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MO DAU
1.Tinh c4p thiét cha luan 4n

La mot trong nhirng quéc gia nam trong ving khi hau nhiét doi gio
mua, Viét Nam c6 hé thyuc vat da dang va phong phu, cdy lam thubc chiém
khoang 30%. Nhiéu cong trinh nghién ctu vé cay thudc cua hé thuc vat Viét
Nam mang lai nhidu dong gop to 16n cho viéc bao vé sirc khoe con nguoi.
Loai thuc vat c6 tac dung chira bénh cho con ngudi thi dé lai it tac dung phu
hon so vai thude co ngudn gdc tong hop. Do d6 véi tinh trang ngiy cang gia
tang vé bénh tat nhu tim mach, ung thu, gan...thi viéc nghién ctru vé cac loai
thuc vat dé 1am thude c6 tinh ¥ nghia vé khoa hoc va thoi su [1].

Dtra dai (Pandanaceae) 1a mot ho thuc vat ¢6 hoa c6 ngudn goc tir
vung nhiét d6i va can nhiét d6i, phan b tir Tay Phi d¢én Thai Binh Duong.
Trong d6 Pandanus 14 chi 16n va quan trong nhit véi khoang 600 loai, c6 thé
ding lam ngudn thyc phim va lam thubc. O Viét Nam, ho Dua dai
(Pandanaceae) gom 23 loai thudc 2 chi 1a Freycinetia (3 loai) va Pandanus
(20 loai). Theo cac tai liéu y hoc co truyén, cé 9 loai thudc chi Pandanus
dugc dung 1am thudc & Viét Nam, chu yéu c6 tac dung véi cac bénh vé than
(loi tiéu, chira soi than, soi mat, viém duong tiét niéu,...), cac bénh vé gan
(viém gan, xo gan cb truéng), thanh nhiét, ha sdt, bénh ngoai da,...[2], [3].

Loai dira dai Pandanus tonkinensis Mart. ex B. Stone con goi la dira
Bac bo co6 mit tir ving nai trung du Bic bo toi mién Trung, TAy Nguyén,
Binh Thuan, Long An 12 mot trong 9 loai néi trén ma dot non, 14, ré va qua
¢6 thé dung lam thude [2]. Trong chuong trinh Khoa hoc cong nghé phat
trién bén virng ving Tay bic, da cong bd két qua diéu tra, nghién ciru vé bai
thudc diéu tri bénh gan mat, trong dé dich chiét nudc cua bai thude voi hai
vi Trang quéc (Stixis suaveolens) va Dira dai (Pandanus tonkinensis) da
dugc chimg minh 14 ¢6 hiéu qua bao vé gan tét, cao hon so véi sylimarin [4].
Hién nay chua c6 nghién ctru nao vé thanh phan héa hoc va tac dung dugc
1y ctia loai dira dai Pandanus tonkinensis [5]. Bé c6 dugc nhiing bang chang



khoa hoc vé thanh phan, hoat tinh sinh hoc ciing nhu kiém soat chat lugng
duoc liéu va cac san pham bao ché theo huéng bao vé gan, luan an véi tén
d8 tai: “Nghién ctru phén tich thanh phan, ciu tric hoa hoc cua cac hop chét
tir loai Dtra dai (Pandanus tonkinensis Mart.ex B.Stone) bang cac phuong
phap hoa 1y hién dai” da duoc dé xuét va thuc hién.

2. Muc tiéu nghién ctru caa luan an:

- Phan tich dugc thanh phan, cau tric héa hoc va hoat tinh dinh
huéng bao vé gan cua cac hop chat tir loai Pandanus tonkinensis.

- Xac dinh dwoc chat danh dau tir loai Pandanus tonkinensis theo
huéng bao vé gan va xiy dung duoc quy trinh phan tich dinh luong cac chat
danh dau trong duoc liéu phuc vu viéc Kiém soat chat luong va phat trién ché
pham tir duoc lidu nay.

3. Ndi dung nghién ctru luin 4n bao gom:

- Str dung céc ky thuat tach chiét, phan lap, cac phuong phap héa ly
sinh hién dai dé phan tich thanh phan, cau tric hoa hoc va hoat tinh sinh hoc
ctia cac hop chit duoc phén 14p tir loai Pandanus tonkinensis.

- Lya chon chat danh d4u cho loai Pandanus tonkinensis theo huéng
bao vé gan; chiét xuat, tinh ché, phan tich kiém tra d6 tinh khiét cua chat
danh dau tir duoc liéu nay.

- Xay dyng va thim dinh quy trinh phan tich dinh luong cac chat
danh dau trong dugc liéu Pandanus tonkinensis. Ap dung quy trinh, phan

tich ham lwong chat danh diu trong duoc liéu thu hai tai cac dija phuong.
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CHUONG 1. TONG QUAN
Chwong 1 gém 20 trang, trinh bay tong quan tai liéu vé chi Pandanus,
cac cong trinh nghién ctru di c6ng bd vé thanh phan hoa hoc va hoat tinh
sinh hoc cua cac hop chit phan 1ap tir chi Pandanus. Gigi thiéu vé loai
Pandanus tonkinensis Martelli ex B.C. Stone. Téng quan vé phuong phap
danh gia hoat tinh sinh hoc theo hudng bao vé gan va chat danh dau.

CHUONG 2: PHUONG PHAP NGHIEN CUU VA THUC NGHIEM
Chwong 2 gom 12 trang, trinh bay chi tiét vé cac phuong phap phan
lap, x4c dinh céu trac, phuong phap danh gia hoat tinh sinh hoc vé kha ning
chbng oxy héa va khang viém. Phuong phép lya chon chat danh diu, phuong
phap xay dung va thim dinh quy trinh phan tich dinh luong chét danh dau.

CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Phan lap va xic dinh cac hop chét tir loai Pandanus tonkinensis

3.1.1. Quy trinh phan ldp cdc hop chdt tir qua Pandanus tonkinensis
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Hinh 3.1. So d6 phan 1ap cac hop chét tir qua Pandanus tonkinensis



3.1.2. Phén ldp cdic hop chit tiv vé Pandanus tonkinensis
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Hinh 3.2. So 0 phan lap cac hop chat tir ré Pandanus tonkinensis
3.1.3. Xdc dinh cdc hop chit phan Igp tiv qud Pandanus tonkinensis
Tir qua Pandanus tonkinensis da phéan 1ap dugc 8 hop chét tinh khiét
gom: ficusal (PT1), syringaresinol (PT2), medioresinol (PT3), lariciresinol
(PT4), secoisolariciresinol (PT5), vladinol F (PT6), luteoliflavan (PT7),
isorhapontigenin (PT8).
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Hinh 3.3. Céu tric héa hoc cac hop chat duoc phan 1ap tir qua Pandanus
tonkinensis

3.1.4. Xdc dinh cdc hop chit phan Igp tir ré Pandanus tonkinensis

Tir ré Pandanus tonkinensis da phan lap dugc 20 hop chét trong d6
¢6 3 hop chit méi va 17 hop chat da biét.

3 hop chat mai gdm: (7S)-2,6-dimethoxyphenyl-7,9-propanediol-1-
O-B-D-glucopyranoside (PT10), trans-cinnamyl alcohol 9-O-(6’-O-a-L-
arabinofuranosyl)-p-D-glucopyranoside (PT25), 4-(3-hydroxypropyl)-2,6-
dimethoxyphenol p-D-apiofuranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranoside (PT26).

17 hop chat da biét bao gom: dihydrosyringin (PT9), (6S,9S)-
roseoside (PT11), 1-O-B-Dglucopyranosyl-2-{2,6-dimethoxy-4-[1-(E)-



propen-3-ol]phenoxyl}propan-3-ol (PT12), 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-2-
[2-methoxy-4-(w-hydroxypropyl)-phenoxyl]-propan-3-ol (PT13), benzyl O-
a-L-arabinopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranoside

(PT14), 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-2-[2,6-dimethoxy-4-(wm-
hydroxypropyl)-phenoxyl]-propan-3-ol  (PT15), (7R,8R)-threo-4,7,9,9'-
tetrahydroxy-3,3'-dimethoxyl-8-0-4'-neolignan-4-O-B-D-glucopyranoside
(PT16), (7S,8S)-threo-4,7,9,9'-tetrahydroxy-3,3'-dimethoxyl-8-O-4'-
neolignan-4-O-B-D-glucopyranoside (PT17), pinoresinol-4,4'-di-O-B-D-
glucoside (PT18), isoeucommin A(PT19), pinoresinol 4’-O-B-D-
glucopyranoside (PT20), acanthoside B (PT21), eucommin A (PT22),
rourinoside (PT23), (7S,8R)-5-methoxydihydrodehydrodiconiferyl alcohol-
4-O-B-D-glucopyranoside (PT24), kelampayoside A (PT27), urolignoside
(PT28).
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Hinh 3.4. Cu trac hoa hoc cac hop chat duoc phan lap tir ré Pandanus
tonkinensis



10

3.2. Panh gia hoat tinh sinh hoc ciia cic hop chat phén lap dwogc

3.2.1. Hoat tinh khdng viém ciia cdc chét da phén 1ap thong qua iic

ché qud trinh sin sinh NO trén té bao RAW 264,7 dwoc kich thich béi LPS
Hoat tinh khang viém cta cac hop chit da phan 1ap duoc trinh bay

trong bang 3.1.
Bang 3.1. Hoat tinh @c ché san sinh NO cua cac chat phan 1ap tir dira dai

Pandanus tonkinensis

Chat ICso (uM) | Chét | ICs (uM) | Chét ICs0 (nM)
PT1 | 17,4+1,94 | PT11 | 28,5+1,76 | PT21 >100
PT2 | 126 £7,65 | PT12 >100 PT22 | 32,2+3,47
PT3 | 393+3,30 | PT13 | 44,4+624 | PT23 | 1,93+0,23
PT4 | 525+0,39 | PT14 >100 PT24 | 54,0+2,03
PT5 | 23,0+1,35 | PT15 | 1,78+0,13 | PT25 | 83,3+4,67
PT6 | 21,4+2,08 | PT16 | 344+1.81 | PT26 | 20,1 +2,07
PT7 | 7,08+0,44 | PT17 | 80,3+£7,26 | PT27 | 5,84+0,44
PT8 | 483+5,11 | PT18 >100 PT28 >100
PT9 | 37,0+4,04 | PT19 >100 L- 37,8 +3,2
NMMA
PT10 | 94,0+10,3 | PT20 | 24,7+ 1,08
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Két qua thar nghiém trén cho thdy 22 chat PT1-PT9, PT10, PT11,
PT13, PT15-PT17 ,PT20, PT22-PT27 da thé hién hoat tinh &c ché san sinh
NO véi gia tri I1Csp tir 1,78 toi 125,83 uM, trong do 14 chat PT1, PT4-PT7,
PT9, PT11, PT15, PT16, PT20, PT22, PT23, PT26, PT27 cho kha ning
khang viém thong qua két qua ICso tot hon so v6i ddi ching dwong.

3.2.2. Hoat tinh chong oxy héa ciia cdc chit da phin 1ap thong qua
trc ché qud trinh peroxy hod lipid mang té bao

Két qua x4c dinh hoat tinh chéng oxy hoa cta cac hop chat da phan
1ap tir dira dai Pandanus tonkinensis dugc trinh bay ¢ bang 3.2
Bang 3.2. Hoat tinh ¢ ché peroxy lipid mang té bao héa cua cac chat phan

I4p tir dira dai Pandanus tonkinensis

Chat | ICso(uM) | Chat | ICsuM) | Chat | ICso (uM)
PT1 >100 PT11 >100 PT21 | 27,5+2,76
PT2 | 126+557 | PT12 >100 PT22 | 54,2+3,54
PT3 >100 PT13 >100 PT23 >100
PT4 [ 322 +1,42 | PT14 >100 PT24 >100
PT5 | 202+1,71 | PT15 >100 PT25 >100
PT6 | 84.8+6,69 | PT16 >100 PT26 >100
PT7 | 263+3,57 | PT17 >100 PT27 >100
PT8 | 233+1,67 | PT18 >100 PT28 >100
PT9 >100 PT19 | 57,5+5,53 | Trolox | 31,4+2,20
PT10 >100 PT20 | 10,4+0,71
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Trong thir nghiém chat ddi chimg dwong trolox hoat dong on dinh
cho gié tri 1Csola 31,4 + 2,2 uM. 10 hop chét bao gém PT2, PT4-PT8, PT19 -
PT22 thé hién hoat tinh &rc ché qua trinh peroxy hoa lipid mang té bao véi gia
tri ICsotir 10,36 dén 126,39 uM. Nhu vay 10 hop chét nay c6 thé hién kha
nang chéng oxy hoa trong d6 5 chat PT5, PT7, PT8, PT20, PT21 kha ning
chbng oxy héa tt hon so voi dbi chimg duong.

3.3. Chét danh diu

Trong budc xac dinh thanh phin duwoc lidu, hop chit PT20 1a
pinoresinol 4-O-beta-D-glucopyranoside va PT6 1a vladinol F dwgc phan 1ap
tir duoc lidu vai khéi lwong 1a 40,4 mg cao nhat trong phan doan nuéc caa
ré va 28,9 mg cao thir ba trong phan doan dung médi cua qué; ca hai hop chat
nay déu c6 hoat tinh khang viém va chdng oxy héa theo thir nghiém sang loc.
Dua vao két qua phan tich so bd mau duoc lidu va cac chat don, hai hop chat
s6 PT20 va PT6 dugc dinh huéng lua chon 1a 2 chit danh du cho duoc liéu
Pandanus tonkinensis.

9 7]
H3CO H|.-%--|H OCH3
HO—e" o9
HO&&/O\\ ©
HO o
OH

HsCO

PT20 PT6
Hinh 3.5. Cu trac hoa hoc cua pinoresinol 4’-O-B-D-glucopyranoside
(PT20) va vladinol F (PT6) — hai chat danh diu cho duoc liéu Pandanus
tonkinensis.
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3.4. Xay dung va tham dinh quy trinh dinh lweng hop chét pinorecinol
4’-O-p-D-glucopyranoside va chit vladinol F trong dwoc ligu dira dai
Pandanus tonkinensis
3.4.1. Khdo sdt quy trinh xi¢ Iy mdu dwoc li¢u trwée khi phan tich

Str dung cac dung moi methanol 50% hoic ethanol 50%, chiét chat
phan tich (PT20 va PT6) ra khoi duoc li¢u voi ty 1€ 10g bot duoc ligu/100
ml dung méi, vi mdi loai dung méi thuc hién chiét 3 1an c6 hd tro sidu am
mbi 1an 30 phut, gop dich chiét, c6 quay va hoa tan lai cin trong 5 ml dung
mai thu dich chiét cudi 1an 1. Lap lai qua trinh chiét noi trén thu dich chiét
cudi lan 2. Phan tich cac dich chiét cudi lan 1, 1an 2 cua timg dung méi bang
ki 16ng hiéu niang cao (HPLC), so sanh cac két qua dé lua chon dung méi, s6
Ian chiét dé c6 kha nang tach chiét cac chat phan tich hiéu qua nhat. Két qua
khao sat cho thay diéu kién xir Iy mau duoc lya chon 1a methanol 50% va
chiét 1 lan.

3.4.2. Quy trinh dinh lwong hegp chat pinorecinol  4’-O-p-D-
glucopyranoside va chat vladinol F trong dwoc liéu dira dgi Pandanus
tonkinensis
Qua khao sat so bd, cac diéu kién sau da duoc sir dung cho phan tich
HPLC sur dung detector mang diod (DAD): ¢6t C18 (250 mm X 4,6 mm,;
5um); nhiét d6 cot tach: 40°C; pha dong A (acetonitrile) va pha dong B (dung
dich acid acetic 0,1%) vai chuong trinh gradient dung moi: xuat phat tir ty 18
pha dong A:B =10:90 (v:v), tang Ién 30:70 (v:v) trong 30 phut, ting 1én
90:10 (v:v) trong 10 phut tiép theo, chuyén vé ty 18 10:90 ban dau trong 10
phut dn dinh cot; toc do dong pha dong: 1,0 ml/phat; budc séng phat hién tai
228 nm.
Céc dung dich cho thuc nghiém duoc chuén bi nhu sau: i) Cdc dung
dich chudn géc PT20 va PT6: dugc pha riéng r& bang cach can chinh xac
khoang 5 mg chuan vao binh dinh mic 5 ml, thém khoang 3 ml methanol
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50%, lac siéu am dé hoa tan réi dinh mac vira du, tron déu; ii) Dung dich
chudn han hop: hut chinh x4c 1an lwot 1,0 ml dung dich chuan gbc PT20 va
1,0 ml dung dich chuan géc PT6 vao binh dinh mirc 20 ml, thém methanol
50% vira du dén vach, lic déu; iii) Dung dich thiz: Can chinh xac khoang 5,0
g duoc liéu vao binh nén 100 ml. Thém chinh xac 50,0 ml methanol 50%,
lic siéu am 30 phit (chiét 3 1an). Gop dich chiét thu duoc, co quay dén can.
Hoa tan can trong 5,0 ml methanol thu duoc dung dich thir.

Céc mau dung dich chuan hdn hop va dung dich thir duge tiém vao
cot sic ki vai thé tich 10 ul, sic ki d6, xac dinh vi tri va dién tich cia tin hiéu
PT20, PT6. Nong d6 PT20, PT6 trong dung dich tiém vao may sic ki duoc
xac dinh theo phwong phap duong chuan. Ham lugng PT20, PT6 trong dugc
lidu dugc tinh theo ndng do PT20, PT6 trong dung dich tiém vao may va cac
thong s6 cta qua trinh xtr Iy mau nhu thé tich dung dich tiém (5 ml) va lugng
dugc liu (tinh theo dugc li€u kho) theo cong thurc:

mg
CPT20,PT6 trong dich tiem (W)x 5 (ml)

C iew (MQY/Q)= -
PT20, PT6 trong duoc liu ( g g) Mawoe Lieu (9) x (1-d6 am duoc Litw)

3.4.3. Thdm dinh quy trinh dinh Iwong hep chdt pinorecinol 4’-O-p-D-
glucopyranoside va chit vladinol F trong dwot ligu qud dira dai Pandanus
tonkinensis
Quy trinh dinh Iugng duogc thdm dinh theo huéng dan cua Hiép hoi

cac nha héa hoc phan tich chinh thong (AOAC) va Hoi nghi qudc té vé hai
hoa céc thu tuc ding ky duoc phim sir dung cho ngudi (ICH) véi cac chi
tiéu: tinh dac hi¢u, do thich hgp cta hé théng, do tuyén tinh, 6 chinh xac
(do 1ap lai va do chinh xac trung gian), do dung, gidi han phat hién va gioi
han dinh lugng.

3.4.3.1. Tinh dac hiéu

Thyc nghiém cho thy trén sic ky db cua dung dich thir xuat hién cac
pic ¢o6 thoi gian luu 20,230 phat va 27,045 phat twong wng véi pic PT20
(20,247 phut) va pic PT6 (27,122 phuat) trén sic ki d6 caa dung dich chuan
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hdn hop. Phd UV cua pic ¢6 thoi gian luu 20,230 phit thu duge trén sic ky
dd cua dung dich thir trong Gng véi phdé UV cua pic PT20 thu duogc trén sic
ky do cuia dung dich chuan hdn hop Véi Amax = 228,2 nm va 280,0 nm.

e <Truder B e

Hinh 3.6. Sac ky d6 cua dung dich chuan hdn hop, dung dich thir
va mau tring.

Phé UV cua pic co thoi gian luu 27,045 phut thu duge trén sic ky
dd cua dung dich thtr twong tng véi phd UV cua pic PT6 thu duoc trén sic
ky d6 cua dung dich chuan hdn hop VGi Amax = 280,0 nm. Céc pic PT20 va
PT6 trén sic ky do cua dung dich thir va dung dich chuan han hop 1a tinh
khiét. Mau tring (dung méi methanol) khong anh hudng dén két qua phan
tich. Cac két qua nay cho thdy quy trinh thir dat yéu cau vé tinh dac hiéu.

3.4.3.2. D¢ thich hop hé théng

Két qua danh gia do thich hop ciia hé thdng dugc trinh bay trong
bang 3.3. Gia tri d6 léch chuin tuong ddi vé thoi gian luu cua pic PT20, PT6
khi phan tich lap lai (n=6) dung dich chuan hén hgp & mot mirc ndng do lan
luot 12 0,12% va 0,07% dat yéu cau < 1,0%, gia tri d 1éch chuan twong ddi
vé dién tich pic cua pic PT20, PT6 lan lugt 1a 1,31% va 1,35% dat yéu cau <
2,0%. Hé sb twong ddng ciia PT20 va PT6 giita hai muc ndng do dugc phan
tich lap co gia tri RF = 1,01 va RF = 1,00. Nhu vay cac diéu kién sic ki da

Iira chon cho két qua lap lai vé thoi gian luu va dién tich pic hé thong thiét
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bi sc ki 16ng hiéu ning cao di sir dung 13 pht hop dam bao d6 6n dinh cua

phép phan tich.
Bdng 3.3. Két qua danh gia do thich hop cta hé thong

Thoi gian luu Thoi gian luu

. Dién tich pic . Dién tich pic
p'(‘l’);’l?o PT20 (AU p('l‘;hF:,I)G PT6 (MALS)
Trung binh (n=6) 20,293 878,87132 27,115 899,61777
RSD (%) 0,12 131 0,07 1,35
Hé s6 tuong dong RF=1,01 RF=1,00

3.4.3.3. Khodng dwong chuan dé dinh lirong

Két qua khao sat khoang tuyén tinh dwoc trinh bay trong bang 3.4 va
hinh 3.7. Trong khoang nong do tir 25,5 x 107 téi 101,9 x 10 mg/ml dbi véi
PT20 c6 su phu thudc tuyén tinh giira dién tich pic va ndng do PT20 véi hé
s6 twong quan tuyén tinh R? = 0,9983. Trong khoang nong d¢ tir 26,0 x 107
t6i 103,9 x 10°° mg/ml dbi v6i PT6 c6 su phu thudc tuyén tinh giita dién tich
pic va nong d6 PT6 véi hé sé twong quan tuyén tinh R? = 0,9974. Nhu vay
cac dudng chuan co tinh tuyén tinh tt dé phan tich dinh lugng PT20 va PT6.

Bdng 3.4. Két qua khao sat khoang tuyén tinh dé dinh lugng PT20 va PT6

Chét danh dau PT20 PT6
Nong do Dién tich pic Nong do Dién tich pic
(mg/mL) (mAU.s) (mg/mL) (mAU.s)

255x10° 436,59933 26,0x 10 411,81412

Khoéng dudng 40,8x 1073 708,55096 41,6x 103 74987158

chuan 51,0x 103 878,87132 51,9x 103 899,61777
61,2x 103 1028,60651 62,3x 103 1071,64014

76,4x10° 1345,65894 779x 103 1318,18884

101,9x10° 173394653  1039x10%  1799,81677

Phuong trinh y = 17084x + 6,3385 y =17376x - 11,001
hoi qui
Hé s6 tuong quan R?=0,9983 > 0,99 R2=0,9974 > 0,99

%Y 0,72% (< 2,0%) 1,23% (< 2,0%)
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1800 y = 17084x + 63385

1600 R’ = 0,9983

Dién tich tinh hidu (mAu.s)

0 0,02 0,04

006

AL
1600
140
1220

Dién thoh S hidu (mALs)

oce 01 0,12

Nong 40 (mgimL)

002

y = 17376x - 11,001
R'=09974

L 000

LA 012
Néng 44 (mgrml.)

Hinh 3.7. Cac dudng chuan dinh lugng pinoresinol 4-O-beta-D-
glucopyranoside (PT20) va vladinol F (PT6).

3.4.3.4. Do chinh xac
Két qua thu dwoc khi phan tich mau thir 6 lan doc lap trong 2 ngay

khéc nhau, véi 2 kiém nghiém vién khac nhau, dugc sir dung dé danh gia do

chinh xac (d6 lap lai va d6 chinh x4c trung gian).

* D6 1ap lai

Bang 3.5. Két qua khao sat do lap lai

Mau  Luongcin S pic PT20 S pic PT6 Ham lwong  Ham lugng

thu (9) (mAU.s) (mAU.s)  PT20 (mg/g) PT6 (mg/g)
1 5,10042 674,06952  616,18457 0,0404 0,0367
2 5,32086 704,51483  643,13428 0,0404 0,0368
3 5,52441 724,00456  665,42011 0,0400 0,0366
4 5,31051 706,41534  628,91473 0,0406 0,0360
5 5,20041 700,22448  632,86042 0,0411 0,0370
6 5,18079 699,01453  631,08778 0,0412 0,0371
B 0,0405 0,0366

RSD (%) 1,13 1,02
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Bdng 3.5. Két qua dénh gia do tai 1ap ctua phuong phap

Ngay 1-kiémnghiém  Ngay 2- kiém nghiém  Hai ngay

vién 1 vién 2 (n=12)
(n=6) (n=6)
Ham luong PT20 405 412 409
trung binh (ug/g)

RSD (%) 1,13 1,43 1,54
Ham luong PT6 36,6 36,7 36,7
trung binh (ug/g)

RSD (%) 1,02 1,67 1,32

Két qua cu thé trong bang 3.5, bang 3.6 cho thay phuong phap da
xdy dung c6 d6 13p lai khi RSD (n = 6) ddi v&i PT20 va PT6 déu nho hon
5,3% va do tai 1ap RSD (n = 12) ddi voi PT20 va PT6 déu nho hon 8% dap
g cac yéu cau qui dinh theo huéng dan cuia AOAC véi mau thir ¢ ham
lwong tir 0,001% dén 0,01%.

3.4.3.5. B¢ dung va khoang lam viéc

Két qua danh gia do ding cua phuong phap dugc trinh bay trong
bang 3.7. Gia tri trung binh cuia hiéu suat thu hdi PT20 & ca 3 mirc thém co
gia tri tir 99% dén 101% véi d6 léch chuan twong ddi tir 0,06% dén 1,41%;
v6i PT6, trung binh hiéu suat thu hdi & 3 muc ndng do co gia tri tir 101% dén
102% va do léch chuan twong ddi tir 0,55% dén 1,31%. Theo yéu cau caa
AOAC vé&i mau c6 ham luong tir 0,001 % dén 0,01 %, do thu hdi mau trung
binh phai dat tir 90% dén 107%, nhu vay phuong phap phan tich dam bao vé
do ding dé dinh luong PT20 va PT6.
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Bdng 3.7. Két qua dénh gia do dung cia phuong phap

Murcnongdddinh ~ Luongchuan  Luongchuin  Hiéusudtthu RSD (%) (n

luong (%sovoi  thémvaotrung  thém tim lai hoi trung =3)
mau thir) binh (ug) trung binh binh (%)
(19)

PT20: 50% 6,29 6,38 101 0,06
100% 12,58 12,66 101 0,82

150% 2517 25,03 99 141

PT6: 50% 6,41 6,44 101 0,96
100% 12,82 13,01 101 0,55

150% 25,64 25,76 100 131

3.4.3.6. Gidi han phat hién va gioi han dinh luong:

Pha loang dan dung dich chuan va tiém vao thiét bi sic ki dén nong
d6 PT20 0,76 pg/ml va PT6 0,78 pg/ml thi thu dugc pic PT20 va PT6 ¢6 dap
ng gap khoang 3 lan d6 nhidu duong nén. Pha lodng gip d6i dung dich trén,
tiém vao thiét bi sic ky, hau nhu khong xuat hién dap tmg pic trén sic ky do.
Nhu vy, gi¢i han phat hién (IDL) véi dung dich chuan & khoang 0,76 pg/ml
PT20 va 0,78 ug/ml PT6. Theo tinh toan gidi han dinh luong (1QL) cua dung
dich chuan s& ¢ khoang gap 3,3 lan gigi han phat hién, twong (g véi nong
dd 2,55 pg/ml PT20 va 2,60 pg/ml PT6.

Pha cac dung dich chuan hdn hop (dung dich 1QLchuin) va dung dich
chuan hdn hop thém vao nén dich chiét duoc lidu (dung dich 1QLspike) c6
nong do PT20, PT6 tuong tmg 2,55 pg/ml va 2,60 pg/ml. Phan tich séc ki
mdi dung dich l3p lai 6 lan. Trén sic ky do cua dung dich 1QLchuin va dung
dich 1QLspike céc pic PT20, PT6 xuat hién rd rang, RSD (n = 6) dién tich pic
PT20, PT6 khi phan tich dung dich LOQspike 12 2,87% va 2,31% nho hon 7,3
% theo yéu cau ciia AOAC. Nhu vy, c6 thé khang dinh gigi han dinh lugng
db6i voi PT20 va PT6 lan luogt 14 2,55 pg/ml va 2,60 pg/ml thu dung dich thur.

Str dung hé s6 quy déi cua quy trinh xtr Iy mau: 5 g dugc lidu chuyén
vao 5 ml dung dich thur tinh dwoc gidi han phat hién ctia phuong phap (MDL)
l1a 0,76 png/g PT20 va 0,78 pg/g PT6 dugc li¢u kho; gidi han dinh luwgng cua
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phuong phap (MQL) 1a 2,55 pg PT20/g dugc liéu kho va 2,60 pg PT6/g dugc
liéu kho.

Nhu vay két qua tham dinh trong muyc 3.4.3 cho thiy qui trinh phan
tich ddng thoi PT20 va PT6 trong duoc liéu dira dai bang phuong phap HPLC
dap tng yéu cau vé tinh dac hiéu, do thich hop hé thdng, do tuyén tinh, do
dung, do chinh xac (d¢ lap lai va do chinh xac trung gian), phu hgp dé ap
dung kiém tra dinh tinh, dinh lwong dong thoi PT20 va PT6 trong dugc liéu.
3.5. Pinh lwgng pinorecinol 4’-O-B-D-glucopyranoside (PT20) va
vladinol F( PT6) trong loai dira dai iy tai mét sé dia phwong

Str dung quy trinh phan tich d thdm dinh & trén di xac dinh duoc ham
luong trung binh cuia hai chat danh dau trong loai dira dai Bic bo lay tai
Thanh Hoa, Hoa Binh va Thai Nguyén trong khoang 25,0 + 0,4 t&i 43,5 £
0,4 ng/g dugc liéu kho vai pinoresinol 4-O-beta-D-glucopyranoside va 24,3
+0,516i 37,1 £ 0,5 p/g dugc ligu kho véi vladinol F.

Bang 3.8. Két qua dinh lwong pinoresinol 4-O-beta-D-glucopyranoside
(PT20) va vladinol F (PT6) trong loai dira dai Pandanus tonkinensis ly tai
mot sé dia phuong

Muong Lat - Cam Thuy - Luong Son  Dinh Hoa -
Thanh Hoéa Thanh Héa - Hoa Binh  Thai Nguyén

PT20: 40,9 435 25,0 38,6
Ham luong (ng/g)

SD % 1,54 0,9 1,62 0,37
PT6: 36,7 37,1 243 30,7
Ham luong (ng/g)

RSD % 1,32 1,44 1,97 1,96

S Thay - Thard: i Ly S0 - b

Hinh 3.8. Sac ky do phén tich pinoresinol 4-O-beta-D-glucopyranoside
(PT20) va vladinol F (PT6) trong loai dira dai Pandanus tonkinensis.
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KET LUAN

Sau qua trinh thyc hién, luan an da hoan thanh cac ndi dung nghién
ctru va dat duge cac muc tiéu dé ra ban dau. Céac két gua nghién ctru dat duogc
nhu sau:
1. Nghién ciru vé thanh phin héa hec

Str dung két hop cac phuong phap sic ky va cac phuong phap phd
hién dai da phan 1ap va xac dinh ciu trac 28 hop chat tir qua va ré cua loai
Pandanus tonkinensis. Trong d6 ¢6 3 hop chat méi. Cu thé:
- Tir qua loai P.tonkinensis phan 1ap duoc 8 hop chit da biét gom: ficusal
(PT1), syringaresinol (PT2), medioresinol (PT3), lariciresinol (PT4),
secoisolariciresinol (PT5), vladinol F (PT6), luteoliflavan (PT7),
isorhapontigenin(PT8).

- Tr r& loai P.tonkinensis phan 1ap dugc 20 hop chat. Trong d6 ¢6 3 hop
chit  méi: (7S) -2,6-dimethoxyphenyl-7,9-propanediol-1-O-3-D-
glucopyranoside  (PT10); Trans-cinnamyl alcohol  9-O-(6'-O-a-L-
arabinofuranosyl)-B-D-glucopyranoside (PT25); 4-(3-hydroxypropyl)-2,6
dimethoxyphenol B-D-apiofuranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranoside (PT26)
va 17 hop chit da biét dihydrosyringin (PT9); (6S,9S)-roseoside (PT11); 1-
O-B-Dglucopyranosyl-2-{2,6-dimethoxy-4-[1-(E)-propen-3-
ol]phenoxyl}propan-3-ol (PT12); 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-2-[2-
methoxy-4-(w-hydroxypropyl)-phenoxyl]-propan-3-ol (PT13); benzyl O-a-
L-arabinopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranoside ~ (PT14);  1-O-(B-D-
glucopyranosyl)-2-[2,6-dimethoxy-4-(w-hydroxypropyl)-phenoxyl]-
propan-3-ol (PT15); (7R,8R)-threo-4,7,9,9'-tetrahydroxy-3,3'-dimethoxyl-
8-0O-4'-neolignan-4-O-B-D-glucopyranoside (PT16); (7S,8S)-threo-4,7,9,9'-
tetrahydroxy-3,3'-dimethoxyl-8-0-4'-neolignan-4-O-B-D-glucopyranoside
(PT17); pinoresinol-4,4'-di-O-B-D-glucoside (PT18); isoeucommin A
(PT19); pinoresinol 4’-0O-B-D-glucopyranoside (PT20); acanthoside B
(PT21); eucommin A(PT22); rourinoside (PT23); (7S,8R)-5-
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methoxydihydrodehydrodiconiferyl alcohol-4-O-B-D-glucopyranoside
(PT24); kelampayoside A (PT27); urolignoside (PT28).
2. Nghién cttu vé hoat tinh sinh hoc
- Pi tién hanh danh gi4 hoat tinh khang viém va chdng oxi hoa cua cic chat
da phan 1ap bang thtr nghiém &c ché san sinh NO trén t& bao RAW 264.7,
cam ung bang LPS va thir nghiém tc ché qua trinh peroxy hoa lipid méang té
bao cua 28 hop chat phan lap duoc tir qua va ré cua loai P.tonkinesis. Két
qua cho thiy:
-22 hop chat PT1-PT11, PT13, PT15-PT17, PT20, PT22- PT27 thé hién kha
ning khang viém trong do 14 hop chat PT1, PT4-PT6, PT7, PT9, PT11,
PT15, PT16, PT20, PT22, PT23, PT26, PT27 c6 gia tri ICso tur 1,78 — 37,03
cho kha niang khang viém thong qua két qua ICso tot hon so véi ddi ching
duong L-NMMA (ICso 37,8).
- 10 hop chat s6 PT2, PT4-PT8, PT19-PT22 thé hién kha ning chéng oxy hoa
trong d6 5 chat PT5, PT7, PT8, PT20, PT21 ¢6 gié tri ICso tir 10,36 — 27,45
kha ning chdng oxi hoa tét hon so véi ddi chimng duong trolox (ICso 31,4).
3. Nghién ctru vé chit danh diu

Sau khi lua chon 02 hop chit 1am chat danh dau cho dugc liéu P.
tonkinensis 1a pinorecinol 4’-O-B-D-glucopyranoside va vladinol F, da chiét
Xuit va tinh ché duoc chung & muc dé tinh khiét 98% véi trong lugng 100-
200 mg dé lam chat chuan cho kiém nghiém duoc liéu. Phuong phap phéan
tich sdc ki 16ng hiéu ning cao dé phan tich dinh luong hai chat danh diu
trong duoc lidu P.tonkinensis da dugc phat trién va tham dinh. Két qua cho
thiy phuong phéap phén tich c6 tinh dic hiéu, c6 khoang duong chuan tuyén
tinh tir 25,5 t6i 101,9 pg/ml (r = 0,9991) va tir 26,0 toi 103,9 pg/ml (r =
0,9987) cho hai chat danh diu, c6 d6 chinh xac t6t (RSD < 2%), d6 dung cao
(hiéu suét thu hdi trong khoang 99,4 t6i 101,5%), giGi han dinh luong Véi
pinoresinol 4-O-beta-D-glucopyranoside va vladinol F 1an luot 13 2,55 pg/g
va 2,60 ug/g duoc liu kho.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. Lan dédu tién da phan 1ap va xac dinh dugc cdu trac cua 28 hop
chat tir qua va ré caa loai Pandanus tonkinensis bang cac phuong
phap phan tich hoa 1y hién dai.

2. Xac dinh dugc 3 hop chat méi tir loai Pandanus tonkinensis gom:
(75)-2,6-dimethoxyphenyl-7,9-propanediol-1-O-B-D-
glucopyranoside (PT10); Trans-cinnamyl alcohol 9-O-(6'-O-a-L-
arabinofuranosyl)-p-D-glucopyranoside (PT25) va 4-(3-
hydroxypropyl)-2,6dimethoxyphenol 3-D-apiofuranosyl-(1—6)-
B-D-glucopyranoside (PT26).

3. Lan dau tién lya chon 02 hop chit lam chat danh dau cho dugc
liéu loai Pandanus tonkinensis theo dinh hudng bao vé gan la
pinorecinol 4’-O-B-D-glucopyranoside va vladinol F va xay dung
dugc phuong phap phan tich sic ky long hiéu ning cao phu hop
dé dinh luong hai chit danh du trong dwoc liéu Pandanus
tonkinensis.
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KIEN NGHI

C6 thé sir dung hai hop chit pinorecinol 4’-O-B-D-glucopyranoside
va vladinol F da chiét xuat tinh ché dugc 1am chat chuan va quy trinh phan
tich dinh luong da thim dinh dé kiém soat chat luong dugc lidu va nghién
clru qué trinh san xuat cac ché pham bao vé gan tir duoc liéu Pandanus
tonkinensis.






