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(54) QUY TRINH SAN XUAT HON HOP POLYPHENOL CO TAC DUNG UC CHE ENZYM
SEH TU HAT CHANH LEO TiM (PASSIFLORA EDULIS SIMS)

(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuat hon hop polyphenol cé tic dung trc ché
enzym sEH tir hat Chanh leo tim (Passiflora edulis). Quy trinh theo sang ché bao gdm cac
bude: chuén bi nguyén li¢u; chiét bot hat béng Tween 20; thu ba hat; chiét ba hat br:?mg
Tween 80; va thu hon hop polyphenol. Bﬁng cach chiét siéu 4m sir dung 1an lugt Tween 20
va Tween 80, quy trinh theo sang ché da chiét duoc hdn hop polyphenol cé tac dung tic
ché manh enzym sEH. Hon hop polyphenol tir hat Chanh leo tim thu dwogc theo quy trinh
ctia sang ché nay c6 thé dugc phat trién thanh dugc phim va thuc pham chirc ning trong
diéu tri cac bénh viém, mién dich va tim mach.
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Linh vwe ki thuit dwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong ngh¢ hoa sinh va cac hop chét thién nhién, cyu thé
14 d& cap dén quy trinh san xudt hdn hop polyphenol tir hat Chanh leo tim (Passiflora
edulis) va hdn hop thu duoc tir quy trinh nay ¢6 tac dung e ché enzym sEH c¢6 thé
phat trién thanh duoc phdm va thuc phidm chirc ning trong diu tri cac bénh viém,
mién dich va tim mach.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Theo udc tinh ctia TS chie Y té thé gioi, hang niam trén thé gi6i c6 khoang 17,5
triéu nguoi tr vong lién quan dén cac bénh vé tim mach va 12 nguyén nhan hang dau
gdy tu vong trén toan cAu. Didu nay rat nguy hiém vi tim va hé mach déng vai tro quan
trong song con trong co thé con ngudi. Tim va hé mach o chic ndng cung cAp oxy va
duding chét cho céc t& chire, ddng thoi mang cc chét cin dao thai chuyén cho cac co
quan, bo phén c6 trach nhiém dao thai ra ngoai, van chuyen cac hocmon, céc enzym
dén céc co quan va didu hoa than nhiét, v/v., Co nhiéu phuong phap dé diéu tri tim
mach va mot trong nhiing phuong phép hay duoc sir dung pho blen hién nay la st
dung thude. Tuy nhién, thude didu tri tim mach thuong c¢6 ngudn gde téng hop, nhidu
tac dung phu va dit.

Do do, viée tim kiém cac ngudn duoc liéu ¢6 ngudn thao duogc thay thé cho cac
loai thubc tong hop di dwoc quan tAm nghién ctu. PSi voi hat Chanh leo tim
(Passiflora edulis), cac tac gia dd phét hién ra tac dung diéu tri tim mach t6t cia thanh
phén dich chiét tr hat Chanh leo tim (Sano, S., Sugiyama, K., Ito, T., Katano, Y.,
Ishihata, A. Identification of the strong vasorelaxing substance scirpusin B, a dimer of
piceatannol, from passion fruit (Passiflora edulis) seeds. J. Agric. Food Chem., 2011,
59, 6209-6213). Ngoai ra, piceatannol-mdt hoat chét chinh dugc tim théy trong hat
Chanh leo tim c6 tic dung cai thién hé théng mach, lam gidn mach, giam huyét ap,
chdng tang cholesterol trong mau, chéng rdi loan nhip tim va chng xo vita ddng mach
(Tang, Y. L., Chan, S. W. Review: A review of the Pharmacological Effects of
Piceatannol on Cardiovascular Diseases. Phytother. Res., 2014, 28, 1581-1588).

Trong cac cong bd da biét, phwong phap chiét chi yéu sir dung cac hé dung moi
hexan , chloroform, etyl axetat, axeton, metanol, etanol bang céch ngam, chiét hoi luu,
chiét soxhlet, chiét siéu t6i han, v.v.. Tuy nhién, cac phuong phap chiét nay c6 nhugc
diém 1a ton nang luong, thoi gian chiét kéo dai va sir dung dung moi doc hai. Hiéu suét
thu hdi cdc cao chiét va hoat chit khong cao, kho ap dung dé phat trién trong nganh
cong nghiép san xuét duge.

Céc tdc gia dd nghién clru va nhan thdy rang, hoat chit ctia hat Chanh leo tim tép
trung chit yéu & cac thanh phén polyphenol, cac thanh phin nay khi chiét bang cac
dung moi, vi du etyl axetat, axeton, metanol, etanol trong thoi gian dai cac hop chit
nhidu kha ning bi bién dbi tao thanh cac hop chit chuyén hoa khéc, diéu nay khong
nhitng anh huong dén higu sudt chiét ma con tac dong 16n dén tac dung sinh hoc ciia
hdn hop thu dugce.

Trong nhiing nam gin day, ¢6 mdt s6 cong bd lién quan dén tac dung ctia cac
chit hoat dong bé mat, cu thé 1a anh huéng cta sic cing bé mit ctia cac chit hoat
dong bé mit anh hudng lén dén tac dung sinh hoc cua cac hop chét polyphenol tir
duge ligu. Vi dy, trong qud trinh nghién ctru chiét xuét téng polyphenol tir loai tao &
Iran, chét hoat dong bé mit Brij35 dugc chimg minh c6 hiéu suét chiét va ham luong
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tong polyphenol cao, ¢6 kha ning chng oxy hoa tbt hon phuong phép chiét bing dung
moi metanol thong thudng (Reza Hosseinzadeh, Plos one, 2013, 8, 1-7). Trong mét sb
cong bd cho thdy anh huong cua dung moi d6i v6i hoat tinh sinh hoc cta polyphenol
tir tdo do, chanh va xoai. Két qua cho thdy chat hoat dong bé mat Brij-58, Triton X-
114 cho hi¢u sudt chiét cao hon hin céc dung moi thong thuong, va dic biét khong
lam mét hoat tinh sinh hoc cta hoat chat dugc chiét. Tuy nhién, chua c6 chét hoat
dong bé mit twong tw nao dugc 4p dung cho viéc chiét polyphenol tir hat Chanh leo
tim.

Do d6, cin c6 phuong phap chiét véi dung méi cai tién c6 kha nang chiét dac
hi¢u cac Jpolyphenol cua hat Chanh leo tim ¢6 tac dung sinh hoc 1a rc ché enzym sEH
dé co thé ' phat trién thanh duoc pham va thuc pham chirc ning trong diéu tri cac bénh
viém, mién dich va tim mach.

Ban chit ky thuit cia sang che

Sang che nham giai quyét cac van dé néu trén, cu thé 1a sang ché @& xuét quy
trinh san xuét hdn hop polyphenol ¢6 tac dung trc ché enzym sEH tir hat Chanh leo tim
(Passiflora edulis) va hdn hop polyphenol ¢6 tic dung trc ché enzym sEH thu duoc tir
quy trinh nay.

Theo khia canh thtr nhat, sang ché & cap dén quy trinh san xuét hdn hop
polyphenol ¢6 tac dung trc che enzym sEH tir hat Chanh leo tim (Passiflora edulis),
trong dé quy trinh nay bao gom cac budc:

a) chuan bi nguyén liéu bang cach thu hat Chanh leo tim (Passiflora edulis), sau
d6 rira sach bang nuée cét, loai bd tap chét, sdy kho & nhiét do nim trong khoang tir 50
dén 70°C va xay hat thanh bot;

b) chiét bot hat Chanh leo tim bang cach bd sung phan bot thu dugc & bude a)
vao Tween 20 nong do tir 0,5 dén 2% theo ty 18 1/5 (khéi luong/the tich), tién hanh
chiét ba hat trong diéu kién siéu 4m v6i thoi gian siéu am tir 20 dén 40 phit v6i nhiét
do chiét ndm trong khoang tir 50 dén 70°C, sau d6 loc loai bo dich chiét Tween 20 va
thu ba hat sau khi sy kho;

c) ch1et ba hat Chanh leo tim bang céch bd sung phan ba thu dugc 0 bude b) vao
Tween 80 nong do tir 5 dén 10% theo ty 1& 1/5 (khéi luong/the tich) va tién hanh chiét
ba hat trong diéu kién siéu Am véi thoi gian siéu 4m tr 20 dén 40 phit v6i nhiét do
chiét nam trong khoang tir 50 dén 70°C;

d) thu dich chiét bang cach ly tdm hon hop chiét véi tde do ndm trong khoang tur
10.000-15.000 vong/phut trong 10 phut aé loai b6 hoan toan phén cin thu dich chiét; va

e) thu hén hop polyphenol bang cach cét quay loai bo dung mdi dén kh01 luong
khong dbi thu dugc hdn hop polyphenol chira hai hoat chit chinh bao gdm trans-
piceatannol va scirpusin B ¢¢ tac dung trc ché enzyme sEH & dang b4t mau tim than.

Theo mot phuong an wu tién cia quy trinh theo sdng ché, trong d6 nhiét do chiét
duoc thye hién ¢ 60°C v6i Tween 80 nong d6 10% trong diéu kién siéu 4m.

Theo khia canh thir hai, sing ché d& cap dén hdn hop polyphenol ¢6 tic dung trc
ché enzym sEH thu duogc tir quy trinh theo sang ché, trong d6 hdn hop nay chira hai
hoat chat chinh bao gdm trans- -piceatannol va scirpusin B.

Theo mdt phuong dn wu tién, trong d6 ham lugng polyphenol 1a 1332,83 mg
GAE/g cao chiét kho.

Hdn hop polyphenol thu dugc tir quy trinh theo séng ché c6 thé dugc phat trién
thanh duge phdm va thuc phdm chtrc ning trong diéu tri cac bénh viém, mién dich va
tim mach.

M@ té vin tit hinh vé
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Hinh 1: Sic ky d6 hon hOp polyphenol thu duogc sau khi phan tich bang sic ky
16ng hi¢u nang cao gheép n6i phd khdi (HPLC/MS) tai bude song A = 320 nm.
M ta chi tiét sang ché

Sau déy, sang ché dugc mo ta mot cach chi tiét véi cac phuong an thuc hién va
cac vi du minh hoa cu thé, tuy nhién cac phuong an thuc hién va cac vi du minh hoa cu
the nay chi nhim l1am rd ban chit cia sang ché chtr khong nhim han ché pham vi yéu
cau bao ho ctia sang ché.

Cay Chanh leo tim c6 tén khoa hoc 1a Passiflora edulis Sims thudc ho Lac tién
(Passifloraceae), cdy Chanh leo tim con c6 tén goi 1a Day mat, Chanh diy, Mac mét.
Cay Chanh leo tim thuong phan bd & cao nguyen, khi hdu mat, la loai ban dia (Pham
Hoang Ho. Cay ¢ Viét Nam. NXB Tré, Quyén 1, 1999, Tr. 556) va duoc trong rong rai
& Chau My, Chau Phi va Chau A (trong do ¢6 Viét Nam). Hat Chanh leo tim dugc sir
dung lam nguyén li¢u theo sang ché 1a hat sdy kho (hat tuoi duoc tach sau khi thu hai
qua chin va say kho).

Sang ché d& xudt quy trinh san xuét hdn hop polyphenol c6 tic dung e ché
enzym sEH tur hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims) va hdn hop polyphenol cé
tac dung trc ché enzyme sEH thu duoc tir quy trinh nay.

Theo khia canh thtr nhit, sang ché d& cap dén quy trinh san xult hdn hop
polyphenol c¢6 tic dung trc ché enzym sEH tir hat Chanh leo tim (Passiflora edulis
Sims), trong do quy trinh nay bao gom céc budc: a) chuén bi nguyén li¢u; b) chiét bot
hat Chanh leo tim bang Tween 20; ¢) thu ba hat sau chiét; d) chiét ba hat bang Tween
80; e) thu dich chiét; va f) thu hdn hgp polyphenol.

Trong budc chuan bi nguyén li€u, hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims)
dugc tach tr qua, loai bo tap chit, hat 1ép, sau do6 rira sach bang nudc ct, sdy kho &
nhiét 6 nim trong khoang tir 50 dén 70°C va xay hat thanh bdt. Bot hat ¢c6 mau nau,
mui thom ddc trung. Nhiét dd sdy hat Chanh leo tim khong duge vuot qua 70°C vi néu
nhiét d6 qua cao, cac hop chit polyphenol c6 trong qua rat d& bi phan huy.

Trong budc chiét bot hat Chanh leo tim, qua trinh chiét nay trude tién dugc thyc
hién v6i Tween 20 dé loai bo diu va thu ba hat, sau d6 qua trinh chiét ba hat tiép tuc
dugc thue higén véi Tween 80. Theo séang ché, bang cach s dung Tween 80 véi nong
do tdi vu, cac thanh phan polyphenol thu duoc co hoat tinh sinh hoc. Mic du viéc chiét
nay co thé str dung cac dung mdi nhu etyl axetat, etanol, metanol dé chiét, tuy nhién,
bat ngo 1a véi dung moi, vi du etanol, mic du ty 1& chiét cac hop chit polyphenol tdng
s6 kha cao, nhung hoat tinh sinh hoc lai thap Nguoc lai, v6i hé dung mai etyl axetat,
higu sudt chiét cac hop chat polyphenol lai rat thap, chi dat 2, 15%.

Theo do, cac tac gia da nghién ctu vao phat hién ra rang, mot sb hop chét
polyphenol s& bi bién tinh nhanh néu qua trinh ngdm chiét kéo dai hodc st dung cac
dung moi c6 do phan cuc khic nhau. Khi d6 lugng polyphenol thu duge s& giam va
tang luong cac hop chét khong mong mudn khac. Hay néi cach khéc, vi du, v6i dung
moi etanol, lugng polyphenol thu dugce c6 thé 16n, nhung céc thanh phan ¢6 hoat tinh
sinh hoc lai giam. Hay néi céch khac, khi d6 qua trinh chiét 12 khong dic higu.

Céc tac gia bat ngd phét hién ra ring, bang céch cai tién dung moi chiét ddi voi
hat Chanh leo tim, cac tac gia di thu dugce hdn hop polyphenol ¢6 hoat tinh trc ché
enzym sEH. Theo do, céc tdc gia thay rang, dung mdi t6i uu dé chiét cac hop chat
polyphenol c6 trong hat Chanh leo tim la chét hoat dong bé mit Tween 80 nong do tu
5 dén 10%. Tét hon 1a Tween 80 c6 ndng d6 6, 7, 8 hodc 9%.

Tween 80 con goi 1a Poly Sorbat 80 c6 tén danh phap IUPAC 1a poly oxyetylen
(20) monoleat sorbitan. Tween 80 1a mot dung dich téng hop tan t6t trong nudc va cac
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dung moi hitu co, duge st dung nhu mot phu gia giup on dinh trang thai kem, sita, tao
‘nén mot 16p lién két, pha phan tan gitp n dinh, clng ¢b trang thai cia san phim, giam
thleu do tan chay. Theo sang ché, Tween 80 duoc pha vé6i nuée cit tao dung dich c6
nong do tir 5 dén 10% lam dung moi chiét.

Theo do6, bot hat Chanh leo tim dugc bo sung vao Tween 20 co nong do tir 0,5
dén 2% theo ty 18 1/5 (khdi luong/thé tich), tién hanh chiét didu kién siéu am véi thoi
gian siéu am tr 20 dén 40 phut v6i nhiét d chiét nim trong khoang tir 50 dén 70°C,
sau d6 loc loai bé dich chiét Tween 20 va thu ba hat.

Trong budc chlet bang Tween 80 ¢6 nong do tir 5 dén 10%, ba hat duge bd sung
vao Tween 80 c6 ndng do tir 5 dén 10% theo ty 1€ 1/5 (kh01 lugng/thé tich). Piéu kién
chiét dugc thuc hién trong diéu kién chiét sidéu Am dé rut ngan qud trinh chiét va bao vé
dugc cac thanh phéan c6 hoat tinh trong hdn hop chiét. Thoi gian chiét siéu 4m tir 20
dén 40 phut v6i nhiét do chlet nim trong khoang tir 50 den 70°C. Nhiét d6 chiét khong
duoc vuot qua 70°C vi néu vuot qua nhiét do nay, mot s6 hoat chit sé& bi phan huy. Tt
hon la nhiét do chiét 1a 60°C trong diéu kién chiét véi dung moi chiét 14 Tween 80
nong do 10% trong diéu kién chlet siéu am. Dleu kién chiét siéu 4m dugc thuc hién
trong thiét bi siéu 4m c6 cong sut 180-220 W, tan s 40-60 kHz.

Trong budc thu dich chiét, hdn hop chiét duge ly tm véi véi tbc do nim trong
khoang tir 10 000-15 000 vong/phut trong 10 phut dé loai bd hoan toan phan cin thu
dich chiét. Qua trinh nay nham tach phén ba va thu phan dich chiét.

Trong bude thu hdn hop polyphenol tién hanh loai b dung mdi chiét bang thiét
bi cét quay chan khéng. Qua trinh nay nham loai bd dung mdi, nhung khong 1am bién
tinh thanh phan hoat chét thu duoc. Qua trinh ¢b nay dugc thuc hién dén khéi luong
khong ddi thu dugce hdn hop polyphenol. Hdn hop polyphenol nay & dang bot mau tim
than chtta hai hoat chit chinh bao g0m frans-piceatannol c¢6 cong thirc (1) va scirpusin
B ¢6 cong thirc (2).

2)

Theo khia canh tht hai, sang ché dé cap dén hén hop polyphenol ¢6 tac dung trc
ché enzym sEH thu dugc tir quy trinh theo sing ché, trong d6 hdn hop nay chira hai
hoat chét chinh bao gdm trans-piceatannol ¢6 cong thirc (1) va scirpusin B c6 cong
thtre (2) sau:
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Theo mét phuong 4n uu tién, trong d6 ham lugng polyphenol 1a 1332,83 mg
GAE/g cao chiét kho.

Hon hop polyphenol thu dugc tir quy trinh theo sang ché thich hop st dung dé
san xut dugc phim hoic thuc pham chirc nang dé tic ché enzym sEH. C4c thir nghiém
cho thdy hdn hop theo sang ché co tac dung e ché enzym sEH.

Theo mot phu’crng an uu tién, dugc phdm hodc thuc pham chitc nang dé e ché
enzym sEH c6 thé phdi tron hdn hop polyphenol theo sang ché vé6i cac loai thao dugc
va chit mang dugc dung. Céc chét mang ndy khong chi giéi han & cac ta duoc nhu
nuée, cdc chdt don nhu sucroza hodc tinh bot, cac chét két dinh nhu din xudt
xenluloza, chit pha loang, chét gay ra, chét tang cuong h4p thu hozc chat lam ngot.
Dugc phim theo sdng ché c6 thé dugc didu ché bing phuong phap thong thudong da
biét trong linh vuc duoc, c6 thé duoc ph01 ché dusi dang bot, vién nén, vién nang,
phién, hat hoic ché phim 'dang 16ng khéac nhung khoéng chi gi¢i han & cac dang nay.

Vi du thye hién sing ché
Vidu 1: Chiét hén hop polyphenol tir hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims) bang
Tween 80.

Hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims) dugc thu hai, loai bo tap chét va rira
sach bang nuéc cét, siy kho & nhiét do 50°C, sau do6 hat dugc xay thanh bot kich thude
1-2 mm.

Phan bot hat duoc chuyén vao thiét bi chiét siéu am, Tween 20 nong d6 2% duoc
bd sung theo ty 1& nguyén liéu/dung moi la 1/5 (khbi lugng/thé tlch) Thoi gian siéu am
40 phut, nhiét do chiét 70°C. Sau khi chiét, hdn hop dugc dem loc dé loai bo dich chiét,
Tween 20 va thu ba hat. Qua trinh chiét siéu 4m bang Tween 20 duoc thue hién 3 1an.

Phan ba hat sau d6 duoc chuyen vao thiét bi chiét siéu m (cong suét 180-220 W
va tan s& 40-60 kHz), Tween 80 noéng do 10% dugce bd sung theo ty 1& nguyén liéu/dung
moi la 1/5 (kh01 lugng/thé tich). Thoi gian siéu &m 30 phut, nhiét do chiét 60°C. Sau khi
chiét siéu 4m, hdn hop dugce dem ly tam & tde do 12,000 vong/phut trong 10 phut dé loai
bé hoan toan phan can. Qua trinh chiét siéu am duoc thire hién 3 14n.

Tiép d6 dua dich chiét thu duge sau khi li tAm vao thiét bi cit quay chan khong
dén khi khéi luong khong d6i thu hdn hop polyphenol (PES-1).

San phdm dugc thi nghiém hoat tinh sinh hoc va xac dinh thanh phan Két qua
sic ky dd sau khi phan tich bang sic ky 16ng hiéu nang cao gheép nbi phd khdi tai bude
song A = 320 nm duoc thé hién trén Hinh 1. Thanh phan duoc xac dinh v6oi ham lugng
polyphenol tong 1a 1332,83 mg GAE/g cao chiét kho va chtra hai hop chét chinh ¢6 tén
la trans-piceatannol va scirpusin B. Két qua thanh phin hdn hop polyphenol duoc thé
hién trong bang 1.

Bang 1: Thanh phan ctia hdn hgp polyphenol theo sing ché

Pic | Thoi gian luu| Hop chat x4c dinh Cong thic phéan tur Pho khdi (ESI)
(phtt) (Khbi Iwrong phan tu, [M-H]"
MW)
15 12,851 Trans-piceatannol C14H 1204 [M—H] = 243.,0
(MW =244)
17 13,382 Scirpusin B C28H20g [M-H]™ = 485,7
(MW =486)

Vi du 2: Chiét hén hop polyphenol tir hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims) bing
cdc dung moi khdc.

Pé danh gid hi¢u sudt chiét va ham lwong hdn hop polyphenol thu duge tr hat
Chanh leo tim, tién hanh chiét véi cac dung moi khac nhau. Phuong phap chiét nhu
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trong Vi du 1, chi thay Tween 80 ndng do 10% bang lan luot cac dung méi etanol 96°,
metanol, etyl axetat va nudc.

Két qua thu dugce cac hdn hop twong ng bao gdm hdn hop chiét bang etanol 96°
(PES 2), hon hop chiét bang metanol (PES-3), hén hop chiét bang etyl axetat (PES-4)
va hdn hop chiét bang nude (PES-5). Két qua hiéu sut chiét duoc thé hién trén Bang
2.

Béng 2. Hiéu sudt chiét hdn hop tir hat Chanh leo tim bing cac dung méi khac nhau.

Hon hop chiét Ky hiéu Hiéu suat chiét (%)
Tween 80 (10%) PES-1 10,24
Etanol 96° PES-2 8,28
Metanol PES-3 6,09
Etyl axetat PES-4 3,50
Nudc PES-5 2,15

Két qua Bang 2 cho thay mau nghién ctru PES-2 cho hiéu sudt chiét kha cao
(8,28%). Mau PES-1 khi st ~dung Tween 80 két hop vé6i siéu am cho hiéu suat chiét
cao nhét, 1én t6i 10,24%. Mau PES-5 (chiét bang nudc) cho hiéu suét chiét thap nhét
(2,15%).

Mic du miu PES-2 cho hiéu suét chiét gin bing PES 1, nhung kiém tra sic ky
d6 sau khi phan tich bing sic ky 16ng hiéu ning cao ghép ndi phd khéi tai bude song A
=320 nm cho thay thanh phén cta cac hén hop chlet nay khéc nhau, cu thé thanh phan
trans-piceatannol va scirpusin B thdp hon va xuét hién cac pic khac. Do do, can hiéu
rang, qua trinh chiét bing etanol khong nhitng hiéu suit khong bang Tween 80 ma con
dua vao mot lugng céc thanh phan khong c6 tac dung sinh hoc do etanol 12 mot dung
moi manh.

Két qua xac dinh ham luong polyphenol tong bang phuong phap Folin-Ciocalteu
dugc thé hién trén Bang 3. Cu thé cac buge tién hanh nhu sau: liy 0,5 mL dich chiét
hodc dung dich axit gallic chuin (co ndng do tir 0,05+3,0 mg/mL) thém vao 2,5 mL
Folin — Ciocalteu (10%, thé tich/thé tich), lac déu. Sau 4 phut, thém vao 2mL dung
dich Na;CO3 bio hoa, lic déu, 4 2 gidr & nhiét do phong. P9 hip thy cta dung dich sau
phan Umg dugc do & budc song 760 nm. Axit gallic dugc sir dung nhu la chét chuén
tham khao va két qua dugc quy tuong duong theo s6 milligam axit gallic/l gam cao
chiét kho.

Bang 3. Ham lugng polyphenol tong (TPC) ctia cdc hdn hop chiét tir hat Chanh leo tim

Hon hop chiét Ky hiéu TPC
(mg GAE/g cao chiét kho)
Tween 80 PES-1 1332,83
Etanol 96° PES-2 563,39
Metanol PES-3 576,98
Etyl axetat PES-4 249,52
Nudc PES-5 129,02

Trong cdc mau thir nghiém, PES-2 va PES-3 ¢6 ham luong polyphenol téng kha
cao (563,39 mg GAE/g cao chiét kho va 576,98 mg GAE/g cao chiét kho), PES-1
(Tween 80) c6 ham lugng polyphenol tong cao nhit 1én t&i 1332,83 mg GAE/g cao
chiét khé va PES-5 c¢6 ham luong polyphenol tong thap nhit (129,02 mg GAE/g cao
chiét kho). Nhu vay, sit dung Tween 80 dé chiét cho phép thu dugc hdn hop
polyphenol khong nhitng cé hiéu sudt chiét cao ma con c¢6 ham luong polyphenol tdng
cao vuot troi so voi cae dung moi chiét thong thuong. Pidu nay cho thdy hiéu qua vuot
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trdi ctia hon hop thu duoc khi chiét bing Tween 80 so v&i céc dung moi théng dung
khac.

Vidu 3: Xdc dinh hoat tinh vic ché enzym sEH ciia cdc hén hop chiét tir hat Chanh leo
tim (Passiflora edulis Sims)

Pé x4c dinh hoat tinh Gc ché enzym sEH ctia cac hdn hop chiét tir hat Chanh leo
tim thu duoc tr Vi du 2, tién hanh thir nghiém theo phuong phap ctia Bai va cong su
(Bai MM, Shi W, Tian JM, Lei M, Kim JH, Sun YN, Kim YH, Gao JM. Soluble
epoxide hydrolase inhibitory and anti-inflammatory components from the leaves of
Eucommia ulmoides Oliver (Duzhong). Journal of Agriculture Food Chemistry, 2015,
63, 2198-2205) c6 mot s6 diéu chinh cho phu hop. 130 pL dung dich enzym sEH t4i
td hop cua nguoi (62,5 ng/mL) duoc pha véi dung dich dém (25 mM Bis-TrisHCI, pH
7,0 chtra 0,1 mg/mL BSA) rdi hoa tan véi 20 uL phdi tir (dwoc pha lodng trong
MeOH), va sau d6 50 uL. PHOME & c4c dai ndng d¢ khac nhau cua mau thir hodc mau
ddi ching (AUDA) duogc 1an luot thém vao. Phan tmg sEH duoc thuc hién & 37°C
trong 1 gid. Lugng san pham dugc chuyén ddi tir co chét cia enzym dugc xac dinh
bing phuong phap do huynh quang (b6 loc kich thich 330 nm va bd loc phat xa tai
budc séng A = 465 nm) bang may Tecan (Mannedorf, Thuy S7).

Tac dung (rc ché enzym sEH cho mdi mAu duoc tinh nhu sau:

sEH (%) = 100 - [(Se0-So/ Ce0-Co] x 100

Trong d6 Ceo va Seo 12 huynh quang ctia chit d6i chting va miu thir sau 60 phut,
So va Co la huynh quang cua chit déi chtmg va mau thir & 0 phut.

Bang 4. Hoat tinh trc ché enzym sEH cua céc hdn hop chiét tir hat Chanh leo tim

Hon hop chiét Ky hiéu % trc ché sEH
(tai ndng d6 100 pM)

Tween 80 PES-1 88,2 +0,7
Etanol 96° PES-2 64,7 + 0,4
Metanol PES-3 60,2 + 0,3
Etyl axetat PES-4 81,4+3,3
Nudc PES-5 <50

AUDA PC 68,9 +0,3

Két qua thé thién trén Bang 4 cho thdy tai noéng do 100 uM, 04 miu nghién ctru
(PES-1, PES-2, PES-3 va PES-4) déu thé hién kha nang tc ché enzym sEH tét voi gia
tri trong khodng 60,2 - 88,2%. Hai mau nghién ctu (PES-1 va PES-4) ¢6 tac dung trc
ché enzym sEH manh hon so v6i chdt ddi chimg tham khao (PC), AUDA (68,9%).
Trong d6, PES-1 ¢6 tac dung trc ché enzym sEH manh nhit (88,2%). Diéu nay minh
chung cho théy tdc dung chiét dac hiéu cac hoat chét cé dic tinh Grc ché enzym sEH
cua Tween 80 dugc st dung theo sang ché.

Nhu vay, tr nhitng két qua trén cho thdy bing cach chiét siéu 4m st dung
Tween-80 (mot chét hoat dong bé mit duoc sir dung trong thuc phdm va duoc pham)
cho phép chiét duoc hdn hop polyphenol ¢ hiéu suat cao, cé tac dung trc ché manh
enzym sEH tir hat Chanh leo tim.

Hi¢u qua dat dwgc cia sang ché

Quy trinh san xuét cua sang ché cho phép san xuét hdn hop polyphenol cé hoat
tinh sinh hoc, cu thé 1a ¢c6 tac dung tc ché enzym sEH tir hat Chanh leo tim (Passiflora
edulis) v6i hiéu suat chiét cao va tac dung sinh hoc vuot trdi. Diéu nay cho phép st
dung hdn hop polyphenol 1am nguyén liéu ban dau dé san xuét san phim c6 tac dung
diéu tri cac bénh viém, mién dich va tim mach.
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Hon hop polyphenol thu dugc tr _quy trinh theo sang ché da duoc chuing minh ¢6
hoat tinh trc ché manh enzym sEH. Bing cach chiét siéu am st dung Tween-80 trong
diéu kién chiét t6i vu, quy trinh theo sang ché cho phép thu duge hdn hop polyphenol
bao gom 2 hoat chét chinh. Quy trinh theo sang ché thu dugc hdn hop polyphenol c6
thé phdi hop v6i céc thdo duge dé phat trién thanh dugc pham va thuc phim chuc
ning trong diéu tri cac bénh viém, mién dich va tim mach.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh san xudt hdn hop polyphenol ¢é tac dung tic ché enzym sEH tir hat Chanh

leo tim (Passiflora edulis Sims), trong d6 quy trinh ndy bao gom cac budc:

a) chudn bi nguyén liéu bang cach thu hat Chanh leo tim (Passiflora edulis Sims), sau
khi rira sach bang nudc cit, loai bo tap chit, siy kho & nhiét do nam trong khoang
tir 50 dén 70°C va xay hat thanh bot;

b) chiét bot hat Chanh leo tim bing cach bd sung phan bot thu duge ¢ budce a) vao
Tween 20 ndng do tir 0,5 dén 2% theo ty 1& 1/5 (khdi lugng/thé tich), tién hanh chiét
siéu 4m trong 40 phut, nhiét d6 chiét & 70°C, sau d6 loc loai bé dich chiét Tween 20
va thu ba hat;

¢) chiét ba hat Chanh leo tim bing cach bd sung phan ba thu duge & bude b) vao
Tween 80 nong do tir 5 dén 10% theo ty 1& 1/5 (khbi lu’ong/the tich) va tién hanh
chiét trong didu kién siéu am v6i thoi gian siéu 4m tir 20 dén 40 phut véi nhiét do
chiét nam trong khoang tir 50 dén 70°C;

d) thu dich chiét bing cach ly tdim hdn hop chiét véi tbc d6 nim trong khoang tur
10.000-15.000 vong/phut trong 10 phut dé loai b hoan toan phan cin thu dich
chiét;

e) thu hon hop polyphenol bang cach cét quay loai bd Tween 80 dén khéi lugng khong
dbi thu dugc hdn hop polyphenol chira hai hoat chit chinh bao gém trans-
piceatannol c6 cong thirc (1) va scirpusin B ¢6 cong thirc (2) sau:

c6 tac dung trc ché manh enzym sEH.

-10-
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