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thw phoi A549: Tac dung nay tang khi thoi gian ché bién ting va dat
cuc dai & khoang thoi gian ché bién 12 gio. Tac dung nay dugc cho la
c6 lién quan dén ndng do6 cua cac ginsenosid dugc hinh thanh do qua
trinh ché bién 1a G-Rg;, -Rgs, -Rk; 1a cac ginsenosid dugc chimg minh
qua rat nhiu cong trinh nghién ctru dbi véi tac dung khang ung thu.
Su thay doi tac dung chong oxy héa: Qua trinh ché bién lam ting tac
dung chdng oxy hoa trén thir nghiém DPPH khi ché bién & 120 °C.
Tac dung khdng viém: O nhiét do ché bién cao hon nhu & 120 °C, ham
lugng saponin c6 aglycon thudc khung OCT nhu M-R2 va V-R2 giam
dan trong khi ham luong P-RT, ting 1én, diéu nay cho thdy P-RT,
chinh 14 chit chuyén hoa cia M-R2 do mét di mot phin dudng glucose
& vi tri C-6 kha bén vé6i nhiét. M-R2 va V-R2 cling cho théy duoc
chuyén héa thanh P-RT, va OCT qua dudng udng. P-RT, va OCT c6
thé ngan chan biéu hién cac cytokin tién viém gay boi LPS va kich
hoat yéu td transcription NF-xB bang cach trc ché gan két LPS véi thy
thé TLR4 trén té bao mién dich cling nhu té bao dai thuc bao.

KIEN NGHI
Céc két qua dat duoc néu trén 13 co so khoa hoc dé thyuc hién cac huéng
nghién ciru tiép theo cho Sam VN:
1. Két qua phan tich thanh phan va ham luong saponin cho thay
saponin c6 aglycon thuoc khung OCT chiém dén hon tir 36 ~ 75%
saponin toan phan. Két qua nay 1am tién dé cho cac nghién ctru vé xay
dung tiéu chuin cho S&m VN, ddng thoi dé thir nghiém tac dung sinh
hoc cua Sam VN.
2. C6 su thay dbi dang ké vé thanh phan hoa hoc sau ché bién. Do
vdy, can thém céc thir nghiém in vitro trén cac dong té bao ung thu
khac va khao sat thém mot sd tac dung sinh hoc cia Sdm VN ché bién.
Khao sat diéu kién ché bién téi uvu cho mét sé tac dung sinh hoc.
3. Nghién cuu quy trinh phén tich dinh tinh va dinh lugng saponin
trong S&m VN véi dau do MS nham xé4c dinh khong chi cac ginsenosid
c6 aglycon thudc khung PPD, PPT ma con c6 cac saponin c6 aglycon
thudc khung OCT.

GIOI THIEU LUAN AN
1. Pit van dé
Hdng sim duogc ché bién tir Nhan sim (Panax ginseng C.A. Meyer)
theo phuong phap co truyén bang cach hap cii sim twoi ¢ nhiét do cao.
Qua trinh ché bién lam thay ddi vé mat thé chit va thanh phﬁn hoéa hoc,
dac biét la thanh phﬁn ginsenosid. D(‘Sng thoi tac dung sinh hoc dugc
gia tang nhu tac dung khang phan bao, khang viém, chdng oxy hoa,
chéng két tap tiéu cau... Do vay, H(“)ng sam duoc cho la tdt hon, d4t
tién hon va sir dung phd bién hon Bach sdm. Sam Viét Nam (Sam VN,
Panax vietnamensis Ha et Grushv.) dugc phat hién tir nam 1973, dén
nay da duoc thé gidi biét dén qua nhitng nghién ctru vé thanh phan héa
hoc va tac dung dugc ly. Nhom nghién ctru cling da so bo khao sat sy
thay ddi thanh phin Sam VN bang cach hip & khoang 0-8 gio. Qua
trinh ché bién Sam VN tuong tu theo cach ctia Hong sam 1am gia ting
thanh phan ginsenosid kém phan cyrc va lam giam ginsenosid phan cuc
bi thay dbi trong qua trinh ché bién.
Pé tai “Nghién ciru thanh phin héa hoc va tac dung dwoc Iy ciia
Sam VN ché bién” duoc thuc hién véi cac muc ti€u sau:
= Phén tich, phan 1ap va xac dinh thanh phan héa hoc saponin trong
Sam VN.
= Phan l4p va xac dinh cdu trac thanh phan saponin trong Sim VN ché
bién va khao sat sy thay doi thanh phan hoa hoc saponin qua qua
trinh ché bién Sam VN.
= Khéo sat tac dung sinh hoc ctia Sim VN ché bién va cac thanh phan
saponin phan lap.
2. Tinh cAp thiét cia dé tai
Thanh phan héa hoc chi yéu va quan trong nhat ciia cac loai thudc chi
Panax 1a saponin hay con goi 1a ginsenosid. Pa ¢6 52 saponin dugc
phan 1ap tir than ré va ré ci va 8 ginsenosid mdi tir 14 S&m VN véi hiéu
suat cao. Cac saponin niy cé aglycon thudc khung PPD, PPT va OCT,
dac biét saponin OCT hién dién trong Sdm VN ham luong rAt cao ma
khong c6 hodc v6i ham lugng thap trong cac loai thude chi Panax khéc.
Su khac biét nay tao nén sy khac biét ve tac dung sinh hoc cho Sam



VN va htra hen rat nhiéu tac dung méi can dugc nghién ctru. Do do,
viéc phan tich thanh phan hoa hoc saponin rat can thiét nham bo sung
dir liéu vé thanh phan va ham luong cac saponin c6 trong Sim VN.
Sam VN da s6 dugce su dung dudi dang chua ché bién & dang tuoi hodc
phoi siy kho thong thuong. Do vy viée nghién ciru mot dang bao ché
moi ciing nhu nghién ciru sy thay déi thanh phan hoa hoc va tac dung
sinh hoc qua qua trinh ché bién 14 can thiét nham tao ra mot san pham
c6 chét lwong diéu tri tbt va gia ting gia trj sit dung cho S4m VN.

3. Nhirng dong gop moi cia ludn an

3.1. Quy trinh phan tich

Dé tai da xay dung dugc quy trinh phén tich dinh tinh va dinh luong
cac thanh phan saponin PPD, PPT va OCT trong Sdm VN vé6i phuong
phap HPLC/UV ELSD.

3.2.Thanh phin héa hoc saponin

D¢ tai da phan lap dugc 28 hop chét, trong do:

- 6 ginsenosid 14n ddu dwoc phén 1ap trong Sdm VN ché bién: 20(S) G-
Rg3, ZO(R) G—Rg3, G—Rk3, G—Rh4, G-Rk; va G-Rgs.

- 4 ginsenosid 14an dau duoc phan lap tir Sdm VN la: Notoginsenosid
R2, notoginsenosid R4, ginsenosid Ra; va notoginsenosid D.

- 1 ginsenosid méi ciu trac duge xac dinh 1a 3-O-a-D-xylopyranosyl
-(1-2)-a-D-glucopyranosyl(1—2)-a-D-glucopyranosyl-20(S)-
protopanaxadiol 20-O-a-D-xylopyranosyl (1—3)-a-D-xylopyranosyl
(1—6)-a-D-glucopyranosid.

3.3.Sw thay dbi thanh phan saponin ciia SAm VN ché bién

Bing phuong phap HPLC/ELSD, dé tai da khao sat sy thay doi thanh
phén hoa hoc saponin ciia Sam VN qua qua trinh ché bién. Ginsenosid
c6 aglycon thugc khung PPD va PPT phan cuc nhu G-Rgy, -Re, -Rb, -
Rd...bj chuyén héa thanh cac ginsenosid PPD, PPT kém phén cuc hon
nhu 20(S) G-Rhi, 20(R)-Rhi, 20(S)-Rgs, 20(R)-Rgs, -Rks, -Rhs, -Rk;
va -Rgs. Ginsenosid ¢6 aglycon thugc khung PPT kém bén hon so véi
khung PPD. Saponin ciu tric OCT do khong c6 dudng gin vao vi tri
C-20 nén tuong ddi bén ngay ca ché bién ¢ 120 °C trong 20 gio.
3.4.Tac dung sinh hoc
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Str dung k¥ thuat Q-TOF-MS két hop 'H-NMR di xac dinh duoc 5
ginsenosid méi thudc khung PPD c6 4-6 phan tir dudng trong cau tric.
Ham luong cua saponin tong trong than r&, r& ci va ré con lan luot 12
195, 156 va 139 mg/g, cao hon rat nhiéu trong cac loai Panax khac. Ti
1é ctia PPT:PPD:OCT lan luot & bd phan than ré 1 1:1,7:7,8; & 1é cu
1a 1:1,6:5 va & 1é con 1a 1:4,8:3,3.

2. Phan lap va xac dinh ciu triic saponin c6 trong SAm VN ché
bién va khéo sat sy thay dbi thanh phin saponin trong qua trinh
ché bién Sam VN

Téng cong 28 thanh phan di dwoc phéan 1ap va xac dinh ciu truc tir
Sam VN ché bién. Cac saponin da duogc cong bd 1a: G-Rby, -Re, -Rd,
-Re, -Rgi, N-R1, M-R1, M-R2, V-R2, P-RT4, V-R11, V-R10 va cac
saponin méi 1an dau tién duoc phan 1ap nhu N-R2 va céc cip dong
phan ciia saponin dugc hinh thanh do qué trinh ché bién nhur: 20(S) va
20(R) G-Rhy, 20(S) va 20(R) G-Rgs, -Rks, -Rhs, -Rg; va -Rgs bang cac
k¥ thuat sdc ky thong thuong, sic ky pha dao va prep-HPLC. Ngoai ra,
c6 4 ginsenosid mdi gdm G-Raj, notoginsenosid R4, notoginsenosid
D va mdt hop chét chwa cong bd trude day 1a 3-O-f-D-xylopyranosyl-
(1—2)-p-D-glucopyranosyl(1—2)-f-D-glucopyranosyl-20(S)-
protopanaxadiol 20-O-f-D-xylopyranosyl (1—3)-$-D-xylopyranosyl
(1—6)-4-D-glucopyranosid (SciFinder, tham khao ngay 08-10-2017).
Luan an thiét 1ap phuong phap phan lap cic thanh phan saponin c6
aglycon thuoc khung OCT don gian, hiéu qua va hiéu suét cao. Luin
an ciing gop phan xay dung dit liéu phé NMR cua cic saponin c6
aglycon thudc khung PPD, PPT va OCT trong Sdm VN.

Qua4 trinh ché bién Sam VN & 105 °C va 120 °C cho khuynh huéng
thay d6i thanh phan hoa hoc saponin twong tu nhau, tuy nhién téc do
thay déi ¢ 105 °C cham hon so v6i 120 °C khoang 1/3 lan. So véi
saponin c6 aglycon thudc khung PPD va PPT, saponin khung OCT bén
hon, hau nhu khong thay ddi nhiéu sau qua trinh ché bién, c6 thé giai
thich do OCT saponin khéng c6 lién két kém bén tai vi tri C-20.

3. Tac dung sinh hoc ciia SAim VN

S thay doi téc dung ke ché ting trudng té bao trén dong té bao ung
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ginsenosid kém phan cyc, dac biét 1a G-Rgs, -Rgs va -Rk;.

4.3.2. Tac dung chong oxy héa: ting dan theo thoi gian ché bién Sam
VN. Tuy nhién khac véi tac dung e ché ting trudng té bao do cac
thanh phan chinh 13 cac ginsenosid, tac dung chong oxy héa duoc cho
1a xut phat tir cac hop chét phenolic va san phim cta phan tng
Maillard.

4.3.3. Tac dung khing viém: P-RT4 va OCT tc ché qua trinh
phosphoryl hoa cua IRAK1, TAK1 va IkBa, cling nhu hoat hoa NF-
KB trong gan két LPS véi dai thuc bao phiic mac. Nhiing hoat chat nay
cling e ché manh biéu hién cua cac yéu t6 TNF-a, IL-18, COX-2 va
iNOS trong gén két LPS véi dai thuc bao phiic mac. Hon nita P-RT,
va OCT tic ché gin két LPS vé6i thu thé TLR4, 1a thu thé nhan dién
kiéu miu dap tmg cua LPS ¢ dai thuc bao phuc mé thong qua co/
khong co transfected MyD88 siRNA, gidng nhu ginsenosid-Re c6
aglycon thudc khung PPT da duoc cong bd trudc d6. Tuy nhién, nhiing
chat chuyén héa nay khong anh huéng dén biéu hién cta thy thé TLR4
trén dai thyc bao phuc mac gay boi LPS. P-RT, va OCT co6 thé ngan
chin biéu hién cac cytokin tién viém gy boi LPS va kich hoat yéu tb
transcription NF-kB bang cach tic ché gan két LPS véi thy thé TLR4
trén té bao mién dich ciing nhu té bao dai thuc bao. Cac cytokin dugc
thé hién thong qua sy kich hoat ciia NF-kB. Nhiéu yéu t6, bao gdm ca
LPS, kich hoat NF-«xB. LPS gay ra biéu hién IL-1§ va TNF-a in vitro
va in vivo trong cac t& bao mién dich qua TLR4 lién két con dudng
truyén tin hiéu NF-xB, qua d6 thiic ddy su viém sung. Két qua nghién
ctru cho thiy rang sir dung dudng udng hop chiat V-R2, M-R2 tir Sim
VN c6 thé dugc chuyén hoa thanh P-RTs, gitp cai thién tinh trang viém
bang cach e ché gin két LPS vio thuc thé TLR4 trén dai thuc bao.

KET LUAN
Theo ndi dung dé ra, dé ‘Eéi da thu duoc két qua nhu sau:
1. Phaén tich thanh phan saponin trong Sim VN
Xay dung quy trinh dinh tinh va dinh lugng 17 saponin trong cac bo
phan than r&, ré cii va ré con cia Sdm VN bang k¥ thuat HPLC/ELSD.

Nghién ciru tic dung chdng phan bao trén dong té bao ung thu phdi
A549 cho thay tic dung ciia Sam VN ting sau khi ché bién. Tac dung
chbng phan bao ting va dat cuc dai & khoang 12 gio sau ché bién.
Tac dung chdng oxy héa gbc tw do DPPH ciing tang khi thoi gian ché
bién ting ngay ca dén 20 gid sau ché bién & 120 °C.

Saponin khung OCT (P-RT4 va OCT) ¢6 tac dung khang viém béng
cach trc ché gfm két LPS vao thu thé TLR4 trén dai thuc bao.

4. B6 cuc luan an

Luan an gom 143 trang: M& dau 2 trang, Tong quan tai li¢u 40 trang,
Nguyén vt lidu va phuong phap nghién ciru 22 trang, Két qua nghién
cuu 57 trang, Ban luan 16 trang, Két luan va dé nghi 3 trang. Luan an
¢6 37 bang, 29 hinh, 9 so d6, 153 tai liéu tham khao gdm 9 tai liu
tiéng Viét va 144 tai liéu tiéng Anh, 8 phuy lyc (10 tiéu muc) thé hién
cac két qua thyc nghiém.

Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Thue vét hoc cic loai thudc chi Panax: O Viét Nam c6 4 loai
thudc chi Panax di duoc cong bd: P. bipinnatifidus Seem (Sam vii
diép); P. notoginseng (Tam that): loai di thuc trong & phia Bic VN; P.
stipuleanatus (Tam that hoang) va P. vietnamensis (Sam VN). Hai tht
cua Sam VN 1a P. vietnamensis var. fuscidiscus va P. vietnamensis var.
langbianensis...

1.2. Thanh phan héa hoc ciia cic loai thude chi Panax: C6 4 nhoém
chinh: Saponin, polyacetylen, polysaccharid va flavonoid. Bén nay, c6
khoang hon 300 saponin da dugc phan 1ap tur cac loai thudc chi Panax.
Thanh phan saponin triterpenoid trong d6 chu yéu cac ginsenosid dong
vai trd quan trong dbi véi cac tac dung lién quan di dwoc cong bd.
1.3. Thanh phén héa hoc va tic dung sinh hoc tir cic dang ché bién
khac nhau cia céc loai thudc chi Panax: Phirong phdp ché bién
Hong sdam: Nhan sdm & dang kho hay twoi dugc hip & nhiét do cao 98-
105 °C & thoi gian khac nhau. Thay doi thanh phan hoc: Qua trinh ché
bién biang nhiét lam thay d6i thanh phan saponin (ginsenosid) tao cac
ginsenosid méi thong qua qué trinh cit duong & vi tri C-20, C-3 hay
C-6 (kho hon) va khtr nuée tai vi tri C-20 ctia -OH ti do dé hinh thanh



cac ginsenosid kém phan cuc. Sw thay doi tdc dung sinh hoc:Da sé cac
tac dung sinh hoc nhu tic dung chdng oxy hoa, tic dung khang té bao
ung thu, tic dung bao vé gan,... déu ting 1én so v6i dang chua ché bién
la Bach sam.
1.4. Sam Viét Nam: Tén khoa hoc: Panax vietnamensis Ha et
Grushv., ho Ngii gia bi (Araliaceae). Tén Viét Nam: Sam Viét Nam,
Sam Ngoc Linh, Sdm Khu Nam, Sam K5, Sam dét trac.
1.4.1. Thanh phan héa hoc cua S&m VN: Thanh phan chu yéu 1a
saponin thugc nhom dammaran. Sam VN chira mét ham lugng saponin
c6 aglycon thudc khung OCT rét cao, dic biét 1a majonosid-R2. Cho
dén nay c6 khoang 73 hop chit saponin dugc phan lap tir Sim VN.
1.4.2. Tac dung dugc Iy ctia sim VN: Tac dung bdi bd co thé, ting Iy,
chéng nhuoc strc; Tac dung diéu hoa cac rdi loan chuyén hoa trong co
thé; Tac dung sinh thich nghi, chdng stress, ting sirc d¢ khang.
1.4.3. Sam VN ché bién: Pa sb dugc ding dudi dang tuoi hay phoi say
khé ma chua c6 nhidu nghién ctru vé bao ché dang Hong sam. Ché
bién Sam VN theo kiéu ché bién Hong sam cho thiy mot so thay doi
trong thanh phan saponin ctia Sdm VN. Thanh phan saponin trong Sim
VN c6 su thay doi trong sudt qué trinh hap: Ham lugng céc ginsenosid
chinh nhu G-Rb, -Rd, -Rg; giam dang ké va xuét hién cta cac pic méi
va thé hién rd nhat & mau S&m VN ché bién trong 8 gio. Tac dung ting
luc clia saponin toan phan S&m VN sau khi ché bién va trudc khi ché
bién khéng c6 su khac biét. Do do, viéc ché bién khong anh hudng dén
tac dung tang lyc — mdt tac dung chinh va quan trong ctia Sdm VN.
Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pdi twong nghién ciru
2.1.1. Nguyén vat liéu: Sam VN (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) 6
tudi duoc thu ’héi tai vuon sam Tra Linh, Quang Nam.
2.1.2. Hoa chat va dung moéi: CHCls;, MeOH, EtOH, EtOAc, n-BuOH,
ACN, MeOH (Merck va J.T.Baker). .. .
2.1.3. Trang thiét bi: May HPLC Alliance 2695 XE, déu do PDA 2996
(Waters); May sac ky long Perkin Elmer 200 két noi véi dau do ELSD
va Waters Acquity UPLC; NMR (Briiker) 500 MHz va 600 MHz.
2.1.4. Té bao, dong vat thi nghiém: Dong té bao A549 (ATCC, My);
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Ché bién sam VN bang cach hp c¢6 hoi nuéc ¢ nhiét dd 105 °C cho
thdy xu hudng thay d6i twong ty nhu & 120 °C vé sy hinh thanh cac
ginsenosid it phan cuc ngoai trir tc do cham hon. Téc d6 phan tmg
tang tir 2-3 1an khi nhiét d6 ting 10 °C. Hién twong nay ciing dugc
quan sat trong nghién ctru nay. Tdc do thoai giang cua ginsenosid ting
1én khoang 3 1an khi nhiét d6 ché bién ting thém 15 °C. G-Rh; va G-
Rg; déu c6 2 dang ddng phan 20(S) va 20(R). Dang 20(S) ciia G-Rh;
nguyén thuy cé trong Sam VN trong khi dang 20(R) duoc hinh thanh
va tang dan sau thoi gian ché bién. Ti 1 ddng phan 20(R)/20(S) cta G-
Rh; 12 0,36 14n & 2 gio va tang 1én 0,83 1an sau 20 gid ché bién ¢ 105
°C. G-Rg; ciing cho két qua twong ty. Ti 16 dong phan 20(R)/20(S) cia
G-Rgs 12 0,55 & 2 gid va tang 1én 0,78 sau 20 gid ché bién. Két qua
twong tu & nhiét do ché bién 120 °C, ti 18 20(R)/20(S) G-Rh; sau 2 gid
ché bién 1a 0,52 tang 1én 1,98 1an sau 20 gio. Ti 1& 20(R)/20(S) G-Rg;
sau 2 gio & nhiét do ché bién 120 °C 1a 0,78 va tang 1én dén 1,11 1an
sau 20 gid ché bién. Diu nay cho thiy nhiét d ché bién cang tang va
thoi gian ché bién cang dai thi cang gia ting ham luong ciia dong phan
dang 20(R). Trong khi d6 ti 1& cta hai cip ddng phan lap thé G-Rk,/G-
Rgs va G-Rks/G-Rhy, khong thay ddi nhidu khi thoi gian hodc nhiét do
ché bién tang lén.

4.3. Su thay dbi tac dung sinh hoc do qua trinh ché bién Sdm VN
4.3.1. Tdc dung ikc ché tang trudng té bao: ting 1én c6 y nghia khi thoi
gian ché bién ting. Tac dung khang phan bao dat cuc dai sau 12 gio
ché bién & ca 105 °C va 120 °C. Piéu dang ké 13 tong ham luong cic
ginsenosid kém phan cuc dugc hinh thanh do qué trinh ché bién ciing
dat cuc dai sau 12 gio ché bién. Giita cac ginsenosid kém phan cuc
nay, cac ginsenosid c6 aglycon thugc khung PPD nhu G-Rgs, -Rgs va
-Rk; 1a nhiing ginsenosid dugc chimg minh c6 tac dung khang phan
bao manh hon céac ginsenosid PPT kém phéan cuc khac nhu G-Rhy, -
Rks va -Rhy va cac ginsenosid phan cuc khéc trong cac dong té bao
ung thu. Ham luong cac ginsenosid nay ciing dat cuc dai khoang tur
12-14 gio sau qua trinh ché bién. Piéu nay ching to c6 mdi quan hé
gilta tac dung wc ché ting truong té bao va ham luong cua cac
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hap nham muyc dich chuyén hoa hoan toan céc ginsenosid c4u triic phan
cuc PPT nhu G-Re, -Rg; thanh cac ginsenosid kém phén cuc giap cho
qua trinh phéan 1ap cac saponin c6 aglycon thudc khung OCT moét cach
dé dang. Chi v6i phuong phap SKC ¢b dién sir dung pha dao RP-18,
cac saponin cé aglycon thudc khung OCT d3 dugc phan 1ap voi sb
lugng 16n, don gian va hiéu qua. Mot lugng nho aglycon thudc khung
OCT duoc phan 1ap trong cao nude sau khi duoc tiép tuc ché bién bang
cach hap & nhiét do 120 °C trong 8 gid.

—P¢ tai ciing phén 1ap duge panaxynol hi¢u suat twong ddi cao. Day
1a thanh phan rat kém bén sau khi phan 1ap, nhung van bén trong Sam
VN sau khi ché bién. Céc thanh phan polyacetylen dd duoc ching
minh c6 hoat tinh khang phan bao manh trong rat nhiéu nghién ciru.
Viéc ché bién Sam VN theo kiéu Hong sam khong lam anh hudng déng
ké dén panaxynol, mét thanh phin polyacetylen chinh ciia S4m VN
cling nhu P. ginseng c6 tac dung sinh hoc manh.

4.2.2. Sy thay d6i thanh phan va ham luong saponin trong Sim VN
Dua vao biéu dd thay ddi cac saponin c6 aglycon thudc khung PPD,
PPT va OCT & 0 cho thay cac ginsenosid PPT bi thoai giang nhanh
hon ginsenosid PPD. Sau 12 gid ché bién & 105 °C, khong con phat
hién saponin nay trén SKD trong khi ham lugng ginsenosid PPT kém
phan cuc dat cuc dai. G-Rd tuong ddi bén hon so véi G-Rb; va -Rb,.
G-Rd van con sau 20 gid ché bién va cac ginsenosid kém phén cuc
khung PPD van tiép tuc ting 1én sau 20 gid.

Ham lugng saponin khung OCT thay d6i khong nhiéu sau qué trinh
ché bién do c6 lién két glycosid bén tai vi tri C-6. Khoang 84% saponin
c6 aglycon thudc khung OCT con lai sau 20 gid ché bién. Ham luong
saponin P-RT4 ndy ting 1én 70% sau 20 gid ché bién. Diéu nay c6 thé
thay rang P-R T c6 thé duoc tao thanh do qua trinh deglycosyl héa ciia
M-R1, M-R2 va V-R2 tai vi tri C-6. Tuy nhién, M-R1, M-R2, V-R1
va V-R2 tuong d6i bén ngay ca sau 20 gid ché bién ¢ 120 °C. Diéu nay
thém khang dinh saponin c6 aglycon thuc khung OCT tuong dbi bén
v6i nhiét do khong ¢6 nhom glycosid tai vi tri C-20.

So sanh sy twong quan ¢ nhiét d9 ché bién 105 °C va 120°C.

Chu6t nhit duc ICR (20-23 g, 6 tudn tudi, RaonBio Inc., Han Qudc).

2.2. Phuong phap nghién ciru

2.2.1. Phan tich thanh phan saponin trong cac b phan cua Sim VN

- Phan tich dinh tinh bé“mg SKILM, HPLC/UV/ELSD va LC/MS

- Xay dung quy trinh dinh lugng va xdc dinh ham lugng saponin
trong Sam VN bang HPLC/ELSD.

Chuén bi mau thir: Can chinh xac 100 mg bot Sam VN ctia cac bd phan

tuong g cho vao 6ng nghiém 12 ml, thém chinh xac 10 ml dung méi

MeOH 70% day chit nép, siéu am trong 40 phit & 30 °C, ly tim & 1000

vong/phut. Dich chiét duoc loc qua mang loc 0,45 pm.

Phan tich HPLC/ELSD: Hé thong sdc ky: Perkin Elmer series 200

HPLC két hop déu do ELSD. Cét: Phenomenex Gemini C18 (150 x

4,6 mm; 5 pm). Pha dong: Nude (A) va ACN (B): 0-11 phut (21% B);

11-25 phat (21—-32% B); 25-35 phut (32—40% B); 35-40 phut

(40—95% B); 40-60 phut (95% B); 60-61 phut (95—21% B) va 61-

71 phit (21% B). Toc dé dong: 1 ml/phat. Thé tich bom mau: 20 ul.

Nhiét dé cét: 30 °C. Pau do: ELSD, nhiét d héa hoi: 50 °C, ap luc khi

nito 3,8 bar. Him luong saponin (mg/g) trong cac bd phan than ré, ré

cu va ré con ctia Sdm VN duogc xac dinh theo quy trinh dinh luong

HPLC/ELSD:

1g(S)-bo

10 » X 10.000

m
Trong dé: S: dién tich dinh thu dwoc; b0, b: hé s ctia phwong trinh héi quy ndng do
theo Ig dién tich dinh; m: khéi lwong dwoc liéu khd (mg).

Ham lwong (mg/g) =

2.2.2. Nghién ctru thanh phan héa hoc saponin ciia Sim VN ché bién
- Ché bién Sam VN, chiét xuét va phéan 1ap cac cao chiét, phan doan
va thanh phan Sdm VN: Bot sim VN ché bién (1,5 kg) duogc chiét lan
luot véi Et,O va MeOH (Soxhlet). Dich chiét MeOH duoc ¢d loai dung
mdi, chiét phan b 1an lugt voi EtOAc va n-BuOH bio hoa nude. Cao
chiét Et;0, EtOAc va n-BuOH duoc tiép tuc str dung dé phan 1ap bang
céc phuong phép sic ky khac nhau (prep-HPLC, semiprep-HPLC).

- Xac dinh céu trac: MS, Q-TOF-MS va 1D-NMR va 2D-NMR.

- Khao sat sy thay doi thanh phan saponin theo diéu kién nhiét do va
thoi gian ché bién khac nhau bing HPLC/ELSD: Sam VN dugc ché
bién & 105 °C va 120 °C trong khoang thoi gian 0-20 gid. Danh gia su
thay ddi thanh phan saponin bing HPLC/ELSD.



2.2.3. Nghién ciru tac dung sinh hoc ciia S4m VN ché bién

- Panh gia tic dung trc ché ting trudng té bao ciia dong té bao ung thu
phdi A549, tac dung chdng oxy hoa ctia Sam VN & diéu kién ché bién
khac nhau (105 °C va 120 °C trong khoang thoi gian 0-20 gio).

- Panh gia hoat tinh va khao sat co ché khang viém cia M-R2, V-R2
va céc chat chuyén hoa P-RT4, OCT str dung dai thyc bao phic mac
phén lap tir chudt, xur Iy voi tac nhan kich thich phan tng viém LPS.

Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Phén tich thanh phén saponin trong cic b phin ciia Sim VN
3.1.1. Phan tich dinh tinh thanh phan saponin trong ré con Sam VN
Két qua LC/MS va Q-TOF-MS dinh danh cac pic chinh trén SKD
HPLC cua ré con Sam VN duoc thé hién & Bang 3.10.

Bang 3.10. Két qua LC/MS va Q-TOF-MS dinh danh cac pic chinh trén SKD
HPLC ctia mau ré con Sam VN.

STT Saponin Pic MW Rt (phut)  [M-H]—
1. N-R1 1 932 14,51 931,52
2. M-R1 2 816 15,47 815,48
3. G-Rg;q 3 800 19,22 799,48
4. G-Re 4 946 19,65 945,54
5. M-R2 5 786 20,75 785,46
6. V-R11 6 786 21,92 699,42
7. V-R1 7 828 (V-R2) 29,03 827,78
+V-R2 842 (V-R1) 841,90
8. ut* ut 1372 29,32 1371,6835
9. u2 u2 1240 30,65 1239,6414
10. u3 ud 1240 31,69 1239,6404
11. N-R2 8 770 32,5 769,48
12. u4 ud 1342 33,05 1341,67
13. G-Rby 9 1108 33,13 1107,9
14. ub us 1209 34,11 1209,6268
15. G-Rby 10 1078 35,23 1077,90
16. G-Rd 11 946 37,69 945,91

Duva vao két qua Q-TOF-MS, CTPT cua 5 pic ul, u2, u3, u4 vaus lan
luot dugce xac dinh 1a CesH108031, CsoH100027, CsoH100027, Ce3H106030
va CssHosOz dua vao gid tri phan manh [M-H]" 1371,6835
(CeaH107031:  1371,6796), 1239,6414 (CsoHooO27:  1239,6373),
1239,6404  (CssHo7O2:  1239,6268), 1341,6690  (Cs3Hi05030:
1341,6691) va 1209,6268 (CssHo7O26: 1209,6268) véi do 1éch khéi
ADa s0 v6i s6 khdi 1y thuyét 1an Iuot 14 0,039; 0,041; 0,136; 0,009 va
0,000. Cac pic nay déu cho hip thu UV & budc séng 203 nm.

19

20(R)-Rhy; 20(S) G-Rgs va 20(R)-Rgs.

Bén canh cac ginsenosid kém phan cyc duoc hinh thanh do qua trinh
ché bién dwoc phan 1ap néu trén, dé tai ciing phan 14p duoc cac saponin
khac nhu:

—4 ginsenosid phan cuc c6 aglycon thudc khung PPT gdm: G-Re, -
Rgi, N-R1, N-R2 v6i thu suét thip hon so véi cac dé trai trude. Trong
d6 N-R2 1a ginsenosid 1an dau dugc phén lap trong Sim VN. Diéu nay
cho thiy saponin c6 aglycon thudc khung PPT kém bén va bi chuyén
hoa thanh cac ginsenosid kém phan cuc khac c6 khung PPT. Két qua
hiéu suat phan lap phu hop véi két qua phan tich HPLC.

—10 ginsenosid phan cuc ¢ aglycon thudc khung PPD gdm: G-Rb, -
Rbs, -Rc, -Rd 14 cac thanh phin ginsenosid chinh c¢6 trong S&m VN
chua ché bién. Bén canh cac ginsenosid trén, dé tai con phén lap duoc
4 ginsenosid c6 aglycon thudc khung PPD rat phan cyc trong ciu tric
c6 tir 5-6 duong tir S&m VN ché bién gém notoginsenosid D (N-D), N-
R4, G-Ra; va hop chat 22 dugc xac dinh 1a 3-O-f-D-xylopyranosyl-
(1—-2)-4-D-glucopyranosyl(1—2)-f-D-glucopyranosyl-20(S)-
protopanaxadiol 20-O-f#-D-xylopyranosyl (1—3)-$-D-xylopyranosyl
(1—6)-B-D-glucopyranosid . Diéu nay ching té ginsenosid c6 aglycon
thudc khung PPD kha bén so véi khung PPT. O nhiét do ché bién 105
°C trong vong 8 gio, cac thanh phan ginsenosid phan cuc c6 aglycon
thuéc khung PPD van con hién dién va duoc phan 18p tir Sim VN ché
bién. Nhu vay chimng t6 ginsenosid c¢6 aglycon thudc khung PPD phan
cuc twong dbi bén ¢ nhiét do ché bién cua Hong sam va thoi gian ché
bién 8 gio.

—6 saponin c6 aglycon thudc khung OCT gébm: M-R1, M-R2, P-RTy,
V-R2, V-R11 va OCT genin. Truéc day viéc phan lap saponin co
aglycon thudc khung OCT nhu M-R2 thuong phai st dung sic ky 1ong
diéu ché do hai thanh phan M-R2 va G-Rg; khé phan tach nhau trén
SKC pha thuan hay pha dao. Pong thoi viée sir dung dau do UV ¢
budc séng 203 nm dé phat hién ciing c6 nhiéu han ché. Do vdy dé phan
1ap céac saponin c6 aglycon thudc khung OCT, didc biét 1a thanh phan
chinh M-R2, cao nudc sau khi lic phan bd véi EtOAc da duoc tiép tuc
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nghién ctru nay ciing cho thiy mét s ginsenosid méi véi khdi lwong
phan tir 16n twong dwong véi 5-6 duong trong cau tric hién dién cha
yéu trong ré& con Sam VN va chwa duge phan 14p va xac dinh ciu truc.
4.2. Thanh phin saponin ciia Sim VN ché bién

Sam VN da s6 duoc sir dung ¢ dang tuoi hodc phoi khdé ma chua c6
nhiu nghién ctru vé ché bién theo kiéu Hong sam hodc Thai duwong
sam. Hon nita, ngoai hai thanh phan ginsenosid c4u triic phd bién 1a
PPD va PPT, Sdm VN con chira ham lugng 16n cac saponin cé aglycon
thudc khung OCT. Sy thay ddi céu truc cua ginsenosid co aglycon
thuoc khung PPD va PPT qua qua trinh hip (steaming) d duoc thuc
hién trong rat nhidu nghién ctru trude ddy, tuy nhién dbi v6i saponin
c6 aglycon thudc khung OCT thi chua dugc khao sat. Do vdy trong
nghién ctru ndy chung toi nghién ciru thanh phan saponin cia S&m VN
ché bién va sy thay doi thanh phan héa hoc saponin ctia Sdm VN ché
bién theo kiéu Hong sam va Thai duong sam ¢ 105 °C va 120 °C trong
khoang thoi gian khac nhau tir 2 dén 20 gioy, ddng thoi so sanh sy twong
quan ¢ hai nhiét d6 ché bién.

4.2.1. Phan lap va x4c dinh thanh phan hoéa hoc ciia Sdm VN ché bién
Str dung cac phuong phép chiét xuat va phan 1ap thuong quy, két hop
cac phuong phap MPLC, semi-prep HPLC va prep HPLC, dé tai da
phan 1ap duogc 28 hop chat: 25 saponin c¢6 aglycon thudc khung PPD,
PPT va OCT, 1 polyacetylen (panaxynol), hon hgp sistosterol va
stigmaterol va daucosterol.

Céc ginsenosid méi duoc tao thanh qua qué trinh ché bién da s6 1a cac
cip dong phan 20(S) va 20(R) do qua trinh khir duong
(deglycosylation) ctuia ginsenosid ¢ aglycon thuoc khung PPD/PPT
phan cuc [85]. Trén SKLM, cac ginsenosid nay khong tactoh nhau do
véy khong thé str dung k¥ thuat SKC thong thuong. Do véy viée phan
tach céc ginsenosid nay ciling kha phurc tap. Nghién ctru nay st dung
ky thuat SKC c6 dién két hop HPLC diéu ché dé phan 1ap cic dong
phan ginsenosid duoc hinh thanh do qua trinh ché bién Sam VN.
Phuong phap HPLC diéu ché cho thdy su hi¢u qua trong phan lap 4
cip dong phan nhu G-Rk; va -Rhs; G-Rk; va -Rgs; 20(S) G-Rh; va

3.1.2. Phan tich dinh tinh va dinh lugong.
Séc ky do dinh tinh va dinh luong bing HPLC/ELSD Sam VN
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Hinh 3.12. SKD HPLC/ELSD dai dién cho 5 b phan khac nhau cia Sam
VN.
(A) Than ré; (B) Ré ci; (C) R& con; (D) La; va (E) Than (N6ng d6 phan tich ciia méu
Than va La cao gép 3 1an cac mau khac). Chd thich: N-R1 (1), M-R1 (2), G-Rg; (3), G-
Re (4), M-R2 (5), P-RT, (6), V-R11 (7), V-R1 + V-R2 (8), N-R2 (9), G-Rb (10), G-Rb,
(1 1,), G-Rd (12) vé’5 pic chwa xac dir~1h (u1-ub). . .
Két qua cho thay SKP cuia mau trén mat dat (1a va than) khac vai mau
dudi mat dat.
Quy trinh dinh lwong bang phwong phdap HPLC/ELSD
Bang 3.13. Pudng tuyén tinh clia 9 saponin chinh véi dau do ELSD

Saponin . N ) Khoang tuyén LOQ LOD
Phuong trinh hoi quy R tinh (mg/ml) _ (mg/ml) (mg/ml)
N-R1 ¥ = 16.095.158x 001 0.0985 0,013-1,040 00220 _ 0,0060
G-Rgi  y=14.505168x" 57 09983 0,007-0955 00220 0.0070
G-Re y = 15.540 85316196 09977 0.013-1075 00220  0.0070
M-R2 y = 20,958 1576665 0.9984 0.019-0.61 0.0190  0.0040
P-RT,  y=20.123.608x"6" 0.9990  0,009-0.56 0.0160 00065
VRI1  y=4.707.057x"5007 09994  0.055-169 0.0550  0.0260
V-R2 y = 22.774.081x16510 0.9994  0.007-056 0.0130 00035

G-Rb; y = 30.016.270x"691 0,9991  0,007-0,495 0,0130  0,0038



Saponin S ) Khoang tuyén LOQ LOD

Phuong trinh hoi quy R tinh (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml)
G-Rd y = 28.974.603x""""° 0,9993 0,007-0,495 0,0120  0,0039
Béng 3.12. Két qua do dung cla 9 saponin chinh trong S&m VN

ELSD uv

Saponin Original Thém vaoTim thdy Tilé hdi R.S.D OriginalThém vao Timthay Tilé hdi R.S.D

(mg/g) (mglg) (mg/g) phuc (%) (%) (mg/lg) (mg/lg) (mglg) phuc (%)

(%)

0,09 0,24 98 69
N-R1 0.15 0,11 0,26 97,8 57
24 505 048 327 2.4 6,11 995 166
C-Rgi 386 —5 00 669 1002 118 /% 302 6,83 1002 1,14
0.1 0,17 816 03
G-Re 009 52 019 845 04
308 1017 943 415 N
MR2 641 —/98 1121 965 04 NP
1,02 272 985 449
PRT4 171 — 55 281 894 09 P
052 117 1115 4,06
VRI 087 —y e 131 1023 042 NP
0,08 0,25 103,7 54
VR2 017 — 0628 101 636 P
10 1,98 97 2.3 1.0 2,01 101 1,62
G-Rbi 1,01 12 212 92 763 01 T5 2,15 9% 575
052 1,05 95 0,96 0,52 11 106,3 2,86
G-Rd 056 —('a3 73 90 307 °°° 063 119 98 6.45
Béng 3.14. D6 13p lai trong ngay va lién ngay cla phwong phap HPLC-ELSD
ELSD
. Trong ngay Lién ngay
Saponin — . lrong (mg/g) %R.S.D __ Ham lvong (mg/g) _ %R.S.D
N-R1
G-Rg; 35810,2 0,75 36,6+ 1,1 3,03
G-Re
M-R2 62,8+0,3 0,51 64,115 243
P-RT, 16,8 £ 0,2 1.4 17,6 £ 0,6 3,78
VR11 6,7+02 3,03 7,7+0,18 2,37
VR2 1,5+ 0,05 3,77 1,7+ 0,06 3,87
G-Rb; 10,1 + 0,00 0,09 10,5+ 0,3 2,96
G-Rd 5,6 + 0,06 1,14 5,6 +0,12 2,26

Két qua dinh heong saponin trong than ré, ré cii va ré con Sam VN
Bang 3.16. Ham lwgng" saponin trong cac bd phan than ré, ré ct va ré con

Loai Saponin CTPT Than ré Ré cu Ré con
G-Rb; Cs4Hg2023 8,1+ 2,8 10,1+4,3 11,5+£3,7
G-Rb, Cs3HgoO22 3,6 £2,1 22+1,1 1,9+0,5
G-Rd C4sHs2018 2,3+04 1,5+0,5 1,7+ 0,3

PPD u1? Cs4H108031 N.D” N.D 242 +49
u2? CsoH100027 92+23 12,1+4,1 14,2+4,6
U32) C59H100027 N.D N.D 7,0 + 1,3
u4? Co3H106030 N.D N.D 52+0,9
u5? CssHgs026 8,0+3.2 53+13 7,8 +3,6

LPS - + + + +
Saponin (10 uM) - - M-R2 P-RT4 OCT
Hinh 3.27. Tac dung cGia M-R2, P-RT4 va OCT lén sw chuyén vi NF-kB vao
nhan té bao
Chuwong 4. BAN LUAN

4.1. Phan tich thanh phin saponin trong sim VN

ELSD 1a mét lya chon téi vu cho viée dinh luwong cac saponin trong
cac loai thudc chi Panax, saponin c6 aglycon thuoc khung OCT.
Saponin khung OCT 14 thanh phan saponin chinh ctia Sam VN, chiém
hon 50% ham lugng saponin toan phan gdm M-R2 (thanh phén chinh),
M-R1, V-R2 chua dugc phat hién cling nhu dinh luong trong cac
nghién ctru truée day. Trong nghién ciru nay sir dung dau do ELSD,
cac thanh phan saponin cé aglycon thudc khung OCT dd dugc phat
hién va dinh lugng. Viéc danh gia thanh phan, ham lugng cac saponin
thudc cac nhom nay rat quan trong dé danh gia tiéu chuan chat luong
cho S4m VN ciing nhu dinh huéng cho cac nghién ctru vé tic dung
sinh hoc va dugc ly. Két qua phan tich cho thiy Sam VN khac cac loai
Sam khac & thanh phan saponin ciing nhu ham luong saponin cao hon
gap nhiéu lan. Sir dung phuong phap TLC diéu ché, prep-HPLC két
hop k¥ thuat xac dinh pho kh6i Q-TOF-MS hién dai, cac ginsenosid
moi trong Sdm VN d3 duoc xac dinh. Phuong phap nay rat hiéu qua,
don gian va nhanh chong, gitip dinh hudng cho viéc phan lap cac
ginsenosid méi chua duge xac dinh céu trac trong Sam VN. Két qua
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Biéu dd 3.7. Sy thay dbi tac dung khang phan bao ctia Sam VN ché bién & 120
°C trén dong t& bao ung thw phdi A549.

3.4.3. Tac dung khang viém: P-RT, va OCT ¢ ndng d¢ 10 va 20 uM
trc ché qua trinh phosphoryl hoa cia IRAK 1, TAK va IkBa, ciing nhu
hoat hoa NF-kB trong gén két LPS véi dai thuc bao phuc mac. Nhing
hoat chat nay ciing trc ché manh biéu hién cua cac yéu t6 TNF-a, IL-
18, COX-2 va iNOS trong gan két LPS véi dai thuc bao phiic mac. P-
RT, va OCT c6 thé ngin chin biéu hién cac cytokine tién viém gy
boi LPS va kich hoat yéu td transcription NF-kB bang cach irc ché gan
két LPS vé6i thu thé TLR4 trén t& bao mién dich ciing nhu té bao dai

thuc bao.

p-p65 W D D e e e e e

p65 T N e " e -

iNOS Eﬂlﬁ"‘" '

coxa Ll T F R
B-actin
. o i i s

LPS = + + + + + + +
Saponin (10 pM) = = 10 20 10 20 10 20
MR2 PRT4 ocT
H"lnh 3.26. Tac dung cf{a M-R2, P-RT4 va OCT trén biéu hién cta cac yéu
to tham gia dwdng truyén tin hiéu viém thdong qua NF-kB khi x& ly v&i LPS
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Loai Saponin CTPT Than ré Ré cu Ré con
Tong PPDY 31,2+9,9 31,3+ 10,3 734117
G-Re CasHg2015 1,1+0,4 0,7+0,5 6,114
G-Rg; Ca2H72014 10,9+1,9 11,3+2,2 49+23

PPT N-R1 Ca7HgoO1s 35+1,0 38+1,3 26+1,1
N-R2 C41H70013 30+16 35+14 1,7+0,4
Tbng PPT* 18,5+ 3,0 192+45 152+ 3,5
M-R1 C42H72015 7214 49+15 1,8+1,0
M-R2 Ca1H70014 935+162 706+151 26,5+ 13,1
P-RT, CasHe2010 2,4+0,5 1,2 +0,1 N.D

OCT  V-R11 Ca1H70014 87+13 50+14 6,3+2,6
¥\5{-1R25) g:‘a‘:gg;: E\\;EB 33,7+89 237+4,9 16,2 +4,3
Tdng OCT® 1455+235 1054+222 50,7+20,7

Ham lwong téng 1952+353 1559+344 139,3+299

" Két qua dwgc thé hién & gia tri trung binh + SD (n=6), mg/g (tinh trén duwoc liéu
Sam VN kho).

2 Cac pic chwa biét, dwoc xac dinh thudc nhém PPD dya vao két qua Q-TOF-MS va
"H-NMR. Ham Iwgng ctia u1-u5 dwoc tinh toan dwa vao dap (rng véi dau do ELSD
so v&i G-Rb;.

3 PPD: G-Rby, -Rby, -Rd va u1-us. 4 PPT: G-Re, -Rg4, N-R1 va N-R2. ¥ Bugc
tinh cho V-R2

8 OCT: M-R1, M-R2, P-RT,, V-R1, V-R2 va V-R11. 7 N.D: khoéng phéat hién.

Ham lugng saponin toan phin cta Sdm VN & cac by phan than ré, ré
ct va ré con lan luot 14 195,2; 155,9; 139,3 mg/g duoc li¢u kho. Ti 1€
ham luwong saponin c6 aglycon thugc khung PPT:PPD:OCT thé hién
trong Biéu d6 3.1.

200 - Ti & PPT:PPD:OCT
Than ré 1:1,7:7,8
R(iacﬂ 1:16:55
Ré con 1:48:3.3
~ 150 A
o
o
£ PPT
n
(@)
s 100 - =PPD
5 ocT
IS
T
50 o
mll mll =

Than ré RE& cu Ré& con

Biéu db 3.1. Biéu db so sanh ham Iwgng cac saponin chinh nhém PPT, PPD va OCT
trong cac bd phan dwéi mat dat cia Sam VN.
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3.2. Thanh phzfm saponin ciia sim VN ché bién o
3.2.1. Chiét xuat va phan 1ap saponin tir Sim VN ché bién

[ Bot Sam VN ché bién [1,5 kg] ]
| Et,0, Soxhlet

Ba dworc liéu Cao Et[13 g]
MeOH, Soxhlet
Cao ME [645 ¢] Trich lvu 10 g

Hoa trong nudc, chiét phan bb véi EtOAC

| v |

Dich chiét EtOAc 1a Dich nwéc
[50 mg]

,; :, Trich luvu
2 Cao EA [60 g] Cao WE [65 g]
[834 mg]

Hinh 3.15. So d6 quy trinh chiét cac cao ti» dwoc liéu Sam VN ché bién

Chiét phan bé véi n-BuOH
bé&o hoa nudc
Cao Bu1 [225 g]

Két qua phan 1ap thanh phan tir cao EA dugc tom tit trong 0.
Cao EA [40 g]

SKC
Pd EA3 Pd EA4 Pd EA;
¢ | ske |
4 | | | I A E
20mal by Ea,, Pd EAss Pd EAs7 PAEAss 138 PdEAs4
Prep (24 mg] Prep
-HPLC SKC l l-HPLC
I S T A
[1035 mg] [18 mg]
5 P4 EAsss PdEAss7 1a PdEA4s4
[36 mg] [18 mg] Prep l [130 mg] Prep
-HPLC -HPLC
7 1b
[400 mq] [30 mg]
3a 3b

[132 mg] [290 mg]

) Hinh 3.16. So' d6 phan Iap cac thanh phan tir cao EA
Két qua phan lap thanh phan tir cao Bul dugc trinh bay trong Hinh
3.18.

15

Cha thich: 105, 120: tu’ong'u’ng v&i nhiét dd ché bién & 1p5 °C va 120 °C. 0-2-4,...-20:
twong ng voi thoi gian che bien 0 gid (Sam VN chwa che biéen), 2, 4,..., 20 gio.

3.4. Su thay déi tac dung sinh hoc ciia sAim VN sau ché bién

3.4.1. Tac dung chdng oxy héa: Tac dung chdng oxy hoa ciia Sim VN
chua ché bién (0 gid) va Sam VN ché bién tir 2- 20 gio duge thé hién
trong Biéu db 3.5.

70 q

1Io\ X ‘1I2 14 16 18 20
Thoi aian

Biéu db 3.5. Hoat tinh chéng gbc tw do DPPH cliia Sam VN & thoi diém ché bién
khac nhau tai 120 °C.

3.4.2. Tac dung e ché ting truong té bao: Két qua ché bién ¢ diéu

kién 105 °C va 120 °C trong khoang thoi gian tir 2-20 gio trén dong té

bao ung thu phdi A549 dugc thé hién trong Biéu dd 3.6 va 3.7

100

4+ 3mgiml ¥ 15mgml & 0,75 mgiml

(0] é 4‘1 é é o 1‘0 1é 1‘4 1‘6 1‘8 26
Thoi gian (gio)
Biéu dd 3.6. Tac dung khang phan bao ctia Sam VN ché bién & diéu kién 105 °C
trong khoang thoi gian tir 2-20 gié trén dong té bao ung thw phdi A549.
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*°1Ham lweng (mg/ g) Cao Bu1[70g]

SKC
| | | |
i ::(‘:)’ Pd Bui1s PdBuiis PdBuise  Pd Buiay Pd Buy.25
100 —O— PPD (2) Prep .
Dt f HPLC }1 MPLC (RP-18) SKC
40 Banhadl (300 mg] 4,6 g] | | | | |
] (105 6] [500mg) PABULms | PABUIs PABuizss Pd Buszss Pd Burzse Pd Buszss
SKC lHF’LC lHPLC HPLC lRp-18
Pd Bus.17.6 Pd Bui2s3
° A 0 1> 14 15 17 18 19 23
" " Theidian @iy (roomgl | (300mgl [10mg] (16 mgl o] 21 22 150mal
Biéu d6 3.2. Sy thay d6i ham lwong saponin c6 aglycon thudc khung PPD, PPT e [36 mg] [22 mg]
va OCT trong qua trinh ché bién Sam VN & 105 °C. 16 L 1
PPD (1): G-Rb1, G-Rbz, va G-Rd  PPT (1): G-Re va G-Rg: OCT: M-R1, M-R2, V-R1 va V-R2. [350 mg] 19 20
PPD (2): 20(S) G-Rgs, 20(R)-Rgs, G-Rk1 va -Rgs. PPT (2): 20(S) G-Rhs, 20(R) -Rh1, G-Rks va -Rha. (10 mg] [18 mg]
% 1Ham lwong (mg/ g) Hinh 3.18. §0 do phan lap ce:lc thanh phan t cao Bu1 ]
] Cao chi¢t WE ti€p tuc dugc hap ¢ 105 °C trong 8 gid va dugc chict
] phan bo 16ng 16ng véi n-BuOH, phan doan n-BuOH duoc c6 thu hoi
14 A
N dung moi thu dugc 10 g cao Bu2.
10 1
s
6
4l
5 —— 20(S)-Rh1 —A— 20(R)}-Rh1 —#— Rh4 —O— Rk3
—w— 20(S)-Rg3 —@— 20(R)-Rg3 —+— Rk1 —e— Rg5
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Thoi gian (gio)
Biéu db 3.4. Sy thay dbi ham lwong saponin kém phan cwc khi ché bién Sam VN & 120 °C
So sanh su thay d6i ham luong va thanh phan saponin & diéu kién
105 °C va 120 °C bang h¢ so tuong quan SI (similarity index) dugc
the hién trong Bang 3.26.

Bang 3.26. Chi s6 twong quan gitra thanh phan héa hoc saponin clia cac mau Sam Hinh 3.19. Quy trinh phan 1ap cac hop chat tir cao chict Bu2.
VN ché bién & 105 °C va 120 °C. 7

Nhiét d6 - Thoi gian  120-0 120-2 120-4 120-6 120-8 120-10 b
105-0 0,903 0,693 0,530 0,468 0,420 0,421
105-2 0,902 0,753 0,585 0,525 0,480 0,478 c
105-4 0,837 0,861 0,687 0,632 0,592 0,585
105-6 0,789 0,903 0,743 0,691 0,652 0,635
105-8 0,774 0,918 0,774 0,722 0,683 0,664
105-10 0,663 0,819 0,883 0,835 0,796 0,772
105-12 0,628 0,785 0,903 0,877 0,836 0,815
105-14 0,602 0,780 0,900 0,905 0,872 0,851
105-16 0,601 0,774 0,902 0,906 0,868 0,852
105-18 0,594 0,762 0,901 0,906 0,863 0,857

105-20 0,596 0,770 0,901 0,909 0,881 0,869
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Bang 3.22. Két qua phan Iap cac thanh phan tir Sam VN va cam quan, dac diém
hoa hoc va khdi phd

Hep

KL

uv

ESI-MS/ Q-

STT chat h'i(éyu Khung R1 R2 R3 (mg) Cam quan DJ tan (hm) TOF-MS CTPT
1 (25(—)1(?,;)3 12 A<a) 'GGI'CCE' H o -H 664 di?ﬁth\i,r?h, }faer?; 203 7%‘:'2;9 CaoH72015
khong mau  MeOH ’
2 é(_)éz)s b Ada) 'GGI'CCE' H o -H 30 e T,jgé‘l’_:/ 203 7%;”7; . CaHrOn
3 wvRe 2z B GA%, H 2115 rm:] ;P:] ot <198 DI Cabia0ss
khéng mau )
4 (2;0’(??1)1 3a  Ada) -H Gle  -H 132 nt- 203 [Mgsgagggt CasHe20s
5 é?éﬁz 3b  Afa) -H Glc  -H 290 e 203 [Mgsgaosgg: CasHe20s
6 Davcost 4 25 e 203 CasHesOs
7 PO 5 A A -Gl 36 - o 208 MRCOOHT CuHane
8 OO 6 A H -Gl 18 . o 208 MECOOMT Coan0s
9 PR 7 B Glc H #88 o <198 MEEOOM T CoeOn
10 NR2 8 Afa) H ;g'lcz' H 18 - T e
1 G-Rki 9 A(b) 'GGI'CCE' H 40,5 di?ﬁth\;r?h, nt- 203 7%":52 CazH70012
khéng mau g
12 GRgs 10 A0) 'GGI'CCZ' H 21 o 208 BT Cabuon
13 MR1 11 B ‘G(f'ccz' H 4870 o <toe NS CatnOs
14 MR2 12 B ;g'lcz' H 080 L <198 =7[£'3‘g';”7’87 CatHroO14
15 VRI1 13 C ;(<);/|Ic2- -OH 50 ot ot <198 eehers CuHeOn
16 GRgi 14 Afa) -H Gle  -Gle 500 . ot 208 eokbei CoHaO
17 N-R1 15  A(a) -H ;(c?/:c?- -Gle 700 e ot 203 g\gg’\g; CazH7201
18 GRe 16 A-(a) -H gﬂgz' -Gle 350 ot ot 203 g\g;r\égz CasHz201
19 GRd 17  A<a) 'GGI'CCE' H -Gl 300 ot ot 203 QQE,N;Z]QZ CasHz201
20 GRb2 18 Afa) 'GGI'CCZ' H fr:f(;') 10 - o 208 IS CateOz
21 GRo1 19 A o 0 S g ” e 208 RIS CoteOn
22 GRal 20 A<a) ‘G(f'ccz' H Aerﬁ;(w 18 ot o 208 B CoHiunOz
23 N-Ré 21 Afa) ‘G(?'CCZ' H éf'c%i(yl 36 ot o 208 RS CaHes0m
24 chHé['tYZz 22 Ada) '(g'c‘;i(yl -H Xc;'lg‘"’xyl 2 e 203 135"\"'1"2;29 CesH1060s0
25 ND 23 Afa) AGrlac(;_)-xw H éf'ccs' 50 e 203 13E'\7"1"1'g;35 CeaH108031
26 Panaxy 24 2.000 Thé chat Tan/ 203 C17H240

-nt- 98 515,3713

13
stt hep h’i(gu Khung R1 R2 R3 (r’f‘;) Camquan D6 tan (:";) Eooras crpr
nol long, mau  CHCls
vang

Stigmaster Tinh thé 20
27 ol & 25 200 hinh kim, -nt- 3 C29H4s0

sitosterol khéng mau
28 OCT 26 B H H 1352 -t S MNATE os0s

3.3. Nghién ctru sy thay ddi thanh phan héa hoc saponin trong qua
trinh ché bién Sam VN

SKD HPLC/ELSD dai di¢n ctia diéu kién 120 °C duogc thé hién trong
Hinh 3.24. Sau khi ché bién, cac thanh phan phan cuc c6 aglycon thudc
khung PPD, PPT nhu G-Rb;, -Rd, -Re va -Rg; ¢6 thoi gian luu & trude
40 phut bi giam va chuyén hoa thanh cac ginsenosid ciu trac kém phan
cuc hon va thoi gian Iuu trén SKP HPLC ¢ sau 40 phit nhu G-Rhy, -
Rk3, -Rh4, -Rk1, -Rg3, -Rgs.

Hinh 3.24. SKD HPLC/ELSD dai dién Sam VN ché bién & 120 °C
Sam VN chua ché bién (A), 2 gio (B), 4 gi® (C), 8 giov (D), 12 gi (E), 16 gir (F) va 20
gi& (G). Chu thich céc pic: 1. M-R1; 2. G-Rgi+-Re; 3. M-R2; 4. pic 1; 5. V-R1+V-R2; 6.
pic 2; 7. G-Rby; 8. G-Rc; 9. G-Rby; 10. 20(S)-Rhy; 11. 20(R)-Rhy; 12. G-Rd; 13. G-Rks;
14. G-Rhy; 15. 20(S)-Rgs; 16. 20(R)-Rgs; 17. G-Rks; 18. G-Rgs.



