghi nhan & hai hop chat lai cho
thiy su khac biét. Cu thé, tai hop chat 6 céc tin hiéu proton methylene H-19 duoc
ghi nhan I3n luot tai dn (ppm): 0,63 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-19a), 0,40 (1H, d, J = 4,2
Hz, H-19b) (Bang 3.8). Trong khi do, theo dit liéu phd dugc cong bd cua hop chat
4-epicycloeucalenone, cac tin hiéu proton tuong tu lai dugc ghi nhan la dn (ppm):
0,78 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-19a), 0,57 (1H, d, J = 4,4 Hz, H-19b) [53]. Bén canh do,
theo cdng bd cua Akihisha va cac cong su vao nam 1997 [53], hop chét 4-
epicycloeucalenone c6 mot dong phan epimer tai vi tri C-4, chinh la (4S)-
cycloeucalenone (Hinh 3.8). Theo bao cao cua Chaojie Shang vao nam 2014, dir
liéu phd proton H-19 cua hop chit (4S)-cycloeucalenone dugc ghi nhan lan luot 12
Su (ppm): 0,64 (1H, d, J = 3,8 Hz, H-19a), 0,42 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-19b) [54]
(Bang 3.8), hoan toan tring khép véi dit liéu duoc ghi nhan & hop chat 6. Trén co
s& do, tiép tuc tién hanh so sanh dir liéu pho 3C-NMR giira hop chat 6 va hop chat
cycloeucalenone [55] cho thay rat nhiéu su twong dong. Nhu vay c6 thé khang dinh,
hop chat 6 chinh 1a (4S)-cycloeucalenone véi cau tric héa hoc duoc trinh bay &
Hinh 3.9. Lan dau tién hop chat (4S)-cycloeucalenone, véi dit liéu phd *H-NMR va
13C-NMR day du, duoc béo cdo phan Iap tir than cay Dau tam (M. alba L.).

Bang 3.7. So sanh dit liéu pho ctia hop chat 5 va hop chat 6.

No Hop chat 5 Hop chit 6
' du® (ppm), J (Hz) ac? (ppm) ox (ppm), J (Hz) ac” (ppm)
1 30,9 32,9
2 35,0 411
3 3,21 (ddd, 4,8, 9, 10,8) 76,8 212.4
4 44 8 50,2
5 43,5 46,2
6 24,8 25,1
7 25,3 28,3
3 47.0 472
9 23,7 25.0
10 29,7 29,8
11 27.1 25.4
12 33,1 35,6
13 45,5 45,6
14 49.1 48,9
15 35,5 33,0

16 28,3 27,1
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17 52,4 52,4
18 0,97 (5) 17.9 0,97 (5) 18.1
0,39 (br d, 4,2) 0,40 (d, 4,2)

19 0,14 (d, 4,2) 27,4 0.63 (d, 3.6) 27,4

20 36,3 36,3

21 0,90 (d, 6,0) 185 0,91 (d, 6,0) 18,5

1,58 (m)

22 T2 352 35,1
(ddd 482’30 15,6) 2,13

23 48, 120,15, 315 (ddd, 4.8, 12,0, 16,2) 315
(ddd, 5.4, 12,0, 15.6) 1.87 (m)

24 157,1 157,0

25 2,23 (septet, 7,2) 34,0 2,24 (m) 34,0

26 1,02 (d, 6.6) 222 1,03 (d, 6.6) 22,0

27 1.03 (d. 6.6) 22.0 1,04 (d. 6.6) 22.2

4,72 (br s)-4,67

28 472 (brs)-4,66(brd, 12) 1061 G o) 106,1

29 0,98 (d, 6,6) 14,5 1,00 (d, 7.2) 10,9

30 0,89 () 19.3 0,88 () 19,3

2Phd dugce do trong dung mdi CDCls, tan sé may 600 MHz — 150 MHz
b Phé duoc do trong dung mdi CDCls, tn s6 may 600 MHz — 125 MHz

4-epicycloeucalenone

(4S)-Cycloeucalenone

Hinh 3.8. Hop chit 4-epicycloeucalenone va dong phan epimer tai vi tri C-4, hop

chét (4S)-cycloeucalenone — hop chit 6.
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Bang 3.8. So sanh dit lieu phd cua hop chit 6 va cac hop chit 4-
epicycloeucalenone va (4S)-cycloeucalenone.

£ 4-Epicycloeucalenone (4S)-
No Hep chat 6 [53] Cycloeucalenone
oWt (ppm) ot or’ (ppm) oc®  on°(ppm)  oc’
J(Hz)  (ppm) J (H2) (PpmM) J(Hz)  (ppm)
1 32,9 33,1 32,8
2 41,1 37,4 40,8
3 212,4 216,4 2122
4 50,2 51,7 49,8
5 46,2 42,6 45,9
6 25,1 25,7 25,1
7 28,3 25,2 28,0
8 47,2 48,2 46,9
9 25,0 20,1 24,9
10 29,8 24,8 29,3
11 25,4 26,7 25,8
12 35,6 32,8 35,3
13 45,6 45,4 45,2
14 48,9 48,8 48,7
15 33,0 35,6 32,8
16 27,1 28,1 26,9
17 52,4 52,3 52,1
18 0,97 (s) 18,1 1,0 (s) 18,1 17,9
0,40 0,57 0,42
(d, 4,2) (d, 4,4) (d, 4,0)
19 0,63 27,4 0,78 29,4 0,64 27,1
(d, 3,6) (d, 4,0) (d, 3,8)
20 36,3 36,1 36,0
0,91 0,91
21 (d. 6,0) 18,5 (d.6.2) 18,3 18,3
22 35,1 35,0 35,0
2,13
(ddd, 4,8,
23 12,0, 16.2) 31,5 31,3 31,3
1,87 (m)
24 157,0 156,9 156,1
2,24
25 34,0 23,8 33,7
1(r8)3 1,03
26 (d. 6.,6) 22,0 (d. 6.6) 21,9 21,8
1,04 1,03
27 (d, 6.6) 22,2 (d, 6.6) 22,0 21,8
4,72 4,72
28 (brs) 106,1 (brs) 106,0 105,6

4,67 4,67
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(br d, 1,1) (br d, 1,1)

1,00 1,14
29 47y 109 @79 12,9 10,7
30 088(s) 19,3 0,89 () 19,3 19,1

2Phd dugce do trong dung mdi CDCls, tan s6 may 600 MHz — 125 MHz
b Ph$ duge do trong dung mdi CDCls, tan s6 may 400 MHz — 100 MHz
¢ Phd dugc do trong dung méi CDCls, tan s6 may 600 MHz [54]

4 Phé duogc do trong dung méi CDCls, tan s6 may 22,63 MHz [55]

(4S)-Cycloeucalenone

Hinh 3.9. Cau tric hda hoc cta hop chit 6.

3.2. Két qua khao sat hoat tinh e ché enzyme a-glucosidase

Cao ethanol DET va céc phan doan DET1, DET2 va DET3 thu duoc tir qua
trinh sic ky Sephadex LH-20 dugc khao sat va danh gia kha ning e ché enzyme a-
glucosidase nham xac dinh phan doan tiém ning dé tién hanh cac quy trinh phan lap
tiép theo (Phu luc 29). Nhu duoc trinh bay ¢ Bang 3.9, cao DET va cé4c cao phan
doan tuong tmg dugc diéu ché déu thé hién kha ning trc ché rat tét dbi véi enzyme
a-glucosidase khi so sanh véi chat ching duong acarbose (ICso = 108,36 pg/mL).
Trong d6, cao phan doan DET1 thé hién hoat tinh trc ché tot nhat véi chi sb ICso 12
7,27 ug/mL. Trén co s¢ d6, phan doan DET1 duoc lwa chon dé tién hanh phan lap
cac hop chat.

Kha niang tic ché enzyme a-glucosidase cta cac hop chat da dugc phan lap tur
ph&n doan DET1 dugc trinh bay ¢ Bang 3.10 (Phu luc 30). Theo dd, khi so sénh
Vi chét ching duong acarbose (ICso = 168,0 pM), cac hop chat 1, 2, 3, 5, 6 déu thé
hién hoat tinh ¢ ché t6t d6i voi hoat dong cua enzyme a-glucosidase Vi gia tri
|Cso dao dong trong khoang 21,5 — 45,7 (uM), dic biét 1a hai hop chat 1 va 2 voi gia
tri ICso lan luot 12 27,5 (uM) va 21,5 (uM). Vi thoi gian thuc hién nghién ciu c6
giéi han, hoat tinh cua hop chat 4 — Morusacerane hién van dang dugc khao sét.
Bén canh dd, khi so sanh dir liéu d4 thu dugc véi cac dir liéu vé kha niang wc ché
enzyme a-glucosidase dugc khdao sat trén cac nhém hop chat prenylflavone,
flavonoid, benzofuran va chalcone d dugc phan lap tir cao chiét ethyl acetate diéu
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ché tir 14 [35] va trai DAu tam [36], cac hop chat triterpenoid phan lap tir than cay
Dau tam déu thé hién hoat tinh twong dwong hoic tét hon (Bang 3.10).

Tir cac két qua da néu, cé thé khang dinh, cac hop chit triterpenoid c6 mat
trong thanh phan héa hoc cua than cady Dau tam (M. alba L.) s& hitu kha ning tc
ché tét dbi voi enzyme a-glucosidase. Bic biét 12 cac hop chét s¢ hitu cac nhém
chuc dic trung nhu carbonyl, carboxyl hodc hydroxyl. Két qua khao sat d ching
minh dugc tiém ning cua cac hop chét triterpenoid cé trong thanh phan cua than
cay Dau tam (M. alba L.), tmg dung trong diéu ché va phaét trién cac dang thudc co
ngudn gdc tir thién nhién, gitp diéu trji va hd tro diéu tri bénh dai thao duong.

Bang 3.9. Kha ning tc ché enzyme a-glucosidase caa cac phan doan diéu ché tur
than cay Dau tam (M. alba L.).

Cao phandoan  DET DET1 DET?2 DET3  Acarbose”
ICso(ug/mL) 18,69 7,27 9,69 29,90 108,36

* Chat ching duong

Bang 3.10. So sanh kha nang wc ché enzyme a-glucosidase cta cac hop chat duoc
phan lap tir than ciy Dau tam (M. alba L.) va cac hop chat tir cac cong bd khéc.
Cao chiét Ethyl acetate  Cao chiét Ethyl acetate

Két qua deé tai

L4 DAu tim [35] trai Dau tam [36]
Hop chat  ICso(uM) Hopchat  ICs(uM)  Hopchat  1Cso (uM)
1 27,5 125 11,4+1,2 143 8,57 + 0,57
2 21,5 126 ni* 144 165,35 + 11,55
3 45,4 127 ni 145 310,10 + 12,73
5 38,1 128 ni 146 165,64 + 11,73
6 45,7 129 ni 147 369,89 + 31,24
130 12,7+0,8 148 600,31 + 45,88
131-132  754+1,2 149 197,05 + 9,26
133-134  6,28+1,01 150 178,34 + 0,35
135 2,59 + 0,24 151 408,91 + 38,70
136 13,4+0,6 152 727,97 + 67,74
137 4,04 + 0,84 153 932,51 + 98,75
138 2,54 + 0,40 154 67,30 + 5,51
139 2,76 +0,35 155 49,96 + 3,18
140 32,6 +4,3 157 116,14 + 6,75
141 33,7+0,7 158 31,70 + 3,38
142 134406 164 225,29 + 4,79
Acarbose™ 168,0 181,0 + 18,0 119,15 + 4,90

* ni: phan trim e ché nho hon 10%
**: Chat chirg duong
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Két ludn

Ttr cao ethanol diéu ché tir mau than cay Dau tim (M. alba L.) duoc thu héi tai
Binh Pinh, c4c phuwong phap sic ky va phd nghiém d& duogc tién hanh, cho phép
phan 1ap va xac dinh cdu trdc caa sau hop chat bao gdm: betulinic acid (Hop chat
1), ursolic acid (Hop chat 2), oleanolic acid (Hop chat 3), morusacerane (Hop chit
4), cycloeucalenol (Hop chat 5) va (4S)-cycloeucalenone (Hop chat 6). Theo d6,
hop chat 4 — morusacerane duoc xac dinh 1a mot din xudt triterpenoid méi va chua
tirng duoc bao co trude day. Bén canh d6, day 1a lan dau tién cac hop chat 5 va 6
dugc phan lap tir cdy Dau tam (M. alba L.)

Két qua khao sét hoat tinh e ché enzyme a-glucosidase dd khang dinh kha
nang e ché rat tét cua cac hop chat dugc phan lap. Bén canh hoat tinh cua hop chit
4 hién van dang duoc khao sét, cac hop chat 1, 2, 3, 5 va 6 déu cho thay kha ning
trc ché tot ddi voi hoat dong cia enzyme a-glucosidase véi gia tri 1Cso dao dong
trong khoang 21,5 — 45,7 (uM), khi so sanh véi chit chirng duong acarbose (ICso =
168,0 uM). Trong do, ndi bat 1a cac hop chat 1 va 2 véi gia tri ICso lan luot 14 27,5
(uM) va 21,5 (uM). So sénh véi cac nhém hop chat da duoc phan lap va khao sét
hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase dugc cong bd tir nhimg nghién ctu trudc
day, cac hop chat triterpenoid da cho thiy kha ning tc ché tuong duong hoic tot
hon. Tir d6, chimg minh dugc tiém nang tng dung cua cac hop chat triterpenoid c6
trong thanh phan ciia than cay Dau tam (M. alba L.) trong diéu tri va hd tro diéu tri
bénh dai thao duong.

Céc két qua thu dugc tir nghién cau 1a nhiing dit liéu va co so khoa hoc quan
trong trong danh gia va xac dinh nhém hop chét chinh quyét dinh hoat tinh wc ché
enzyme a-glucosidase co trong thanh phan hoa hoc cua than cdy Dau tam (M. alba
L.). Tir d6, mé rong nhitng kién thirc con han ché vé thanh phan hda hoc cua céc bo
phan cua cay Dau tim (M. alba L.) sinh trudng va phat trién tai Viét Nam, huéng
t6i tng dung trong san xuit dugc pham va cac san pham hd tro diéu tri ¢ bénh nhan
méc bénh dai thao duong.
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Morusacerane Cycloeucalenol Cycloeucalenone

Hinh 3.10. Cac hop chit duoc phan lap tir than cay Dau tam (M. alba L.)

Kién nghi
Tir nhitng két qua nghién ctru da dat dugc, toi dé xuét tiép tuc thuc hién hudng
nghién ctru nhu sau:
> Tiép tuc khao sat thanh phan hoa hoc cua phan doan DET1, tap trung vao céc
dan xuat triterpenoid. Tién hanh khao sat thanh phan hda hoc cia cac phan
doan con lai (DET2 va DET3) nham dam bao tinh toan dién ctia nghién ciru;
> Tién hanh thtr nghiém va so sanh hoat tinh tc ché enzyme a-glucosidase giira
cac hop chat phan lap duoc. Tir d6, danh gia va xac dinh hop chat/nhém hop
chat quyét dinh hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase & mdi phan doan, va
trong than cay Dau tam (M. alba L.);
» Tién hanh thu nghiém va danh gia thém cac dang hoat tinh sinh hoc khac nhu
hoat tinh khang ung thu, hoat tinh chdng oxy héa... nhim mé rong tiém nang
tmg dung cua c&c hop chit phan lap duoc;
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Phu luc 29. Dit liéu hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase ciia cac cao phan
doan duoc diéu tir than cay Dau tam (M. alba L.)

Miu thir (u;/Cr;‘)L)
DET 18,69
DET1 7,27
DET2 9,69
DET3 29,90

Acarbose? 108,36
Két qua I (%) dwoc tinh dya trén gié tri trung binh vai d6 léch chuan n = 3. cho thay sy khac biét cac gia tri
phan tram trc ché giita c4c ndng d6 trong mot mau thir nghiém ¥ nghia thong ké (p < 0,05).
aChat ddi chimg duong

Phu luc 30. Dit liéu hoat tinh trc ché enzyme a-glucosidase ciia cac hop chat
duoc phan lap tir than cay Dau tam (M. alba L.)

Hop chi Phan trim tc ché (I, %) ICs0
250 uM 100 uM 50 uM 25 uM 10 uM (UM)

1 96,13+0,53 87,17+0,88 455+2,.2 7,64 +£0,78 27,5

2 9,1+1.2 79,36 £ 0,59 56,5+1/4 309+13 21,5

3 818+24 57,8+25 1531 +£0,63 1,74+0,98 454

5 84,46 + 0,63 628+14 35,8+2,2 8,52 £ 0,96 38,1

6 824+11 55,99+0,98 21,42+0,92 3,8+18 45,7
Acarbose? 64,5+1,3 379+172 155+31 2817 - 168,0

Két qua I (%) duoc tinh dya trén gié tri trung binh véi d6 léch chuan n = 3. cho thay su khac biét cac gia tri phan trim wc
ché giira cac nong do trong mot mau thir nghiém y nghia thong ké (p < 0,05).

—Khong thé hién hoat tinh tc ché.

2Chit ddi chimg duong



