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(57) Séang ché dé cap dén ché pham chira scirpusin B, ché pham nay thu dugc tir nguyén
liéu tu nhién va chira ham lugng scirpusin B cao va phuong phap san xuét ché pham chtra
scirpusin B nay. Ché pham chira scirpusin B dugc san xuat bang phuong phap chiét tir hat
qua chanh leo. Trong qua trinh chiét scirpusin B, hat qua chanh leo dugc nghién, va sau d6
bd sung it nhit mot dung moi duge chon tir dung moéi ruou chira nudce va dung méi keton
chtra nu6e vao nguyén lidu da duoc nghién, tir d6 chiét scirpusin B hoa vao dung méi.
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Linh vye ky thuit dwoe dé cap

Séang ché d€ cdp dén ché pham chtra scirpusin B, cu thé 1a ché pham chuta

scirpusin B thu dugc tlr hat qua chanh leo, va phwong phap san xuét ché phdm nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Chanh leo 1a thuc vat thudc chi Lac tién (Passiflora), ho Lac tién
(Passifloraceae), con dugc goi 1a Lac tién tring (phién 4m theo tiéng Nhat 1a
Kudamono tokeisou). Qua chanh leo c6 vi ngot va chua, 1a trai cay &n dugc, ép nudc
dé uéng, hodc duoc bé sung vao thuc phém hodc dd uéng nhu thach hoac banh ngot dé
lam tdng hwong vi. Hat qua chanh leo cting va duogc loai bo khéi qua khi ép qua. Thim
chi néu an hoic uéng ca qua 13n hat thi do hat c6 v6 bao cing va kho bi tiéu hoa, nén

hat ciing dwoc bai tiét nguyén ven ra khoi co thé.

Thong thuong, hat qua chanh leo duoc loai bé ma khong st dung. Tuy nhién,
ngudi ndp don sang ché da bao cdo rﬁng dich chiét tir hat qua chanh leo c6 thé duoc st
dung hidu qua lam thanh phan hoat tinh d c ché san sinh melanin hogc lam thanh
phan hoat tinh dé ting cuong san sinh colagen (Tai liéu vién din sang ché 1 va 2).
Nguoi ndp don sang ché ciing bio céo ring thanh phin hoat tinh dugc dé cap la
pixeatanol, pixeatanol 1a hop chat polyphenol (Tai liéu vién dan sang ché 3)

Lién quan dén scirpusin B, 1a mot chit nhj tring (dime) cua pixeatanol, da cé
béo cdo ring chit ndy c6 hoat tinh khang HIV (Tai lidu vién din phi sang ché 1), co

hoat tinh loai bd anion supeoxit (Tai liéu vién din phi sang ché 2), c6 hoat tinh tc ché
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hoat dong a-amilaza (Tai liéu vién dan phi sang ché 3) va c6 hoat tinh (rc ché xantin
oxidaza (Tai liéu vién din phi sang ché 4)

Tai liéu vién dan sang ché

Tai liéu vién dan sang ché 1: Pon yéu cdu cip patent Nhat Ban s6 2009-102298
Tai liéu vién dn sang ché 2: Pon yéu cau cip patent Nhat Ban sé 2009-102299

Tai liéu vién din sang ché 3: Pon yéu cu cip patent Nhat Ban s§ 2010-30911

Tai liéu vién dan phi sang ché

Tai liéu vién din phi sang ché 1: Guo-xun Yang, Jin-tao Zhou, Ya-zun Li va
Chang-qi Hu "Anti-HIV Bioactive stilbene dimers of Caragana rosea" Planta. Med.

71 (2005), trang 569-571.

Tai liéu vién dan phi sang ché 2: Ting Xiang, Toshio Uno, Fumino Ogino,
Cuogian Ai, Jie Duo va Ushio Sankawa "Antioxidant constituents of Caragana

tibetica" Chem. Pharm. Bull. 53 (9) (2005), trang 1204-1206.

Tai liéu vién dan phi sang ché 3: Kyoko Kobayashi, Tamaki Ishihara, Eriko
Khono, Toshio Miyase va Fumihiko Yoshizaki "Constituents of stem bark of

Callistemon rigidus showing inhibitory effects on mouse a-amylase activity" Bioi.

Pharm. Bull, 29 (6), (2006) trang 1275-1277.

Tai liéu vién dan phi séng ché 4: G. Schmeda-Hirschmann, M. I. Gutierrez, J. 1.
Loyola va J. Zuniga "Biological activity and xanthine oxidase inhibitors from Scirpus

californicus (C. A. Mey.) Steud" Phytotherapy Research, 10, (1996) trang 683-685.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Tir quan diém Chung vé an toan thuc phim, scirpusin B dugc bd sung vao thuc
pham hozc d6 ung nhu thuc phdm chirc ning hoic thue phdm bd dudng vu tién la thu
duoc tir san phdm tu nhién. Tuy nhién, cac san phidm tu nhién chta scirpusin B d3 biét
thong thuong c¢6 ham luong scirpusin B thip, va ciing chi c6 thé thu duoc ché pham

chira scirpusin B ¢6 ham luong scirpusin B rat thap.

Do d6, muc dich cua sdng ché 1a d€ xuat ché pham chira scirpusin B thu duoc tir
sdn pham ty nhién va chira ham lugng scirpusin B cao va phuong phap san xuét ché

phim nay.

Két qua cuia nghién cru chuyén sdu nham dat dugc muc dich néu trén, cic tic
gid sang ché da phat hi¢én ra rdng hat qua chanh leo, von thuong bi loai bé khong sir

dung, c¢6 chtra ham lugng scirpusin B phong phi, va d4 hoan thanh sang ché.

Cu thé 13, ché phdm chira scirpusin B theo sang ché khac biét & chd ché phdm

nay dugc thu tir hat qua chanh leo va c6 chira scirpusin B.

Theo ché pham chira scirpusin B theo sang ché, c6 thé d& xuit ché phim chira
scirpusin B v6i ham lugng cao va thu duge tir san phdm ty nhién. Do ché phdm nay
thu dugc tir san phdm tu nhién, ché phdm nay thich hop dé bd sung vao m§ phm,
dugc pham, thyc phdm va dd ubng nhu thuc phidm chuc ning hoic thyc phdm bd

dudng.
Phuong phdp san xuét ché pham chira scirpusin B theo sdng ché bao gdm cac
budc: bod sung it nhat mot dung mdi dugc chon tir dung modi rugu chira nude va dung

mdi keton chira nudc vao hat qua chanh leo; va chiét scirpusin B vao trong dung mai.
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Theo phuong phap san xudt ché phdm chira scirpusin B theo sang ché, do ¢o it
nhit mot dung mdi duoc chon tir dung médi rwou chira nude va dung mdi keton chira
nuée duge bd sung vao hat qua chanh leo, va chiét scirpusin B vao trong dung moi,
nén c6 thé san xudt ché phim chira ham luong scirpusin B cao, thu duoc tir san phim

tu nhié€n, vdi hi€u suat cao.

Theo phwong phép san xuit ché phdm chira scirpusin B theo sang ché, 6t hon
13, hat qua chanh leo 1a hat qua chanh leo chua tinh ché hoic hat thu duoc béng cach

sdy kho hat qua chanh leo chua tinh ché.

Theo phuong phap san xuét ché phdm chira scirpusin B, dung moi rugu chira
nu6c vu ti€n 1a dung dich etanol chita nudc, hodc dung dich 1,3-butylen glycol chira
nude, hodc dung moi keton chira nudce uu tién 14 dung dich axeton chira nuée. Theo

cach nay, hiéu suat chiét scirpusin B dugc cai thién hon nita.

Theo phuong phép san xuét ché phdm chia scirpusin B theo sang ché, sau khi
chiét, dung moi co thé duge loai bd, hodc dugc cd ddc thém, phun séy kho, séy dong

kho, loc hodc duge xir Iy bang phuong phép khac.

Theo mot khia canh khic, sang ché dé xuét thuc phim hodc dd ubng duoc bd

sung scirpusin B thu dugc tir hat qua chanh leo.

Theo mdt khia canh khac, séng ché d& xuit my phdm dugc bd sung scirpusin B

thu dugc tir hat qua chanh leo.
Hiéu qua c6 lgi ctia sang ché

Theo ché pham chura scirpusin B theo séng ché, c6 thé dé xuét ché phim chura

ham lugng scirpusin B cao va thu duge tir san pham tu nhién. Do ché phdm nay c6
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ngudn gbc tir san phim tu nhién, ché phdm nay thich hop dé bd sung vao my pham,
duoc pham, thuyc phdm hodic db uéng nhu thuc phim chirc ning hozc thuc phdm b
dudng. Theo phuong phép san xuit ché phdm chira scirpusin B theo sang ché, do ¢6 it
nhét mdt dung mdi dwoc chon tir dung mdi rugu chira nudc va dung moi keton chira
nuéc duge bd sung vao hat qua chanh leo, va scirpusin B duogc chiét vao trong dung
mdi, nén c6 thé san xuit ché phdm chira ham lugng scirpusin B cao, thu dugc tir san

pham tu nhién, véi hi€u suat cao.
M0 ta van tat cac hinh vé

Fig.1 la sic k)'/‘d(;) phan tich dinh lwong bang HPLC cua scirpusin B tir hat qua

chanh leo.

Fig.2 thé hién quang phd khéi cua scirpusin B tir hat qua chanh leo.

Fig.3 1a sic ky d6 HPLC ctia phan doan cta dich chiét tir hat qua chanh leo.
MG ta chi tiét sang ché

Ché phidm chira scirpusin B theo sang ché thu dugc tir hat qua chanh leo va
chira scirpusin B. Ché phadm chira scirpusin B nay c6 thé & dang 10ng, rén, ban rén,
hodc dang gel va ham lugng scirpusin B ¢6 trong ché phdm chtra scirpusin B tét hon 1a
nam trong khoang, vi dy, tir 1 x 10 dén 99,9% khéi luong, va t6t hon nita 13 nim
trong khoang, vi du, tir 1 x 10* dén 20% khéi luong, va t8t hon nita 13 nim trong
khoang, vi du, tir 1 x 10° dn 5% khdi luong. Ham lugng scirpusin B tinh theo ham
luong chét rin t6t hon 1a nim trong khodng, vi duy, tir 0,01 dén 99,9% khbi lugng, va
tt hon nita 1a ndm trong khoang, vi du, tir 0,05 dén 30%, va tdt hon nita 1a nim trong

khoang, vi du, tir 0,1 dén 20% khéi luong.
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Scirpusin B ¢6 cong thirc hoa hoc (1) nhu sau:

Cong thuc hoa hoc 1

(D

Chanh leo la thuc véat thudc chi Lac tién (Passiflora), ho Lac tién
(Passifloraceae), con dugc goi 1a Lac tién trimg (phién 4m theo tiéng Nhat la
Kudamono tokeisou). Quéa chanh leo c¢6 vi ngot va chua, 1a trdi cdy an dugc, ép nude
dé udng, hoic dwgc bd sung vao thuc phdm hoic dd ubng nhu thach hodc banh ngot dé
lam tang huong vi. Hat qua chanh leo cting va dugc loai bd khoi qua khi ép qua. Tham
chi néu an hoic uéng ca qua 1an hat thi do hat c6 v6 bao cung va kho bi tiéu hoa, nén
hat ciing duoc bai tiét nguyén ven ra khoi co thé. Sang ché dya trén viéc phat hién ra
ring hat qua chanh leo, v6n thudng bj loai bé ma khong str dung, c6 chira scirpusin B.
Hat qué chanh leo dugc str dung trong sang ché khong gdy ra cac van d& vé an toan khi
dugc bd sung vao thuc phim hodic dd ubng nhu thyuc phim chiic nang hodc thuc phim
b6 dudng, do dua trén kinh nghiém thong thuong st dung qua chanh leo.

Ché phdm chta scirpusin B theo sing ché t&t hon 1a thu duoc bang phuong
phap trong d6, vi dy, hat qua chanh leo chua tinh ché hodc da dugc sdy kho duoc st
dung truc tiép hodc dugc nghién, va tién hanh chiét bang cach sir dung nhidu dung mai.

Pé tang hiéu sut chiét, hat qua chanh leo ¢6 thé duge dua vao xir ly héa hoc nhu phan
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huy bang axit hodc kiém hodc phan huy bing enzym trude khi chiét. Ngoai ra, theo
phuong phap san xuit ché phim chira scirpusin B theo sang ché nhu dugc mé ta chi
tiét dudi day, c6 thé thu dugc ché phdm chira ham luong scirpusin B cao v6i hiéu suét
dic biét 16n, va do d6 ché pham t6t nhét 1a thu duge bing cach sir dung phuong phap

tuong ing nay.

Dudi day 1a phan md ta phwong phap san xuit ché pham chira scirpusin B theo

sang ché.

Theo phuong phap san xuét ché phim chira scirpusin B theo sang ché ¢6 thé su
dung hat quéa chanh leo chua tinh ché hodc da dugc siy kho. Dé tang hiéu suét chié,
hat qua chanh leo c6 thé dugc nghién, ép diu hodc xir Iy héa hoc nhu phén hiy biang
axit hozc kiém hodc phén huy bing enzym trudce khi chiét. Qua trinh nghién c6 thé
dugc thuc hién bing cach st dung thiét bi nghién da biét. Hat qua chanh leo ¢6 ham

lwgng dau cao, va do d6 c6 thé tré thanh hdn hop bot nhido sau khi nghién.

Tiép theo, bd sung it nhit mét loai dung moi dugc chon tr dung mdi rugu chira
nude va dung modi keton chira nude vao hat chanh leo, va scirpusin B dugc chiét vao
trong dung moi. T4t hon 13, qué trinh chiét dugc thuc hién trong khi, vi du, khuéy, lic

hodc gia nhiét dén hdi luu.

Dung moi chtra nu6e v6i dung moi ching han nhu etanol, metanol, propanol,
va 1,3-butylen glycol c6 thé dugc sir dung 1am dung mdi rugu chira nudc; dung dich
etanol chra nuéc va dung dich 1,3-butylen glycol chira nudc duge dic biét wu tién.
Dung méi chira nudc véi dung méi ching han nhu axeton, metyl etyl keton, dietyl
keton, va cloaxeton c6 thé dugc st dung 1am dung moéi keton chita nuéc; dung dich

axeton chira nudc duoge dic biét vu tién.
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Lién quan dén ham luong nudce, dung dich etanol chira nudc chira ham lugng
etanol tt hon 14 ndm trong khoang tir 20 dén 99,9% thé tich, t6t hon nira 1a nim trong
khoang tir 40 dén 99,9% thé tich, t&t nhit 12 ndm trong khoang tir 60 dén 80% thé tich.
Dung dich 1,3-butylen glycol chita nuéc chira ham lugng 1,3-butylen glycol tét hon 1a
nam trong khoéang tir 10 dén 90% thé tich, t&t hon nita 12 nim trong khoang tlr 20 dén
60% thé tich, t&t nhit 1a nim trong khoang tir 30 dén 50% thé tich. Dung dich axeton
chira nuéc chira ham lugng axeton t6t hon 1a nam trong khoang tir 20 dén 99,9% thé
tich, tt hon nita 1a ndm trong khoang tir 40 dén 99,9% thé tich, tét nhét 1a nim trong
khoang tir 60 dén 80% thé tich. Khong mong mubn ham luong nudc_n'flm ngoai céac
khoang gia tri néu trén vi qua trinh chiét scirpusin B s& ¢6 hiéu suit kém. P& don gian
hoa cach thé hién ham lugng nude cua dung médi chira nuée, vi dy, dung dich etanol
80% thé tich, dung dich nay chita 20% thé tich nudc s& duoc goi 1a “dung dich etanol
chtra nudc 80%.” Tuwong tu, vi du, dung dich etanol 70% thé tich, dung dich nay chtra
30% thé tich nude s& duoc goi 1a “dung dich etanol chtra nudc 70%”. Tuong tu, vi du,
dung dich 1,3-butylen glycol 30% thé tich, dung dich niy chira 70% thé tich nuéc s&
duoc goi la “dung dich BG chtra nudc 70%.”. Tuong tu, vi du, dung dich axeton 70%
thé tich, dung dich nay chtra 30% thé tich nudc s& duoge goi l1a “dung dich axeton chira

nudc 70%.”

Theo phuong phép san xuét ché pham chua scirpusin B theo sang ché, qua trinh
chiét c6 thé duge thuc hién bang cach sir dung thiét bi 1ic da bit. Tét hon 1, nhiét do
nam trong khoang tir 15 dén 40°C va thoi gian 1ic ndm trong khoang tir 0,5 dén 3 gio.
Qua trinh chiét nay c6 thé duoc thuc hién bang céch lic di kém véi rung siéu am. Theo

cach nay, hat chanh leo ma dd dugc nghién va dua vao ti€p xic véi dung mdi duge
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rung mot cach hidu qua, c6 thé lam ting higu suét chiét scirpusin B vao trong dung
mai tlr hat qua chanh leo. C6 thé ap dung lic di kém véi rung siéu am, vi du, thiét bi
siéu 4m da biét.

Theo phuong phap san xuit ché phdm chira scirpusin B theo sang ché, qua trinh
chiét c¢6 thé duoc thuc hién bang cach st dung phuong phap da biét dé gia nhiét dén
hdi lvu sir dung dung méi rugu chira nude hoic dung mdi keton chira nude néu trén.
Tét hon 13, nhiét d gia nhiét nim trong khoang tir 60 dén 95°C va thoi gian hdi luu

nim trong khoang tir 1 dén 2 gio.

Theo phuong phép san xuit ché phdm chira scirpusin B theo sang ché, dung
moi ¢ thé dugc chung cit dé loai bd trong didu kién ap sut giam sau khi chiét. Bing
céch d6 c6 thé thu duge ché phidm khong chtra dung mdi hitu co, va c6 thé tao ra ché
phim tuén thi cac tiéu chudn v& an toan théa dang va céc tiéu chudn tuong ty lam
thanh phan thuc phim duoc bd sung vao thuc pham hodc db ubng nhu thuc pham chre

ning hoic thuc phidm bd dudng.

Theo phuong phap san xuit ché phdm chtra scirpusin B theo sang ché, qua trinh
chiét c6 thé duoc thuc hién theo nhiéu giai doan nh¢ st dung nhiéu dung mdi. Do do,

c6 thé sdn xuat cheé pham chira ham lugng scirpusin B cao v4i hiéu suat cao hon.

Cu thé 13, vi dy, nghién hat qua chanh leo. Sau do, bd sung hodc dung moi ruou
chira nuéc hodc dung mdi keton chtra nude néu trén, thuc hién lic, gia nhiét dén hdi
luu hodc quy trinh tuong tu; va scirpusin B dwgc chiét vao trong dung mdi va thu duoc
dich chiét tht nhit. Hon hgp thu dugc duoc tach bﬁng ly tdm hodc bién phap khac
thanh dich chiét va phan cin khéng dugc thu hdi lam dich chiét. Dung moi con lai

trong s6 hai dung mdi néu trén ma khong dugc lya chon trude d6 duge bd sung vao
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phan cin nay, thuc hién lic, gia nhiét dén hdi luu hodc quy trinh twong tu; va scirpusin
B dugc chiét vao trong dung moi, va thu dugc dich chiét thir hai. Sau do, tron dich
chiét thir nhit v6i dich chiét thir hai. Hién nhién 13, dich chiét thir hai c6 thé duogc st

dung riéng 1am dich chiét hat qua chanh leo.

Do vi¢e thuc hién qué trinh chiét theo nhiéu giai doan st dung nhiéu dung moi,
va dua hat qua chanh leo vao qua trinh chiét thir nhit st dung dung moi ruou chira
nudc hodc dung moi keton chira nude, co thé lam cho dic tinh vat ly va cac dic tinh
khéc ctia hat qua chanh leo thay ddi theo cach ma thich hop cho qué trinh chiét nén c6
thé mong mudn 13 hiéu suét chiét trong qua trinh chiét xuét thi hai tiép theo dugc cai
thién, khong chi trong treong hop st dung dung moi rugu chira nude hodc dung moi

keton chtra nuéc néu trén, ma con trong trudng hgp st dung dung mdi khéc.

Ham lugng scirpusin B chira trong dich chiét tir hat qua chanh leo thu dugc tir
phuong phap néu trén tdt hon 1a ndm trong khoang, vi du, tir 1 x 10" dén 99,9% khéi
lwong, va tét hon nita 12 ndm trong khoang tir 1 x 10™* dén 20% khéi lwong, va tt hon
nita 12 nim trong khoang tir 1 x 10~ dén 5% khdi luong. Ham lugng scirpusin B dugc
chira tinh theo ham lugng chéit ran t&t hon 13 nim trong khoang tir 0,01 dén 99,9%
khéi luong, va tét hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,05 dén 30%, va tbt hon nita la
nim trong khoang tir 0,1 dén 20% khdi lwong. Ché phém chira scirpusin B ¢6 thé &
dang léng thu duogc béng cach sir dung truc tiép dich chiét hoidc cd dic dich chiét. Ché
phdm chira scirpusin B ¢6 thé & dang bot thu dugc bing cach siy dong khd hoidc sdy
phun. Ché pham chira scirpusin B khong chi giéi han & cac dang nay. Cac chat khong
hoa tan cé trong dich chiét co thé dugc loai bé mdt cach thich hop, vi du, b%mg cach

loc. Céc chit khong hoa tan nay c6 thé duge nghién thém thanh céc hat min.
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Dich chiét dau tién tir hat qua chanh leo thu dugc nhu néu trén co thé dugc cit
phan doan va tinh ché, bing cach sir dung scirpusin B lam chét chi thi, bang phuong
phép, vi du, phuong phép trao ddi ion, sic ky rdy phan tir trén cot, HPLC, loc gel, tach
diing mang, va san phim c6 thé dugc sir dung lam ché phim chira scirpusin B.

Cu thé 13, khi scirpusin B tir hat qua chanh leo dugc dua vao HPLC phén tich
trong cac diéu kién duéi ddy, scirpusin B dugc rira giai trong ving 1an can 12,54 phut
(xem Fig.1: hop chit dugc rira giai trong ving lan can 8,9 phat trén Fig.l la
pixeatanol). Thuc hién do khéi phd lwgng bang cach sir dung thiét bi do khéi phd, thu
duogc tin hi¢u cda dang ion dm dugc thé hién & ty s6 m/z 12 485 (xem Fig.2).

Céc diéu kién HPLC

Cot: ODS-3, dudng kinh: 4,6mm, chidu dai: 150mm (hing GL Sciences)

Nhiét do cot: 45°C

Céc diéu kién rira giai: tdc d6 dong: 0,75mL/phat, 15% axetonitril (0 phuat) —
40% axetonitril (20 phut) — 45% axetonitril (25 phut)

Phat hién bang UV: 280nm

Do do, theo sang ché, co thé thuc hién cét phan doan va tinh ché thich hop déng
thoi xdc nhén sy c6 mit cua scirpusin B tir hat chanh leo béng cach str dung cac
phuong phép phén tich dd néu & trén lam vi du va diéu ché ché phidm chua scirpusin B

tr hat chanh leo ¢6 ham lugng scirpusin B cao.

Scirpusin B thu dugc tir hat chanh leo c6 thé duoc bd sung vao d6 chét nén
hoidc chét mang dugc dung dugc lam thanh dang vién nén, thudc hat, thudc bot, dung

dich thudc, bot thude, hat thudc, vién nang, thach, v.v., va ¢6 thé duogc st dung lam
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duoc phém, hodc dugc lam thanh dang thubc md, kem, gel, mat na dép mit, thudc strc

boi ngoai da, m§ pham, v.v., va dugc st dung lam m¥§ pham.

Ciing c6 thé bd sung scirpusin B thu duoc tir hat chanh leo vao thuc phdm dé
nang cao stc khoe, bd sung dinh dudng, hodc vao thuc phim chirc ning, v.v. va sir
dung. Vi du vé céc thuc phdm nay bao gdm: banh keo ngot nhu sdcdla, banh quy, keo
cao su, keo, banh quy, keo gbm, va banh keo dang théi; ngii cbe; dd uéng nhu bot dé
pha thanh d6 ubng, dd udng khong cdn, db udng sira, dd udng dinh dudng, db ubng co
ga, va dd uéng ¢6 thach; va dd trang miéng lanh nhu kem hodc kem tréi cdy. Cac vi du
duogc uu ti€n khac bao gém mi s¢i nhu mi sgi mong duge [am tr bot kiéu mach (soba),
mi éng (my Y), mi soi dugc 1am tir laa mi (udon va somen). Cac dang thuc phém dé
tdng cuong stre khoe va bd sung dinh dudng c6 thé & dang bot, dang hat, vién nang, xi-

rd, vién nén, hodc vién nén bao dudng.

Trong trudng hop bd sung scirpusin B thu duoc tir hat chanh leo vao thuc phdm
hodc dd udng hodc my phim va st dung, ham luong scirpusin B ¢ trong thuc phim
hodc dd ubng hoic my phim tét hon 14 ndm trong khoéang tir, vi du, 1 x 10 % dén
50% khdi lugng, va tét hon nita 12 nim trong khoang, vi du, 1 x 107 % dén 20% khéi
lugng, va tét hon nita 1a nim trong khoang tir, vi du, 1 x 10° % dén 5% khéi lugng.
Ham lugng scirpusin B dugc chira tinh theo ham lugng chét ran t6t hon 14 nim trong
khoang tur, vi dy, 0,01 dén 80% khdi luong, va t5t hon nita 1a nim trong khoang ttr, vi
du, 0,05 dén 30% khdi luong, va t8t hon nira 1a nim trong khoang tir, vi du, 0,1 dén

20% khi luong.
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Vi du thuc hién sang ché

Dudéi day, sang ché dugc mo ta cu theé bang céc vi dy, tuy nhién céc vi du nay

khong gi¢i han pham vi ctia séng ché.

Vi du 1- Thu hdi, tinh ché va x4c dinh scirpusin B tir qua chanh leo
B4 sung 200ml dung dich axeton 80% vio 60g chét da dugc nghién (di qua
sang mét ludi 30 dén 60) thu dugc bang cach sdy dong kho va nghién hat chanh leo, va
khuéy & nhiét do trong phong; va thu dugce dich chiét dang 1éng cua hat. Cét phan doan
dich 16ng nay bang phuong phap HPLC st dung cdt ODS. Céc diéu kién phan doan
theo phuong phap HPLC nhu sau:
. Cot: ODS-3, dudng kinh 20 mm, chidu dai 150 mm (hang GL Sciences)
« Nhiét do cot: nhiét 40 trong phong
. Céc didu kién rura giai: tdc d6 dong Sml/phut, 10% axetonitril (0 phit) — 50%
axetonitril (70 phut) — 80% axetonitril (75 phut) — 80% axetonitril (90 phut)
. Phat hién bing UV: 280 nm
Fig.3 thé hién sic ky d6 HPLC tuong tng. Két qua 13, quan sat thdy dinh I6n
nhét trong viing 14n can & thoi gian lwu 13 51 phat, va quan sat thiy dinh thi hai trong

vung lan cén & thoi gian luu 1a 57 phut.
Dic tinh ctia chit trong thanh phin dugc rira giai trong ving lan cdn & thoi gian
luu 14 57 phat duge xéac dinh nhu sau:

Pau tién, phan doan ma duge rira giai trong ving 1an cin & thoi gian luu 1a 57
phiit duge phan tach, sau d6 tinh ché dén do tinh khiét khoang 97% bing cach st dung

thém phuong phap HPLC. Pua phéan thu dugc vao HPLC/do khdi phd (thiét bi Agilent
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1100 LC/MC System; do hang Agilent Technologies san xudt) va phéan tich NMR. Két

qua nhu sau

ESI:m/z485(M");

'H NMR(CD30D, 500MHz): 84,38 (1H,d, J=6,0Hz), 85,32 ((1H,d, J=6,0Hz),
06,19 (2H.d, J=2,2Hz), 66,21 (1H, t, J=2,0Hz), 66,30 (1H, d, J=6,0Hz), 6,58 (1H, d,
J=16,1Hz), 6,62 (1H, dd, J=2,2, 8,5Hz) 6,66 (1H, d, J=1,9Hz), 86,68 (1H, d, J=7,8Hz),
6,74 (1H,d, J=2,2Hz) 6,78 (1H, d, J=8,2Hz), 6,81 (1H, d, J=16,4Hz), 66,80 (1H, d,
J=1,9Hz);

BC NMR: (CD30D, 125MHz): 8: 58,1, 94,8, 96,8, 102,2, 104,4, 107,3x2,
113,6, 114,0, 116,2x2, 116,3, 118,4, 119,8, 120,0, 123,6,5: 130,9, 131,0, 134,9, 137,0,

146,3, 146,4, 146,5, 146,6, 147,6, 159,8x3, 162,7.

Két qua phéan tich NMR & trén cho thdy ring chit nay 14 scirpusin B dugc biu

dién bang cong thirc héa hoc (1) dudi day.

Cong thirc héa hoc 2

(1)

Sb do géc quay quang hoc (bang méay do phan cuc JASCO P-2200) cta thanh
phan dugc rira giai trong ving 1an cén cta thoi gian 57 phat 1a [a]p” : 0,0°, va trong

két qua ctia phd hip thu hdng ngoai thu dugc bing cach sir dung thiét bi do phd hong
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ngoai JASCO FT/IR-6200 Fourier-Transform Infrared Spectrometer, dinh hap thu hién
thi tai 1605cm™, 1520cm™, 1445cm™, 1339cm™, 1282cm™, 1197cm™, 1156cm™,
1116cm™, va 1002cm™. Céc két qua nay khéng méau thuin véi cac két qua xac dinh
néu trén. Céc két qua phan tich NMR, gbéc quay quang hoc, phd hdp thu hdng ngoai, vv.
clia scirpusin B ciing dugc néu trong tai liéu ctia Kyoko Kobayashi va cac dong tac

gia,; Biol. Pharm. Bull. 29 (6), (2006), trang 1275-1277.
Thanh phan dugc rira giai trong viing 14n c4n cua thoi gian luu 51 phit duge
xac dinh riéng 13 pixeatanol c6 cong thirc cdu tao (2) nhu sau:
Cong thure hoa hoc 3
OH
oy L,
OH
2)
Theo nhu trén, thdy rang dinh trong ving lan cén cua thoi gian 57 phuat thu
duoc bang phuong phap phén tich HPLC phan chiét hat twong tng voi scirpusin B, va
hat chanh leo ndy c6 chtta lugng 16n scirpusin B. Khong phét hién thiy scirpusin B

trong vé hodc phén thit cia chanh leo.
Vi du 2- Chiét xuét scirpusin B tir hat qua chanh leo

Thim dinh phuong phap chiét xuét scirpusin B tir hat qua chanh leo. Cu thé 13,
thim dinh hiéu suét chiét scirpusin B bing cic phuong phap chiét nhu dugce trinh bay

dudi day.
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(1) Chiét lic bang cach st dung dung dich etanol chira nuéc va dung dich

axeton chira nudc

B6 sung 200mL dung dich etanol chira nudc 80% vao 60g hat da nghién va lic
& nhiét do trong phong trong thoi gian 30 phat dé thuc hién chiét, va ldy dich ndi thu
dugc. Lip lai budc nay hai 1an. Sau d6, bd sung 200mL dung dich axeton chita nudc
80% vao phan cin rin thu dugc va lic & nhiét do trong phong trong thoi gian 30 phut
dé thuc hién chiét, va léy dich ndi thu dugc. Lap lai budc nay ba l4n. Sau d6, cbd dac
dich chiét 16ng, dich chiét 1ong nay thu dugc bing cach két hop cac dich ndi da 14y,
dwa dén thé tich khong ddi 1a 200mL str dung dung dich etanol chira nude 80%, va dua
10ul chét 16ng nay vao phén tich bing phwong phap HPLC. Tao ra mot dudng cong
hiéu chuén béng cach sir dung mau da dugce tinh ché truge dén do tinh khiét cao (97%),

va dinh lugng ham lugng scirpusin B ¢6 trong dich chiét.
(2) Chiét bang cach gia nhiét dn hdi luu st dung dung dich etanol chira nudc

B6 sung 3 lit dung dich etanol chtra nude ndng do 80%, 90%, hodc 95% vao
300g hat da nghién, va thuc hién chiét bing cach gia nhiét dén hdi luu trong 90 phut &
nhiét dd 92°C. Sau d6, o dic dich chiét léng thu dugc, dua dén thé tich khong dbi 1a
200mL st dung dung dich etanol chira nu6c 80%, va dua 10ul chit 16ng nay vao phan
tich bing phuong phap HPLC. Sau d6, dinh luong ham luong scirpusin B ¢6 trong
dich chiét 16ng bing cach sir dung dudng cong hiéu chuin d tao ra trude do.

3) Chiét biang cach khudy st dung 1,3-butylen glycol (dung dich BG chtra
nudc)

B6 sung khoang 100ml dung dich BG chta nude ndng d6 20%, 40%, 50%, 60%,

hoic 80% vao 10g hat d dugc siy khé bang khi nong hodc dugce nghién thém, va thuc
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hién chiét bing cach gia nhiét va khudy trong thoi gian 1 gid' & nhiét do 80°C. Dua mot
phin cta dich chiét 1ong thu duoc vao phan tich bing phuong phap HPLC, va dinh
lugng ham lugng scirpusin B c6 trong dich chiét 1ong sir dung dudng cong hidu chudn

da tao ra trudc do.

Céc két qua thir nghiém duoc thé hién trong bang 1 va bang 2 dudi day. Trong
bang 1, két qua thir nghiém duogc thé hién dugce chuyén ddi thanh (A) ham luong (mg)
ctia scirpusin B chiét dugc tir 100g hat st dung trong qua trinh chiét, hoic (B) ham

lugng scirpusin B (% khédi lugng) c6 trong ham lwong chét rin trong dich chiét long.

Béang 1
Scirpusin B
[A] Ham lugng [mg] [B] Ham lugng [% khdi luong]
chtra trong 100g hat chtra trong ham lugng chét rin
trong dich chiét long
Chiét lac 283 2,5
Dung dich etanol chira 246 2,1
nuée 80% hdi luu
Dung dich etanol chita 363 3,2
nuée 90% hdi luu
Dung dich etanol chtra 220 1,9
nude 95% hdi luu

Nhu dugc thé hién trong bang 1, chiét dugc 220mg dén 363mg scirpusin B trén
mdi 100g hat qua chanh leo. Him lugng chtra trong ham lwong chét rin caa dich chiét
léng theo tmg phuong phép chiét 1a 2,5% khdi lwong theo phuong phép lic chiét,
2,1% khbi lugng theo phuong phap chiét bing gia nhiét dén hdi luu st dung dung dich
etanol chira nuéc 80%, 3,2% khbi lugng theo phuong phap chiét bing gia nhiét dén

hdi Iuu sir dung dung dich etanol chira nudc 90%; va 1,9% khéi luong theo phuong
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phép chiét bing gia nhiét dén hdi luu sir dung dung dich etanol chira nudc 95%. Do dé,
khi so sanh cac phuong phép chiét, scirpusin B dugc chiét hiéu sudt nhit bang phwong
phap gia nhiét dén hdi luu st dung dung dich etanol chira nudc 90%. Khi ham luong
scirpusin B trong hat chanh leo dwoc chuyén dbi tir gia tri twong tmg v6i hiéu sudt
chiét 16n nhét, phét hién réng hat chanh leo chira ham lugng scirpusin 16n, vi du, it
nhit khoang 0,36% khdi luong. Ciing phat hién rang scirpusin B ¢6 thé dugc chiét mot
cach hiéu qua.

Trong béang 2, cac két qua thir nghiém dugc thé hién duoc chuyén ddi thanh (A)

ham luong (mg) cta scirpusin B chiét duoc tir 100g hat sir dung trong qua trinh chiét,

hodc (B) ham lugng scirpusin B pg/ml) c¢6 trong dich chiét 1ong.

Béang 2
Scirpusin B
Nong d6 BG [A] Ham lugng (mg) chira [B] Ham lugng (ug/ml)
trong 100g hat chira trong dich chiét 16ng

Dung dich BG chtra nuéc 185 223

20%
Dung dich BG chira nudc 401 485

40%
Dung dich BG chira nudc 92,6 61,7

50%
Dung dich BG chira nudce 313 378

60%
Dung dich BG chira nudce 260 314

80%

* Trong truong hop chi sir dung dung dich BG chtta nuéc 50%, cac hat khong duoc
nghién.
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Nhu dugc thé hién trong bang 2, chiét dugc 92,6mg dén 40 Img scirpusin B trén
mdi 100g hat qua chanh leo bang phuong phap chiét theo cach khudy sir dung 1,3-
butylen glycol (dung dich BG chira nuéc). Pdi véi két qua thu dugc ding dung dich
BG chira nude 50%, thuc hién chiét tir nguyén hat khong bi nghién. Mic du hiéu suét
chiét giam di mot phan, nhung khing dinh dwgc ring c6 thé chiét ma khéng cin

nghién.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap san xuét ché phdm chira scirpusin B, trong d6 phwong phap nay bao

gdm céc budc:
bo sung dung mdi chiét vao hat quéa chanh leo;
chiét scirpusin B vao trong dung méi; va

cit phan doan va/hodc tinh ché scirpusin B chiét dugc dé thu duoc ché phim chira
scirpusin B v&i ham lugng scirpusin B tinh theo ham lugng chit rin it nhét 12 0,1%

khéi luong.

2. Phuong phap san xuét ché pham chura scirpusin B theo diém 1, trong d6 hat qué
chanh leo 12 hat qua chanh leo chua tinh ché hoic hat thu dugc bang cach sdy kho hat

qua chanh leo chua tinh ché.

3. Phuong phap san xuat ché phdm chira scirpusin B theo diém 1, trong d6 dung moi la
dung dich etanol chira nuéc, dung dich 1,3-butylen glycol chira nuéc hodc dung dich

axeton chira nuéc.

4. Phuong phép san xudt ché pham chira scirpusin B theo diém 1, trong d6 dung mai
duoc chung cét dé loai bo sau khi chiét.

5. Phuong phap san xuét ché pham chira scirpusin B theo diém 1, trong d6 bude ct
phan doan vd/hojc tinh ché bao gdm viéc st dung scirpusin B 1am chét chi thi, bing
phuong phép trao dbi ion, sic ky rdy phan tir trén cot (size exclusion column

chromatography), HPLC, loc gel hoac tach béng mang.
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