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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan lap va tinh ché hop chét sulfuretin c6 tac
dung diéu tri bénh tim mach tir hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa). Quy
trinh theo giai phap bao gdm cac budc: a) chuan bi nguyén liéu; b) chiét bot hat Chanh leo
vang dé loai bo dau va thu ba; c) chiét ba hat Chanh leo vang; d) thu cac cao chiét va phan
doan chta hop chét sulfuretin; ) chiét hop chat sulfuretin; f) thu hop chat sulfuretin tho;
va g) tinh ché hop chat sulfuretin. Quy trinh theo giai phap thu duoc hop chit sulfuretin co
cong thirc (1). Hop chat sulfuretin thu dugc tir quy trinh theo giai phap co tac dung diéu tri
tim mach trén co s& trc ché enzym sEH.
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Linh vire k§ thuit dwoc dé cip

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé hoa sinh va cac hop chat thién nhién,
cu thé 1a giai phap dé cap dén quy trinh phéan 1ap hop chét sulfuretin tir hat Chanh leo
vang (Passiflora edulis var. flavicarpa). Hop chét sulfuretin thu dugc tir quy trinh theo
giai phap nay duogc st dung truc tiép hodc phdi hop véi cac thao duoc khac dé san xuit
san phém c6 tac dung diéu tri bénh tim mach.

Tinh trang ky thuat cta gidi phap hitu ich

Céc bénh vé tim mach va 13 nguyén nhan hang diu giy tir vong trén toan ciu.
Theo wéc tinh cta TH chirc Y té thé gidi, hang nam trén thé gidi co6 khoang 17,5 triéu
ngudi tr vong lién quan dén cac bénh vé tim mach. C6 nhiéu phwong phap dé diéu tri
bénh tim mach va mét trong nhiing phwong phap hay duoc st dung phd bién hién nay
1a sir dung thube. Tuy nhién, thudc diéu tri tim mach thuong c6 ngudn gdc téng hop,
nhidu tac dung phu va dt.

Do d6, viéc tim kiém cac nguén duoc liéu co nguén thdo dugc thay thé cho cac
loai thudc téng hop di dwoc quan tdm nghién ctru. P6i véi hat Chanh leo vang
(Passiflora edulis var. flavicarpa), céac tac gia da phét hién ra tac dung diéu tri bénh
tim mach tot cta dich chiét tir Chanh leo vang (Zhao, C.N., Meng, X., Li, Y., Li, S.,
Liu, Q., Tang, G.Y., Li, H.B. Fruits for Prevention and Treatment of Cardiovascular
Diseases Nutrients, 2017, 9, 598). Ngoai ra, sulfuretin, mot hoat chit dugc tim théy
trong loai Chanh leo vang c6 tac dung chdng béo phi (Kim, S., Song, N. J., Chang, S.
H., Bahn,G., Choi, Y., Rhee, D. K., Yun, U. J., Choi, J., Lee, J., Yoo, J. H., Shin, D.,
Park, K. M., Kang, H., Lee, S., Ku, J. M., Cho, Y. S., Park, K. W. Sulfuretin Prevents
Obesity and Metabolic Diseases in Diet Induced Obese Mice Biomolecules &
Therapeutics, 2019, 27, 107-116), chéng tao m& thanh mach (Lamichhane, R., Kim, S.
G., Kang, S., Lee, K. H., Pandeya, P. R., Jung, H. J. Exploration of Underlying
Mechanism of Anti-adipogenic Activity of Sulfuretin. Biological and Pharmaceutical
Bulletin, 2017, 40, 1366-1373) va chdng két tap tiéu cau (Lee, J. H., Kim, M., Chang,
K. H., Hong, C.Y.,Na, C. S., Dong, M. S., Lee, D., Lee, M. Y. Antiplatelet effects of
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Rhus verniciflua stokes heartwood and its active constituents--fisetin, butein, and
sulfuretin--in rats. Journal of Medicinal Food, 2015, 18, 21-30).

Sulfuretin 12 mot flavonoit ty nhién va thudc khung aurone. Aurone c6 hai dong
phan, d6 1a ¢6 cdu hinh Z va ciu hinh E. Phan tir nay chira mot nguyén t6 benzofuran
lién két voi mot benzylidene dugc lién két & vi trf C-2. CAu hinh Z chiém wu thé va
quyét dinh hoat tinh sinh hoc ctia hop chét thudc khung aurone. Sulfuretin ngoai san
xuét tir con dudng téng hop thi né con dugc san xuét tir mot sb loai thue vat va duogc
liéu nhu cdy Hop hoan, Son mai, Sua do, Huynh dan, Chanh leo tim, v/v. Hop chét
sulfuretin thudong dugc chiét, phan lap va tinh ché bang cach ngam, chiét hdi luu, chiét
soxhlet, v/v. c6/hoic khong hd tro vi séng, song siéu am v§i cac dung méi hitu co nhur
etyl axetat, axeton, metanol, etanol, v/v tir cac ngudn nguyén liéu khac nhau. Tuy
nhién, cho tGi ndy chua c6 cong trinh nao cong bd dudi dang bai bao hodc sang ché vé
phuong phap phén 1dp va tinh ché hop chét sulfuretin tir hat Chanh leo vang. Do do,
giai phap nay dua ra quy trinh phén lap va tinh ché hop chét sulfuretin c6 hiéu suét cao
va c0 hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a co tac dung diéu tri tim mach tir hat Chanh leo vang
(Passiflora edulis var. flavicarpa) 4 lam ngudn nguyén lidu dé san xuét thuc pham
chirc nang va thude didu tri bénh tim mach. St dyng hat Chanh leo vang (Passiflora
edulis var. flavicarpa), quy trinh phan ldp va tinh ché t8i wu hop chét sulfuretin sir
dung sic ky cot hd cho hiéu suét cao, do tinh sach cta san pham > 95%, chi phi thip
va ¢6 tac dung sinh hoc (thong qua uc ché enzym sEH-soluble epoxide hydrolaza) 1a
cac diém moi cua don giai phép hitu ich nay.

Ban chét k§ thuit ciia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich nhim giai quyét cac vin dé néu trén, cu thé 1a giai phép hitu
ich d& cap dén quy trinh phan 18p va tinh ché hop chit sulfuretin tir hat Chanh leo vang
(Passiflora edulis var. flavicarpa) c6 tac dung diéu tri bénh tim mach va hop chit
sulfuretin thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh thit nhit, gidi phap dé& xuét quy trinh phan 1ap va tinh ché hop chat
sulfuretin 6 tac dung trc ché enzym sEH tir hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var.
flavicarpa), trong d6 quy trinh nay bao gbm cac bude:

a) chudn bi nguyén liéu bang cach thu hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var.
flavicarpa), loai bo tap chét, ria sach béng nude cat, sau do séy kho & nhiét do nam

trong khoang tir 50 dén 70°C va xay hat thanh bot;
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b) chiét bot hat Chanh leo vang bang cach bd sung phén bot thu dugc & bude a)
vao dung méi n-hexan theo ty 1¢ 1/5 (khdi lugng/thé tich), tién hanh chiét ba hat trong
didu kién siéu Am véi thoi gian siéu 4m tir 10 dén 30 phit v6i nhiét do chiét ndm trong
khoang tir 40 dén 60°C, sau d6 loc loai bo dich chiét n-hexan va thu ba hat sau khi say
kho;

¢) chiét ba hat Chanh leo vang béng cach bd sung phan ba thu duge & budc b)
vao etanol 96° theo ty 1& 1/5 (khéi lugng/thé tich) va tién hanh chiét ba hat trong diéu
kién sidu am v6i thdi gian siéu am tr 10 dén 30 phit & nhiét do chiét ndm trong
khoang tir 60 dén 80°C, sau d6 thu dich chiét va c6 quay loai bd dung méi dudi ap sudt
giam dé thu duoc cao chiét etanol (PESF);

d) hoa tan cao chiét PESF bang cach hoa tan cao chiét PESF vao nudc nong theo
tilé 1/3 (khéi luc_mg/thé tich), sau d6 si€u am dé hoa tan hét cao chiét PESF thu dugc
hdn hop dang 16ng;

e) chiét bang diclorometan bing cach bd sung diclorometan vao hdn hgp dang
long thu dugc & budce d) theo ty 1€ 3/1 (thé tich/thé tich), sir dung may khudy dé khudy
déu hdn hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, 15c déu, dé ling trong vong 1 giv, thu
phan hoa tan trong dung moi diclorometan va c6 quay loai bo dung moéi duéi ap suét
giam dé thu duoc cao chiét diclorometan (PESF-1), dich nu¢c con lai dugc str dung dé
chiét bang etyl axetat;

f) chiét bang etyl axetat bing cach bd sung etyl axetat vao dich nude con lai thu
duoc & budc e) theo ty 18 3/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy déu hdn
hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan
hoa tan trong dung moi etyl axetat va c6 quay loai bé dung moi dudi ap sudt giam dé
thu dugc cao chiét etyl axetat (PESF-2);

g) thu phan doan chira hop chét flavonoit bing cach dwa phan doan chtra cao
chiét PESF-2 thu dugc & bude ) 1én cot sic ky v6i chat hap phu 14 silica gel (c6 kich
& 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi rira giai 12 diclorometan/metanol theo ty 1€ 20/1,
15/1, 10/1, 7/1 va 5/1 (thé tich/thé tich) thu duoc phin doan c6 ty 1€
diclorometan/metanol 1a 5/1 va c¢6 ki hiéu la PESF-2.5;

h) thu hop chét flavonoit tho bang cach dua phan doan PESF-2.5 thu duogc &
budc g) 1én cot shc ky voi chat hép phu 1a silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) voi
hé dung méi rira giai 1a diclorometan/axeton theo ty 16 5/1, 4/1, 3/1 va 2/1 (thé tich/thé
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tich) thu dugc phan doan c6 ty 1€ diclorometan/axeton 1a 2/1 va c6 ki hiéu 1a PESF-
2.5.4;

i) tinh ché hop chét flavonoit bang cach hoa tan phan doan c6 ki hiéu PESF-2.5.4
1én ¢t sdc ky voi chit hip phu 1a silica gel pha dao RP-18 (c6 kich ¢& 230 dén 400
mesh) theo ti 1& 1/10 (khbi lugng/khdi lwong) v6i hé dung mdi rra gidi Ia
metanol/nude (ty 18 1/2, thé tich/thé tich) thu dugc hop chét flavonoit ¢6 cong thire (1)
dang ran v6 dinh hinh mau vang.

Hop chét flavonoit thu dugce tir quy trinh theo giai phép c6 tén 1a sulfuretin va c6

cong thirc (1) sau:

Theo mot phuong an vu tién, trong d6 budc chiét bang n-hexan, diclorometan va
etyl axetat déu dugc thyc hién 3 1an.

Theo mot phuong an vu tién, trong d6 hé dung moi rira gidi trong budc thu phan
doan chira hgp chét sulfuretin tho 1a diclorometan/axeton hodc diclorometan/metanol
theo ty 1€ axeton va metanol ting dan tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 con c6 budce tinh sach hop chét sulfuretin
bing cach hoa tan san phim thu dugc trong hé dung moi diclorometan/metanol hoac
acetonitrile/nuGe dé thu hop chét sulfuretin tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh thér hai, giai phap dé cap. dén hop chét sulfuretin c6 cong
thire (1) duoc sir dung truc tiép hodc phéi hop véi céac thao dugc khac lam nguyén li€u
san xuét san phdm diéu tri bénh tim mach.

M ta vin tit hinh vé

Hinh 1: T4c dung tc ché enzym soluble epoxidehydrolaza (sEH, %) cua céc
phan doan (PESF-1 va PESF-2) tach tir cao chiét etanol (PESF) (hinh 1A). sEH (%)
ctia hop chét sulfuretin va chat déi chimg duwong-AUDA (hinh 1B).

MO téa chi tiét giai phap hiru ich
Sau day, giai phap dugc mo td mot cach chi tiét voi cac phuong an thuc hién quy

trinh phan 1ap va tinh ché hop chét sulfuretin c6 tac dung diéu tri bénh tim mach tir hat
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Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) va hop chat sulfuretin thu dugc tur
quy trinh nay cing véi cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac vi du minh hoa nay
chi nhdm 1am r6 ban chit ctia giai phap chir khong nhim han ché pham vi yéu cau bao
ho cda giai phap

Theo khia canh thér nhét, giai phap dé cap dén quy trinh san xuét hop chét
sulfuretin c6 tac dung diéu tri bénh tim mach tir hat Chanh leo vang (Passiflora edulis
var. flavicarpa), trong d6 quy trinh nay bao gbm céac buéc: a) chuén bi nguyén liéu; b)
chiét bt hat Chanh leo vang dé loai bo dau va thu ba; c) chiét ba hat Chanh leo vang;
d) thu cac cao chiét va phan doan chira hop chét sulfuretin; e) chiét hop chét sulfuretin;
f) thu hop chét sulfuretin tho; va g) tinh ché hop chat sulfuretin.

Trong budc chuén bi nguyén liéu, thu hat Chanh leo vang, loai bo tap chét, rira
sach bang nudc cit, sau dé sdy kho & nhiét do nim trong khoang tr 50 dén 70°C va
xay nho (dén kich thudc 0,2 mm) dé tao ra bot hat Chanh leo vang.

Trong budc chiét bot hat Chanh leo vang, tién hanh chiét ba lan phén bot thu
dugc & trén bang n-hexan theo ty 1€ 1/5 (khdi lrgng/thé tich) trong diéu kién siéu 4m
v6i thori gian siéu 4m tir 10 dén 30 phut & nhiét do chiét nim trong khoang tir 40 dén
60°C. Sau khi chiét, phan dich chiét duoc loai b6 va thu ba hat sau khi sy kho.

Trong budc chiét ba hat Chanh leo vang, tién hanh chiét ba 1an phén ba thu duogc
& trén bang etanol 96° theo ty 16 1/5 (khbi lugng/thé tich) trong diéu kién siéu 4m véi
thyi gian siéu am tir 10 dén 30 phut vi nhiét do chiét nim trong khoang tir 60 dén
80°C. Sau khi chiét, phan dich chiét dugc thu gom va cd quay loai bé dung moi dudi
ap suét giam dé thu dugc cao chiét etanol (PESF).

Trong budc hoa tan cao chiét PESF, hoa tan cao chiét PESF vio nuéc nong, sau
d6 siéu &m dé hoa tan hét cao chiét PESF thu dugc hdn hop dang long.

Trong budce thu cao chiét diclorometan, bd sung diclorometan vao hdn hgp dang
long thu dugc & trén, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau d6 bb sung vio
binh phén pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung mdi
diclorometan va ¢d quay loai bé dung moéi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét
diclorometan (PESF-1). Budc chiét béng diclorometan duoc thuc hién 3 lan va dich
nuée con lai duge sir dung dé chiét bang etyl axetat.

Trong bude thu cao chiét etyl axetat va cao nudc, bd sung etyl axetat vao dich

nude con lai thu duge & budce trén, sit dung may khuay dé khudy déu hdn hop, sau do
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bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phén hoa tan trong
dung moi etyl axetat, cd6 quay loai bé dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao
chiét etyl axetat (PESF-2). Budc chiét bang etyl axetat dugc thuc hién 3 1an.

Trong budc thu phan doan chira hop chét flavonoit, dua phan doan chita cao
chiét PESF-2 1én cdt sic ky v6i chat hip phu la silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400
mesh) va hé dung moi rira giéi 13 diclorometan/metanol theo ty 1€ 20/1, 15/1, 10/1, 7/1
va 5/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1€ diclorometan/metanol 1 5/1 va c6 ki
hiéu la PESF-2.5.

Trong budce thu hop chét flavonoit tho, dua phan doan PESF-2.5 1én c{t sic ky
v6i chit hip phu 1a silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) v6i hé dung moi rira giai
14 diclorometan/axeton theo ty 18 5/1, 4/1, 3/1 va 2/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan
co ty 1€ diclorometan/axeton 1a 2/1 va c6 ki hiéu 1a PESF-2.5.4.

Trong budc tinh ché hop chét flavonoit, hoa tan phan doan ¢ ki hiéu PESF-2.5.4
[én cOt sic ky v6i chét hp phu 1a silica gel pha dao RP-18 (c6 kich ¢& 230 dén 400
mesh) theo ti 1& 1/10 (khéi lugng/khdi luong) véi hé dung moéi rira giai la
metanol/nude (ty 18 1/2, thé tich/thé tich) thu duoc hop chét flavonoit c6 tén la
sulfuretin ¢6 cong thic (1) dang ran v6 dinh hinh mau vang.

Hop chét sulfuretin thu dugc tir quy trinh theo giai phap c6 cong thire (1) sau:

Theo mdt phwong 4n wu tién, trong d6 hé dung moi rira giai trong budc thu phan
doan chira hgp chat sulfuretin tho 1a diclorometan/axeton hodc diclorometan/metanol
theo ty 1¢ axeton va metanol tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 con c6 budce tinh sach hop chat sulfuretin
bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung méi diclorometan/metanol hodc
acetonitrile/nudc dé thu hop chat sulfuretin tinh khiét trén 95%.

Theo mdt khia canh thir hai, giai phap d& cap dén hop chét sulfuretin thu dugc
bang quy trinh theo giai phap, trong d6 hgp chét sulfuretin c6 cong thic (1) dugc su
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dung truc tiép hodc phéi hop véi cac thao duge khdc 1am nguyén liéu san Xuét san
phim diéu tri bénh tim mach.
Vi du thye hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: Phén Ildp va tinh ché hop chat flavonoit tir hat Chanh leo vang (Passiflora
edulis var. flavicarpa).

Thu hat Chanh leo vang, loai bo tap chét, rira sach béng nudce cht, séy kho & nhiét
dd nim trong khoang tir 50 dén 70°C dén khéi lugng khong ddi sau do nghién nho
thanh bot (c6 kich thude 0,2 mm) va thu duge 1,0 kg bot. Phén bot nay duoc chiét ba
1an bang dung mai #-hexan (3 x 5,0 L) trong diéu kién siéu 4m v6i thoi gian siéu Am tir
10 dén 30 pht & nhiét @ chiét nim trong khoang tir 40 dén 60°C, loai bo dich chiét va
thu b hat sau khi siy kho. Ba hat (0,85 kg) tiép tuc dugc chiét ba 1in bang etanol 96°
(3 x 4,0 L) trong diéu kién siéu &m véi thoi gian siéu am tir 10 dén 30 phat & nhiét do
chiét nim trong khoang tir 60 dén 80°C, sau khi cb quay loai bé dung méi thu dugc
cao etanol (PESF; 65 g). Cao chiét PESF dugc hoa tan vao 195 mL nuée noéng, sau do
siéu 4m dé hoa tan hét cao chiét PESF thu duoc hdn hop dang Iéng. B6 sung 780 mL
diclorometan vao hdn hop dang 16ng, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau
d6 bd sung vao binh phan pha, dé ling trong vong 1 giv, thu phan hoa tan trong dung
mbi diclorometan va cit loai bé dung méi dudi ap suat giam thu dugc cao chiét
diclorometan (PESF-1; 4,2 g) va dich nuéc con lai. Dich nudc lai tiép tuc duge bd
sung 780 mL etyl axetat, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau d6 bd sung
vao binh phan pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phén hoa tan trong dung moi etyl
axetat, cit loai bd dung moi duéi ap suit giam dé thu duoc cao chiét etyl axetat
(PESF-2; 15 g). Cao chiét PESF-2 (15,0 g) dugc dua Ién cdt sic ky v6i chat hap phu la
silica gel (c6 kich c& 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi rra giai 1a
diclorometan/metanol theo ty 1& 20/1, 15/1, 10/1, 7/1 va 5/1 (thé tich/thé tich) thu dugc
phan doan c6 ty 1& diclorometan/metanol 1a 5/1 va c6 ki hi¢u la PESF-2.5 (0,80 g).
Phan doan PESF-2.5 (0,80 g) tiép tuc dugc dua lén cot sic ky véi chét hip phu 1a
silica gel (c6 kich c& 230 dén 400 mesh) véi hé dung moi rira gidi la
diclorometan/axeton theo ty 1€ 5/1, 4/1, 3/1 va 2/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6
ty 1& diclorometan/axeton 1a 2/1 va c6 ki hiéu 1a PESF-2.5.4 (0,30 g). Hoa tan phéan
doan c6 ki hiéu PESF-2.5.4 (0,30 g) 1én cot séc ky véi chat hip phu 1a silica gel pha
dao RP-18 A_(c() kich ¢& 230 dén 400 mesh) theo ti 18 1/10 (khéi lugng/khdi lugng) véi
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hé dung moéi rira giai 1& metanol/nuédce (ty 1€ 1/2, thé tich/thé tich) thu duoc hop chét
flavonoit c¢6 tén 1a sulfuretin (40 mg) c6 coéng thuc (1) dang rin vo dinh hinh mau
vang. |

" Nhu vay, quy trinh phén 1dp va tinh ché hop chit sulfuretin sir dung sic ky cot ho
v6i kich thude cot va hé dung mai t6i wu cho phép chiét hop chét sulfuretin higu sut
cao ma van c6 tic dung sinh hoc manh.
Vi du 2: Pinh tinh va dinh leong hop chat flavonoit dwoc phdn ldp va tinh ché tir hat
Chanh leo vang.

Phan bot vo dinh hinh mau vang thu duoc & Vi du 1 duge xac dinh v& mat dinh
tinh va dinh lugng bing cac phuong phap di biét trong linh vure k¥ thudt nay. Két qua
nhu sau:

Bdc tinh cua hop chat flavonoit c6 cong thike (1) |

- Tén theo TUPAC: (Z)-2-(3,4-dihydroxybenzylidene}-6-hydroxybenzofuran-
3(2H)-one.

- M6 ta: Chét dang rén vo dinh hinh mau vang, tan t6t trong dung mo6i metanol.
Xac dinh dinh tinh bang sic ky 16p méng trén ban mong silica gel pha déo trang sin
RP-18 F254S (Merck), dung méi trién khai 14 metanol/nuée = 1/1 (v/v); Ry = 0,50.

- CTPT: C;5H;9Os5 (M=270).

- Phd khéi phén giai thip ESI-MS m/z: 271 [M + H]" (C5H;,05).

- Phd cong hudng tir hat nhan: 'H-NMR (500 MHz, Metanol-d,) &; (ppm): 7,63
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,54 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-S), 7,26 (1H, dd, J = 8.5; 2,0 Hz,
H-6), 6,86 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), 6,73 (1H, dd, J = 8,0; 2,0 Hz, H-6"), 6,72 (1H, d,
J=2,0 Hz, H-2"), 6,71 (1H, s, H-2); *C-NMR (125 MHz, Metanol-d,) & (ppm): 184,5
(C-4), 169,8 (C-7), 168,4 (C-9), 149,3 (C-4"), 147,7 (C-3), 146,7 (C-3"), 126,8 (C-5),
126,3 (C-6"), 125,5 (C-1"), 118,9 (C-2"), 116,7 (C-5"), 114,8 (C-10), 114,6 (C-6), 114,1
(C-2), 99,3 (C-8).

CAu tric hoéa hoc ciia hop chét stilbenoid c¢6 cong thirc (1) duge so sanh v6i co s&
dit liéu v& hop chét héa hoc va khing dinh rang hop chit flavonoit c6 cong thirc (1) 14
hop chét co tén sulfuretin.

Vi dy 3: Xde dinh hoat tinh tkc ché enzym sEH ciia cdc cao chiét va hop chdt sulfuretin

phdn ldp tir hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa).
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Dé x4c dinh hoat tinh trc ché enzym sEH cuia cac cao chiét va hop chét sulfuretin
phan 13p tr hat Chanh leo vang thu dugc tu Vi du 1, tién hanh thtr nghiém theo
phuong phép ctia Bai va cong sy (Bai, M.M., Shi, W., Tian, J.M., Lei, M., Kim, J.H.,
Sun, Y.N., Kim, Y.H., Gao, J.M. 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) ¢6 mot sd diéu chinh
cho phu hop. 130 pL dung dich enzym sEH tai t6 hop ctia ngudi (62,5 ng/mL) duge
pha v6i dung dich dém (25 mM Bis-TrisHCL, pH 7,0 chira 0,1 mg/mL BSA) i hoa
tan v6i 20 pL phdi tir (duge pha lodng trong MeOH), va sau d6 50 pl. PHOME & céc
dai nébng d6 khac nhau ciia mau thir hoic mau d6i ching (AUDA) duoc 1an lugt thém
vao. Phan tng sEH dugc thuc hién & 37°C trong 1 gio. Lugng san phém duoc chuyén
d6i tir co chit ciia enzym dugc xac dinh bang phuong phap do huynh quang (bd loc
kich thich 330 nm va bd loc phat xa tai budc song A = 465 nm) bang may Tecan
(Mannedorf, Thuy S7).

Téc dung trc ché enzym sEH cho mdi mau dugc tinh nhu sau:

sEH (%) = 100 - [(Sg0-So/ Cgo-Co] x 100

Trong do Cgy va Sgo 12 huynh quang cua chét dbi chimg va mau thtr sau 60 phut,

S, va Cg 12 huynh quang ctia chit di chimg va mau thir & 0 phit.

Bang 1. Hoat tinh trc ché enzym sEH ctia céc cao chiét tir hat Chanh leo vang.

. ] % tec ché sSEH
Hop phan Cao chiét
37,5 ug/mL | 75 pg/mL | 150 ug/mL
PESF Etanol 62,8 92,5 102,4
PESEF-1 Diclorometan 88,3 92,6 101,9
PESF-2 Etyl axetat 101,2 106,8 115,4

(*): hoat tinh wc ché enzym sEH cua cac cao chiét va phéan doan PESF, PESF-1,
va PESF-2 duogc thuc hién & cac né)ng dd 37,5, 75 va 150 pg/mL.

Téc dung uc ché enzym sEH cua céc cao chiét duoc thé hién & bang 1. Trong do,
cao chiét PES-2 ¢6 tac dung trc ché enzym sEH manh nhit (> 100%) & ca 3 ndng do
(hinh 1A). Do d6, cao chiét PESF-2 dugc lya chon dé chiét cac phan doan, phén 14p va
tinh ché cac hop chét ¢6 hoat tinh tic ché enzym sEH. Cao chiét PESF-2 dugc phan
tach bang cot hd silica va thu dugc phan doan phu PESF-2.5. Phan doan phu PESF-2.5
tiép tuc duge phan tach bang cot hd silica va thu dugc phan doan phu PESF-2.5.4. Hop
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chét sulfuretin c6 cong thirc (1) dugce phan 14p va tinh ché tir phan doan phu PESF-
2.5.4. Bang 2 va hinh 1B cho thy tai ndng do 100 pM, hop chit sulfuretin c6 hoat tinh
trc ché enzym sEH (74,6%) manh gép 1,08 1an so véi chét dbi chiung duong, AUDA
(68,9%).
Béang 2. Hoat tinh t(rc ché enzym sEH ctia hop chit sulfuretin
tach tr phan doan phu PES-2.5.4

Hop chat 100 pM (%)
Sulfuretin 74,6
AUDA 68,9

Nhu vay, sulfuretin dugce coi 1a hop chét tiém ning tc ché enzym sEH, tir d6
dinh hudng hop chét sulfuretin cé/hodc khong phdi hop véi cic thao duge khac lam
nguyén li€u san xuét san pham c6 tac dung diéu tri tim mach.

Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh cta giai phap hitu ich cho phan l4p va tinh ché hop chét sulfuretin v6i
do tinh khiét > 95% c6 tac dung didu tri tim mach, trén co s& {rc ché enzym sEH tir hat
Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) v6i hiéu sudt chiét cao va co tac
dung sinh hoc manh. Br?mg cach st dung sdc ky cOt va diéu chinh hé dung moi tdi vu
nhat, quy trinh cho phép chiét dugc hoat chét voi mot 1an chiét duy nhat ma van thu
duoc hiéu suét chiét cao, md ra mot huéng san xut c6 kha ning cung cap nguyén liéu
cho nganh dugc trén co s& céc hoat chét c6 ngudn gbe tir tw nhién.

Hop chét sulfuretin thu dugc tir quy trinh theo giai phap da dugc chimg minh c6
tac dung diéu tri tim mach trén co sé trc ché enzym sEH. Bang cach st dung sdc ky cot
két hop v6i hé dung moi tdi wu, quy trinh theo giai phép cho phép thu dugc hoat chat
sulfuretin ¢6 hiéu qué tc ché enzym sEH manh. Hop chét sulfuretin theo giai phap c6
tiém nang phat trién thanh duoc pham hoic thuc pham chtic ning hd trg trong viéc

ngan ngtra va di€u tri tim mach.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh phén 13p va tinh ché hop chét sulfuretin tir hat Chanh leo vang (Passiflora
edulis var. flavicarpa) ¢6 tac dung didu tri bénh tim mach, quy trinh nay bao gbm cac
budc:

a) chuén bi nguyén lidu bang cach thu hat Chanh leo vang, loai bo tap chét, rira
sach bang nudc cit, sau d6 siy khd dén khéi lugng khong ddi & nhiét dd nim trong
khoang tir 50 dén 70°C va xay nho dén kich thuéc khoang 0,2 mm dé tao ra bot hat
Chanh leo vang;

b) chiét bot hat Chanh leo vang bang cach chiét phan bot thu duoc & bude a) véi
n-hexan ba 1an theo ty 1& 1/5 (khéi lwong/thé tich) trong didu kién siéu 4m véi thoi
gian siéu 4m tir 10 dén 30 phit & nhiét do chiét ndm trong khoang tir 40 dén 60°C, sau
do loai bo dich chiét va thu ba hat sau khi say khd;

¢) chiét ba hat Chanh leo vang bing cach chiét phin ba thu duge & bude b) véi
etanol 96° ba 14n theo ty 16 1/5 (khéi lugng/thé tich) trong didu kién siéu 4m v6i thoi
gian si€u &m tur 10 dén 30 phut & nhiét do chiét nam trong khoang tir 60 dén 80°C, sau
d6 thu dich chiét va cd quay loai bé dung moi dudi ap sut giam dé thu dugc cao chiét
etanol (PESF);

d) hoa tan cao chiét PESF bang cach hoa tan cao chiét PESF thu dugc & budce ¢)
vao nuée nong theo ti 18 1/3 (khbi lwong/thé tich), sau d6 siéu &m dé hoa tan hét cao
chiét PESF thu duoc hdn hgp dang léng;

e) chiét bing diclorometan bang cach bb sung diclorometan vao hdn hop dang
16ng thu duge & budce d) theo ty 18 3/1 (thé tich/thé tich), khudy déu hdn hop, sau d6 bd
sung vao binh phéin pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung mdi
diclorometan va cAt loai bo dung méi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao chiét
diclorometan (PESF-1), dich nuéc con lai dugc sir dung dé chiét bang etyl axetat;

f) chiét bang etyl axetat bang cich bd sung etyl axetat vao dich nuéc con lai thu
duoc & budce e) theo ty 18 3/1 (thé tich/thé tich), st dung may khudy dé khudy déu hdn
hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan
trong dung moi etyl axetat, cat loai b6 dung moi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao

chiét etyl axetat (PESF-2);
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g) thu phan doan chura hop chét sulfuretin bing cich dua phan doan chita cao
chiét PESF-2 thu dugc & bude f) 1én cot sic ky voi chit hip phu 12 silica gel (c6 kich
¢ 230 dén 400 mesh) va hé dung moi rira giai 1a diclorometan/metanol theo ty 18 20/1,
15/1, 10/1, 7/1 va 5/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1¢ diclorometan/metanol 1a
5/1 va ¢6 ki hiéu 1a PESF-2.5;

h) thu hop chét sulfuretin thd bing cich dua phan doan PESF-2.5 thu dugc &
bude g) 1én cot sic ky voi chét hap phu 1a silica gel (c6 kich ¢ 230 dén 400 mesh) véi
hé dung mdi rtra gidi 12 diclorometan/axeton theo ty 18 5/1, 4/1, 3/1 va 2/1 (thé tich/thé
tich) thu phan doan c6 ty 1€ diclorometan/axeton 1a 2/1 va c6 ki hi€u la PESF-2.5.4; va

i) tinh ché hop chit sulfuretin bang cich hoa tan phan doan c6 ki hiéu PESF-
2.5.4 1én cdt sic ky voi chét hip phu 1a silica gel pha dao RP-18 (c6 kich ¢& 230 dén
400 mesh) theo ti 1& 1/10 (khdi luong/khdi lugng) véi hé dung mdi rira giai 1a
metanol/nuGe (ty 18 1/2, thé tich/thé tich) thu dwgc hop chét sulfuretin dang ran v
dinh hinh mau vang va c6 cong thire (1):
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HINH 1

SEH (%)

120 H

80 +

60

40 A

20 4

237.5 ug/mL

75 ug/mL

150 ug/mL.

PESF-1 PESF-2

SEH (%)

80

70 A

60

50

40 4

Sulfuretin

2100 uM

AUDA
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