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NGHIEN ClPU THANH PHAN HOA HQC CUA LOAI HAI MIEN
XESTOSPONGIA TESTUDINARIA THU THAP TAI VIET NAM

NGUYEN XUAN CUONG, TRAN ANH TUAN, NGUYEN THU PHUONG,
VU VAN THANH, PHAN VAN KIEM, CHAU VAN MINH

L. MO DAU

Dai duong 1a mot nguén tai nguyén vé cing 16n, noi chiém t&i 70% dién tich bé mit trai
dit. Pai duong ciing 14 noi sinh séng ctia 34 trong 36 nganh sinh vt trén trai dat vdi hon
300.000 loai thire dong vét da duoc biét dén [1]. Ngiy nay, céc hop chit thién nhién bién ngay
cang thu hat duoc nhicu su quan tdm cia cac nha khoa hoc trén todn thé gigi boi sur da dang vé
cAu triac héa hoc va hoat tinh sinh hec cla chiing. Trong céc loai sinh vat bién, hai mién da duge
biét dén nhrr mdt ngudn nguyén liéu ddi dao cia cac hop chét ¢6 ciu tric méi va c¢6 hoat tinh
sinh hoc dang quan tam.

Trong khuén khé dé tai KC09.09/06-10, hang trim miu dich chiét metanol cua cac loai
sinh vét bién da duoc tién hanh thir nghiém sang loc hoat tinh gay déc té bao in vitro. Trong do,
mau dich chiét metanol ca loai hai mién Xestospongia testudinaria thé hién hoat tinh gdy ddc té
bao cao. Tir do, loai ndy da dugc lya chon tién hanh thu thap luong lén phyc vu cho céc nghlen
clru vé thanh phan héa hoc. Theo cac tai liéu di cong bo [2 - 4], hai thanh phén héa hoc chu yeu
ctia loai hai mién ndy 13 cdc axit béo khéng no (da ndi d6i va ndi ba) va cic hop chit steroit.
Trong do6 dac biét dang quan tdm ]a sy ¢6 mét cla cac hop chét axit béo khong no bi brom hoa.
Céc hop chat nay thé hién nhiéu hoat tinh quy bau nhu: khang vi sinh vét, gay doc té bao, mot sb
hop chat con trc ché enzim HIV protease, mgt enzim thiét yéu cho s tai ban cpa HIV [5].

Trong bai bao ndy, chiing t6i cong bé su phan lap va xdc dinh céu tric chia 8 hop chét do 1a
saringosterol (1), 5,8-epidioxycholest-6-en-3-0l (2), cholest-7-en-3-one (3), cholesterol (4),
thymidine (§), thymine {6}, batilol (7) va chimyl alcohol (8). Hoat tinh sinh hoc cla céc hop chit
cling nhu cac thanh phan hoa hoc khac van dang dugc ching téi tiép tuc nghién ctru va sé cong
bé trong céc cong trinh tiép theo. -
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2. Phan lap céc chiit

Hai mién X. restudinaria (20 kg tuoi) duge rira sach, xay nho va chiét bang metano! (3 14n)
bing thiét bi chiét siéu 4m. Dich metanol ciia cac ldn chiét duge loc, gom lai va cét loai dung
mdi ¢ nhiét d6 khéng qua 60°C dudi ap sudt giam thu duge 120 g dich cin dich metanol. Can
dich nay duge hda vao nudc va chiét phan bd 1an lugt véi cac dung méi clorofoc va butanol theo
ty 1¢ 1/1 (3 lan, mbi 1an 6 lit) thu duge cac ¢in dich twong g 14 clorofoc 60 g, butanol 40 g va
mrde 20 g. Cin chiét clorofooc duge tién hanh sic ki c6t 13p fai trén silica gel pha thuong va pha
dao, két hop voi sic ki 16p mong diéu ché thu duge cac hgp chat 1 (35 mg), 2 (20 mg), 3 (80
mg), 4 (1200 mg), 6 (100 mg), 7 (400 mg) va 8 (75 mg). Bing cac phuong phap twong tu, hop
chét 5 (130 mg) duoc phén l4p tr cin dich butanol.

Saringosterol (1): Tinh thé hinh kim méu tring; diém chay 160°C - 161°C; phé khi lugng
ESI-MS: m/z 411,1 [M-H;0+H]", 393,0 [M-2H,0+H]" (CysH150,, M = 428); phd 'H-NMR (500
MHz, CDCls) va "C-NMR (125 MHz, CDCl3) xem bang 1.

5,8-Epidioxycholest-6-en-3-ol (2): Tinh thé hinh kim mau tring; diém chay 102°C - 105°C;
phé khéi luong ESI-MS: m/z 439,2 [M +Na]’, (CxHuiOs, M = 416); "H-NMR (500 MHz,
CDCly) 8 (ppm): 3,80 (1H, m, H-3), 6,30 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6), 6,55 (111, d, J = 8,5 Hz, H-7),
1,52 (14, H-9), 0,86 (3H, 5, H-18), 0,92 (3H, 5, H-19), 0,96 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-21), 0,90 (3H, d,
J = 6,5 Hz, H-26) va 0,90 (31, d, J = 6,5 Hz, H-27); “C-NMR (125 MHz, CDCl;) xem bang 1.

.
O——CHz{CH),CH; 8 n=14

Hinh I. Chu trixc héa hoc clia céc hop chit 1 -8
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Cholest-7-en-3-one (3): Tinh thé mau tring, diém chay 147°C - 148°C, phé khdi lugng
ESI-MS: m/z 385,3 [M+H]", (C3;H4s0, M = 384). "H-NMR (500 MHz, CDCl;) § (ppm): 1,47
(1H, m, H,-1), 2,15 (1H, ddd, J = 4,5, 9,2, 13,6 Hz, Hy-1), 2,28 (1H, br d, J = 14,5 Hz, H,-2),
2,42 (IH, dt, J = 14,5, 6,0 Hz, Hy-2), 5,18 (1H, br s, H-7), 0,57 (31, s, H-18), 1,03 (3H, s, H-
19), 1,39 (1H, m, H-20), 0,93 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-21), 0,86 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-26) va 0,87
(3H, d, J = 7,0 Hz, H-27). "C-NMR (125 MHz, CDCL) xem bang 1.

Cholesterol (4): Tinh thé hinh kim mau tring, diém chiy 148°C - 149°C, Cyl0, M =
386; 'H-NMR (500 MHz, CDCI;) &: 3,52 (1H, m, H-3), 5,35 (1H, br d, J = 5,0 Hz, H-6), 1,00
(3H, s, H-19), 0,91 (3H, s, H-21), 0,86 (6H, d, J = 6,5 Hz, H-26 va H-27) va 0,68 (3H, s, H-18),
BC.NMR (125MHz, CDCl;) xem bang 1.

Thymidine (5): Tinh thé mau tring, didm chay 186°C - 187°C, phd khdi lugng ESI-MS:
m/z 264,7 [M+Na]", 240.8 [M-HJ (C,oH,:N,0Os, M = 242); 'H-NMR (500 MHz, CD,0D) §
(ppm): 7,82 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-6), 1,90 (3H, d, J = 1,0 Hz, H-7), 4,41 (1H, m, H-1"), 2,24
(1H, m, H-2"), 3,92 (1H, dd, J = 3,5, 6,5 Hz, H-3"), 6,29 (1H, m, H-4), 3,75 (2H, m, H-5"); C-
NMR (125 MHz, CD;0D) & (ppm): 152,4 (C-2), 166,4 (C-4), 111,5 (C-5), 138,2 (C-6), 12,4 (C-
7), 86,3 (C-1%), 41,2 (C-2"), 72,2 (C-3'), 88,8 (C-4') va 62,8 (C-5").

Thymine (6): Tinh thé mau tring, diém chay 326°C, phé khéi luong ESI-MS: m/z 126.8
[M+H]’, 148.7 [M+Na]*, 124.7 [M-H] (CsHgN,O;, M = 126); '"H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) 3
(ppm): 10,56 (1H, br's, H-1), 10,97 (1H, br s, H-3), 7,24 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-6) va 1,72 (3H,
d, J = 1,0 Hz, H-7).

Batilol (7): Tinh thé mau tring; diém chay 70-71°C; phé khéi lugng ESI-MS m/z: 345,1
[M+H]", (C3;Hy40;, M = 344), "H-NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 3,62 (1H, dd, J = 3,0 va
11,0 Hz, H;-1), 3,71 (1H, dd, J = 11,0 va 5,0 Hz, Hy-1), 3,86 (I1H, m, H-2), 3,52 (2H, m, H-3),
¥45 (2H, m, H-1"), 1,57 (2H, m, H-2"), 1,26 (30H, br s, H-3 dén H-17") v4 0,88 (3H, t,J = 7,0
Hz, H-18").

Chimyl alcohol (8): Tinh thé mau tring, diém chay 64°C - 65°C; phd khdi lugng ESI-MS
m/z: 317,1 [M+H]", (C1sH;503, M=316); 'H-NMR (500 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 3,64 (1H, dd, J
= 11,0 va 3,0 Hz, H,-1), 3,71 (1H, dd, J = 5,0 va 11,0 Hz, Hy-1), 3,86 (1H, m, H-2), 3,52 (2H,
m, H-3), 3,45 (2H, m, H-1"), 1,58 (2H, m, H-2"), 1,26 (26H, br s, 1-3' dén H-15") va 0,88 (3H, t,
J = 7,0 Hz, H-16"); "C-NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 72,5 (C-1), 70,4 (d; C-2), 64,3 (C-3),
71,9 (C-1A), 29,3 - 29,7 (C-2"), 26,1 (C-3"), 29,3 - 29,7 (C-4’ dén C-13'), 31,9 (C-14"), 22,7 (C-
15") va 14,2 (C-16").

3. Hoa chit thiét bj

Séc ki I6p mong (TLC): Sic ki 16p mong dugc thire hién trén ban mong trang sin DC-
Alufolien 60 F254 (Merck 1,05715), RP18 F254s (Merck). Phat hién chét bing dén tir ngoai &
hai buéc séng 254 nm va 368 nm hodc ding thude thir 12 dung dich H,SO, 10% duge phun déu
[&n ban mong, siy khé rdi ho ndng trén bép dién tir tir dén khi hién mau.

Séic ki lop mong diéu ché (PTLC): Séc ki 16p mong diéu ché thyc hién trén ban méng tring
san Silica gel 60G F254 (Merck, ki hiéu 105875), phat hién vét chat bang dén tir ngoai hai budc
séng 254 nm va 368 nm, hodc cit ria ban méng dé phun thubc thir 1a dung dich H,SO; 10%, ho
néng dé phat hién vét chit, ghép lai ban méng nhu ¢ii dé xac dinh viing chat, sau d6 cao l6p
Silica gel ¢6 chat, giai hip phu thu dwoc chét cin tinh ché.

Sdic kf c6t (CC): Séc ki cot duge tién hanh véi chit hap phuy 12 Silica gel pha thudng va pha
dao. Silica gel pha thudng c6 ¢& hat la 0,040-0,063 mm (240-430 mesh). Silica gel pha dao ODS
hogc YMC (30-50 um, FuJisilisa Chemical Ltd.).
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Phd cong meong tir hat nhdn (NMR): Puge do trén may Bruker DRX500 cia Vién Hoa
hoc, Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam,

Pho khoi lugng (ESI-MS): Pugc do trén méy LC-MSD Agilent 1200 Series (USA) cia
Vién Héa hoc cac Hop chat Thién nhién, Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

1L KET QUA VA THAO LUAN

Hop chét 4 nhan dugc dudi dang tinh thé hinh kim v&i gia tr Re= 0,3 trén sic ki I6p méng
pha thudng véi hé dung mdi rira gidi n-hexan/axeton 7/1, Phd 'H va "C-NMR cia 4 dic trung
cho mét hop chit steroit ¢6 27 cacbon. Trong dé mdt nhém oximetin duge khing dinh tai 8¢
71,8/6y 3.52 (1H, m). Do chuyén dich héa hoc va tinh da vach ciia proton nay dic trung cho
proton H-3 v&i cdu hinh a cia cac hop chat sterol [6].C4c tin hidu tai 8¢ 121,7/8, 5,35 (br d, J =
5,0 Hz) va 3¢ 140,7 khing dinh sy tdn tai ciia mdt ndi d6i ndi vong bi thé 3 vi tri. Nam nhém
mety] dugc khing dinh bdi cac tin hiéu cong hudng tai 8¢ 11,9/8y 0,68 (3H, s), 8¢19,4/6, 1,00
(3H, s), 8c18,7/64 0,91 (3H, s), 8222,5/8,; 0,86 (3H, d, J = 6,5 Hz) va §:22,8/84 0,86 (3H, d, J =
6,5Hz). Cac phan tich néu trén, cing v&i s phit hop hoan toan vé cac dir kién phd C-NMR va
cc tinh chit vat 1y ciia 4 so v&i s6 liéu da duge cong bd [7] cho phép x4c dinh cdu triic hoa hoe
cda no 1a cholest-5-en-3-0l hay cholesterol.”

Bang 1. Két qua phd NMR ciia cac hgp chit 1 - 4

z 3 4 1
C B b B b B b P By ¢ (I}I[nil_,Bg)
1 39,5 38,8 37,2 373 1,07 m/1,85 m
2 30,1 38,1 31,6 31,7 1,50 m/1,82m &
3 66,5 211,8 71,8 71,8 3,52 m
4 36,8 44,2 42,2 423 2,27m 2,3,5 10
5 82,1 42,9 140,7 140,8 -
6 135,4 30,1 121,7 121,7 535, (3.0) 4,7,.8,10
7 130,8 116,9 31.8 31,9 1,52 m/1,97 m 5,6
8 79,5 139,5 31,8 31,9 1,45 m
9 51,1 489 50,1 50,1 0,95 m
10 36,9 34,4 36,5 36,5 -
11 20,6 21,7 21,1 21,1 1,49 m
12 39,5 39,5 39.8 39,7 1,18 m/2,20 m
13 44,7 43,4 42.3 42.34/42 31 -
14 51,6 54,9 56,7 56,8 0,99 m
15 23,4 22,9 24,3 243 1,05 m/1,58 m
16 28,2 27,9 283 28,22/28.17 1,26 m/1,82 m
17 56,4 56,2 56,1 55,8 -1,15m
18 12,6 11,9 11,9 11,8 0,68 s 12, 13, 14, 17
19 18,6 12,4 19,4 19,4 1,00 s 1,5,9,10
20 35,2 36,2 35,7 36,14/36.09 1,39 m 17,23
21 18,1 18,9 18,7 18,8 0,924 (7,0) 17, 20,22
22 35,9 36,1 36,1 29.11/29.07 1,03 m/1,41 m
23 23,8 23,9 23,8 34,79/34.57 1,58 m/1,62 m
24 39,5 39,5 39,5 71.7 -
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25 28,0 28,1 28,0 359 1,73 m 24,26,27,28

26 22,5 22,5 22,5 16,4 0,90 d (7,0) 24, 25, 27
27 228 22,8 22,8 16,5 0,87 d (7,0) 24, 25,26
28 142.57/142.49 5,80 dd (10,5 va 24
- - ” 17,5)
29 112.95/112.86  5,13dd (1,5 va 24,28
- - - 10,5)/5,18 dd (1,5
va 17.,5)

*do trong dung méi CDCls, l‘lZS‘ MHz, “500 MHz, d§ chuyén dich héa hoc duoc thé hign bing ppm, hing
s6 tuong tac (trong ngodic don) bing Hz.

Hop chiét 1 ciing duoc phan 13p dudi dang tinh thé hinh kim mau tring & gia tri Ry = 0,3
trén sic ki 16p mong pha thudng voi hé dung méi rira giai n-hexan/axeton 5/1, Phd 'H- va C-
NMR hodn toan tuong ty nhu ctia 4 goi ¥ ring hai hop chit ndy c6 cu triic twong tw nhau. Hop
chit nay nhan duge dudi dz_mg mot vét tron trén TLC va gia trj tich phan trén phd 'H-NMR rét
chin. Tuy nhién tai mét vai tin hiéu trén phdé "C-NMR (bang 1) ¢6 sy tach vach rit sat nhau véi
ty 1& 1/ 1 ve cudng do tin hleu Diéu nay cho thiy day 14 mét hén hgp dong phin c6 d6 tuong
dbng vé chu tric héa hoc rét cao. Chung t6i da cb gang phin tach hén hop nay bang nhiéu
phuong phép séc ki khic nhau nhung khéng dat két qua mong muédn,

Su tring khop hoan toan vé céc gia tri phd BC-NMR tai cac vi tri tuong ing tir C-1 dén C-
21 (Bang 1) gitra 1 va 4 cho phép khang dinh hai hop chét nay c6 cung cu tric bd khung steroit
va chi khac nhau vé céu tric mach nhanh. Su khéc bigt dé nhan thay nhit & 1 so véi 4 13 sw xuét
hién thém céc tin hiéu cong hudng ciia mot ndi di ngoai vong, & ddu mach tai 8¢ 142 (d) va 3¢
112 (CH;) (dugce gan voi cac tin hiéu proton tuong img tai 6y 5,80 (1H, dd, J=10,5va 17,5 Hz)
va 8, 5,13 (1H, dd, J= 1,5 va 10,5 Hz)/3y 5,18 (1H, dd, J = 1,5 va 17,5 Hz) thong qua pho '
HSQC) Tin hi¢u metilen C-24 mit di va thay vao d6 la sy xuit hién cita tin hiéu cacbon béc bén
gin voi nguyén tir dxy tai 8¢ 77,7 (s) Phan tich chi tiét c4c twong tic trén phd HSQC va HMBC
(Bang 1 va Hinh 2) ciing véi két qua pho khdi lwong ESI-MS (tai m/z 411,1 [M-H,O+H]", 393.0
[M-2H,0+H]") cho phép xac dinh cau triic clia mach nhanh ciing nhu toan bé phan tir nhu da
duoc chi ra trén hinh 1.

Hinh 2. Cac tuong tic HMBC(H—C) chinh cia 1

Diéu nay mét ln nita dugc khang dinh béi sy phu hgp hoan toan tai cac gia tri tuong Ung
vé cac tinh chat vat 1y va s6 lidu phd cua 1 so voi tai lidu da duoc cong bé cho sarmgosterol [8].
Nhu vy, cau triic héa hoc ciia 1 duoce xac dinh 1a saringosterol (du6i dang hdn hep déng phan
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epimer 245/24R vai ty 18 1/1). Hop chit ndy lan dau tién dwoc phén lap tir loai rong néu
Sargassum ringgoldianum (sau do tiép tyc dugc tim thay ¢ nhiéu loai rong ndu khac), tr loai hai
mién Xestospongia muta va ca ¢ thyc vit (loal Lesonia nigrescens). Mot diéu dang quan tam 13
hop chat nay thé hign hoat tinh khang vi khuin lao Mycobacter:um tuberculosis rit manh véi gia
tri ndng do6 vrc ché téi thidu (MIC) 12 0,25 pg/ml va ddy 1a gia tri MIC nho nhét cho cdc hop chit
thién nhién dugc chiét tach tir thuc vit tinh dén nam 2001 [9]. Theo tac gid Brent R. C. [10], v&i
lop chit steroit tinh dén nam 2003, chi ¢ 3 hop chat 1a axit fusidic, saringosterol va
endoperoxide ¢ hoat tinh khang vi khudn lao véi gia tri MIC < 4 pg/ml.

Hop chat 2 duge phén lap dudi dang tinh thé hinh kim khong mau ¢ gid tri Ry = 0,33 trén
TLC pha thuong hé dung méi n-hexan/etyl axetat 6,5/1. Phb ]H va C-NMR cia 2 tuong tu
nhu cua 4 cho thay hai hgp chét ndy c6 cu tric twong dbi gibng nhau. Su khac biét chi duge
nhin thay tai cdc vi tri tir C-3 dén C-8 voi sy xuét hién céc tin hiéu cong huong cia mét ndi déi
ndi vong bi thé 2 vi tri tai d¢ 130,8/5y 6,65 (1H, d, J = 8,5 Hz) va d¢ 135,4/8,; 6,30 (1H, d, J =
8,5 Hz) va hai cacbon bac bdn ndi véi nguyén tir Sxy tai 75,5 (s) va 82,1 (s). Su chuyén dich
manh vé viing trudmg thip ciia cac tin hiéu cacbon bic bén nm voi nguyén t 6xy ndy goi y téi
su ¢ mit cia mét cau peroxide. Tir cac phdn tich néu trén, sb ligu pho 3C.NMR duoc so sanh
truc tiép vai sb lidu da duge cong bd coa hop chét 5,8-epidioxycholest-6-en-3-ol [11]. Sy trung
khép hoan toan tai cac gia tri tuong img gilta hai hop chit cling voi két qua phéd khdi lwong ESI-
MS tai m/z 349,2 [M+Na]" cho phép khing dinh ciu triic héa hoc ctia 2 12 5,8-epidioxycholest-6-
en-3-ol. Hop chit nay trude do da dugc ching toi phén lap tir loai chu gai Diadema setosum [11]
va né thé hién hoat tinh gy doc té bao cao voi nhidu dong té bao ung thu ngudi nhur dong KB
(té bao ung thu bidu mé, ICs, = 2,0pg/ml), FL (1€ bao ung thy méang t& cung, ICso = 3,93ug/mb)
va Hep-2 (t bio ung thur gan, ICso = 2,4pg/ml).

Hop chat 3 phén lgp duge duoi dang tinh thé mau tring véi gia tri Re= 0,35 trén TLC pha
- thuong hé dung méi »- hexam’etyl axetat 6,5/1. Pho 'H- va "C-NMR cia 3 tuong tu nhu cua 4
cho thay hai hgp chét nay ¢6 cdu tric tuong déi gxong nhau. Sy tring khdp hoan toan vé gla’trl
phd PC-NMR tai cac vj tri tuong ung tir C-11 dén C-27 cho phép khang dinh phan ciu tric nay
cla 3 va 4 13 gidng nhau. Sy khéc biét d& nhan thiy nhét vé gia trj pho giita hai hop chit nay la
tin hiéu cong hudng ciia nhém oximetin C-3 tai & 71,8 (d) da bi médt va thay vao do 1a su xuat
hién cta nhém cacbonyl tai ¢ 211,8. Ngoai ra, gia tri do chuyén dich héa hoc cia ndi d6i da
thay dbi tir 8¢ 140,7 (s, C-5)/121,7 (d, C-6) thanh 3¢ 116,9 (d)/139,5 (s) cho thy vi tri ndi dbi da
bi thay dbi. Vi tri ndi d6i tai C-7/C-8 va nhém cacbonyl tai vi tri C-3 dugc xac dinh bdi sy triing
khdp hoan vé cac sb lidu & phin khung steroit cia 3 voi hop chit c¢6 cdu tric tuong ty [12]. T
cac phan tich néu trén cing véi két qua phd khéi lugng ESI-MS tai m/z 385,3 [M+H]" cho phép
khéng dinh cu tric hda hoc cta 3 14 cholest-7-en-3-one.

Bang cach so sanh cdc hang sé vat 1y va s6 lidu phd véi cdc sb ligu da duoc cong bd, cac
hop chét 5 - 8 duoc xac dmh ldn gt 14 thymidine, thymine [13], batilol va chimy! alcohol [14].

IV. KET LUAN

Bang cac phucmg phéap sic ki cOt 13p lai voi chat hap phu Ia silicagel pha thudng va pha
dao, két hop voi phuong phdp sic ki Iop mong didu ché, dd phan lap dugc 8 hop chit 1a
saringosterol (1), 5,8-epidioxycholest-6-en-3-01 (2), cholest-7-en-3-one (3), cholesterol (4),
thymldme (3), thymine {6}, batilol (7} va chimyl alcohol (8) tir can chiét metatnol cta loai hai
mién Xestospongia testudinaria. Trong d6 ho‘p chit 1, 2 va 3 14n diu tién dugc phan 1ap tir loai
hai mién nay. Cau triic héa hoc ciia cac hop chit duo‘c xéc dinh bing cac phwong phap phé hién
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dai nhu: phd khdi lwong ESI-MS, phé cong hudng tir hat nhén mét chiéu (1D NMR: 'H, “C-
NMR va cac phd DEPT 90, DEPT 135) va hai chiéu (ZD-NMR: HSQC va HMBC).

LoV cdm on: Cong trinh nay dugc hoan thanh duwdi su hé trg kinh phi cla Dé tai KC09.09/06-10.
Cac tac gia xin chan thanh cam on TS Dé Céng Thung, Vién Tai nguyén Mbi trirrng Bién, Vién
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da gidp thu thap mau hai mién va giam dinh t&n khoa hoc.
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