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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh phéan lap va tinh ché hop chat Cassigarol E ¢

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) chudn bi nguyén liéu; b) chiét bot hat

Chanh leo vang d¢ loai bo dau va thu ba; c) chiét ba hat Chanh leo vang; d) thu cac cao

chiét va phan doan chtra hop chat Cassigarol E; e) chiét hop chat Cassigarol E; ) thu hop

chat Cassigarol E tho; va g) tinh ché hop chat Cassigarol E. Quy trinh theo giai phap thu
dugc hop chit Cassigarol E c6 cong thire (1). Hop chat Cassigarol E thu dugc tir quy trinh
theo giai phap c6 tac dung diéu tri tim mach trén co so trc ché enzym sEH.
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Linh vire ky thuét dwoc dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vire cong nghé héa sinh va cac hop chét thién nhién,
cu thé 14 giai phap dé cap dén quy trinh phan 1ap hop chét Cassigarol E tir hat Chanh
leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa). Hop chat Cassigarol E thu duoc tir quy
trinh theo giai phap nay duogc st dung truc tiép hodc phdi hop véi cac thao duge khac
dé san xuit san phém co tac dung diéu tri bénh tim mach.

Tinh trang k¥ thuit ciia gidi phap hiru ich

Céc bénh vé tim mach va 14 nguyén nhan hang ddu gy tir vong trén toan cau.
Theo wéc tinh ctia T6 chire Y té thé gidi, hang nam trén thé giéi ¢ khoang 17,5 triéu
nguoi to vong lién quah dén cac bénh vé tim mach. C6 nhiéu phwong phap dé didu tri
bénh tim mach va mot trong nhitng phuong phép hay duogc st dung phd bién hién nay
1a str dung thubc. Tuy nhién, thubc didu tri tim mach thuong c6 ngudn gde téng hop,
nhiéu tac dung phu va dit.

Do d6, viéc tim kiém céc nguén duoc li€u ¢co nguén thdo dugc thay thé cho cac
loai thudc téng hop dd duoc quan tim nghién ciru. PSi véi hat Chanh leo vang
(Passiflora edulis var. flavicarpa), cac tac gia dd phat hién ra tac dung diéu tri bénh
tim mach tdt 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). Tuy nhién, thanh phén hoéa hoc va tdc dung diéu tri
tim mach cta cac hoat chét trong dich chiét Chanh leo vang lai chua dugc nghién ciru.
Dién hinh 13 Cassigarol E, mot hoat chit duoc tim thiy trong loai Chanh leo vang
dugc biét dén co tac dung chéng virut HIV-1 (Bunluepuech, K., Chatchai, W.,
Tewtrakul, S. Anti-HIV-1 integrase and anti-allergic activities of Bauhinia
strychnifolia. Songklanakarin Journal of Science Technology, 2013, 35, 665-669),
chéng tiéu duong (Tran, H. H. T.; Nguyen, M. C.; Le, H. T.; Nguyen, T. L.; Pham, T.
B.; Chau, V. M; Nguyen, H. N.; Nguyen, T. D. Inhibitors of a-glucosidase and o-
amylase from Cyperus rotundus. Pharmacutical Biology, 2014, 52, 74-77) va chéng
ung thu (Yuenyongsawad, S.; Bunluepuech, K.; Wattanapiromsakul, C.; Tewtrakul, S.
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Anti-cancer activity of compounds from Cassia garrettiona heartwood.
Songklanakarin J. Sci. Technol. 2014, 36, 189-194) nhung tac dung diéu tri tim mach
thong qua trc ché enzym sEH lai chua dugc nghién ctru.

Cassigarol E 13 mdt polyphenol tu nhién va thugc khung stilbenoit. Cassigarol E
ngoai san xuét tir con dudng tong hop thi né con duge san xuét tir mét sd loai thuc vat
va duge lidu nhu cdy Moéng bo, Ca gdu, Mudng chét, Chanh leo tim, v/v.. Hop chét
Cassigarol E thuong dwgc chiét, phan 1ap va tinh ché bang cach ngam, chiét hodi luu,
chiét soxhlet, v/v. co/hoic khong hd tro vi séng, séng siéu &m véi cac dung moi hitu
co nhu etyl axetat, axeton, metanol, etanol, v/v tir cic ngudn nguyén liéu khiac nhau.
Tuy nhién, cho t6i nay chua c6é cong trinh nao cong bd duéi dang bai bao hoic sing
ché vé& phuong phap phan 14p va tinh ché hop chét Cassigarol E tir hat Chanh leo vang.
Do d6, giai phap nay dua ra quy trinh phéan lap va tinh ché hop chét Cassigarol E ¢6
hiéu suét cao va c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a c6 tac dung diéu tri tim mach tir hat
Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) du lam ngudn nguyén lidu dé san
xut thuc phdm chirc nang va thudc diéu tri bénh tim mach. St dung hat Chanh leo
vang (Passiflora edulis var. flavicarpa), quy trinh phan 14p va tinh ché t5i wu hop chat
Cassigarol E st dung sdc ky cot hé cho hiéu suét cao, do tinh sach cta san phém >
95%, chi phi thdp va c6 tac dung sinh hoc (thong qua trc ché enzym sEH-soluble
epoxide hydrolaza) 12 cac diém méi cta don giai phap hitu ich nay.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hitu ich

Giai phap hiru ich nhim giai quyét cac van dé néu trén, cu thé 1a giai phap hiru
ich dé cap dén quy trinh phan 13p va tinh ché hop chat Cassigarol E tir hat Chanh leo
vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) c6 tac dung diéu tri bénh tim mach va hop chét
Cassigarol E thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh thir nhat, giai phap dé xuét quy trinh phan l4p va tinh ché hop chét
Cassigarol E ¢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) chuén bi nguyén liéu bang cach thu hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var.
flavicarpa), loai bo tap chét, rira sach bﬁng nude cét, sau d6 séy kho & nhiét d6 nim
trong khoang tir 50 dén 70°C va xay hat thanh bot;

b) chiét bot hat Chanh leo vang bing cach bd sung phan bot thu duge & budce a)
vao dung moi n-hexan theo ty 18 1/5 (khdi lugng/thé tich), tién hanh chiét b hat trong
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didu kién siéu am v&i thoi gian siéu 4m tir 10 dén 30 phut véi 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 sdy
kho;

¢) chiét ba hat Chanh leo vang bang cach bd sung phan bi thu dugc & bude b)
vao etanol 96° theo ty 18 1/5 (khéi lugng/thé tich) va tién hanh chiét ba hat trong diéu
kién siéu 4m voi thoi gian siéu 4m tir 10 dén 30 phut & nhiét do chiét nim trong
khoang tir 60 dén 80°C, sau do thu dich chiét va cd quay loai bé dung mdi dudi 4p suét
giam dé thu dugc cao chiét etanol (PESF);

d) hoa tan cao chiét PESF bang cach hoa tan cao chiét PESF vao nudc nong theo
ti 16 1/3 (khdi lugng/thé tich), sau d6 siéu am dé hoa tan hét cao chiét PESF thu duoc
hdn hop dang 16ng;

e) chiét bang diclorometan bang cach bd sung diclorometan vao hdén hgp dang
16ng thu dugc & bude d) theo ty 18 3/1 (thé tich/thé tich), sir dung may khudy dé khudy
&éu hén hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 giv, thu
phan hoa tan trong dung moi diclorometan va ¢b quay loai bo dung mdi dudi ap sut
giam dé thu duoc cao chiét diclorometan (PESF-1), dich nuéc con lai duoc sir dung dé
chiét bang etyl axetat;

f) chiét bang etyl axetat bing cach bd sung etyl axetat vao dich nuéc con lai thu
duoc & bude e) theo ty 18 3/1 (thé tich/thé tich), sir dung may khudy dé khudy déu hon
hop, sau d6 bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gio, thu phin
hoa tan trong dung mdi etyl axetat va c6 quay loai béd dung moi dudi ap suit giam dé
thu dugc cao chiét etyl axetat (PESF-2);

g) thu phan doan chua hgp chét stilbenoit bang cach dwa phan doan chta cao
chiét PESF-2 thu duoc & budce f) 1én cot sic ky voi chat hap phu 12 silica gel (c6 kich
¢ 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi rira giai 1a diclorometan/metanol theo ty 1& 20/1,
15/1, 10/1, 7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu dugc phin doan c6 ty 1&
diclorometan/metanol 1a 3/1 va ¢6 ki hi€u 1a PESF-2.6;

h) thu hop chét stilbenoit thd bang cach dua phan doan PESF-2.6 thu dugc &
bude g) 1én cot sic ky vai chat hip phu 1a silica gel pha dao RP-18 (c6 kich ¢& 230
dén 400 mesh) v6i hé dung moi rira giai 1a metanol/nuée theo ty 18 1/3, 1/2 va 1/1 (thé
tich/thé tich) thu duogc phan doan cé ty 1€ metanol/nuéce 1a 1/2 va c6 ki hiéu 1a PESF-
2.6.2;
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i) tinh ché hop chit stilbenoit bang cach hoa tan phan doan c6 ki hiéu PESF-2.6.2
1én cot séc ky v6i chit hip phu 14 silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) theo ti 1&
1/10 (khéi lwong/khdi lugng) v6i hé dung moi rira gidi 1a diclorometan/metanol (ty 18
4/1, thé tich/thé tich) thu dugc hop chét stilbenoit c6 cong thirc (1) dang bdt vo dinh
hinh mau nau.

Hop chét stilbenoit thu dugc tir quy trinh theo gidi phap c6 tén 1a Cassigarol E va

c6 cong thire (1) sau:

Theo mot phuong an uu tién, trong doé budc chiét bing n-hexan, diclorometan va
etyl axetat déu duoc thuc hién 3 lan.

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 hé dung moi rira gidi trong budc thu phan
doan choa hop chit Cassigarol E thd I1a diclorometan/axeton hodc
diclorometan/metanol theo ty 1¢ axeton va metanol tang dan tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong an uu tién, trong dé con c6 bude tinh sach hop chét Cassigarol
E bang cach hoa tan san pham thu dugc trong hé dung moi acetonitrile/nude dé thu
hop chét Cassigarol E tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh thir hai, giai phap dé cap dén hop chit Cassigarol E c¢6 cong
thire (1) duoc st dung truc tiép hodc phéi hop véi cac thao duge khac 1am nguyén liéu
san xut san phém diéu tri bénh tim mach.

MO ta vin tit hinh vé

Hinh 1: Tac dung @c ché enzym soluble epoxide hydrolaza (SEH, %) cua cac
phan doan (PESF-1 va PESF-2) tach tur cao chiét etanol (PESF) (hinh 1A). sEH (%)
ctia hop chét Cassigarol E va chét d6i ching duong-AUDA (hinh 1B).

M0 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap dugc mo tad mot cach chi tiét v6i cac phwong an thuc hién quy
trinh phéan lap va tinh ché hop chét Cassigarol E c6 tdc dung diéu tri bénh tim mach tir
hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) va hgp chat Cassigarol E thu

duoc tir quy trinh ndy cung voi cac vi du minh hoa cu thé. Tuy nhién, cac vi du minh
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hoa nay chi nhim 1am rd ban chat ctia giai phap chir khong nhim han ché pham vi yéu
cau bao ho cua giai phap

Theo khia canh tht nhit, giai phap dé cép dén quy trinh san xuét hop chat
Cassigarol E c6 tac dung diéu tri bénh tim mach tir hat Chanh leo vang (Passiflora
edulis var. flavicarpa), trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: a) chuin bi nguyén
liéu; b) chiét bot hat Chanh leo vang dé loai bé diu va thu ba; c) chiét ba hat Chanh leo
vang; d) thu cac cao chiét va phan doan chira hop chit Cassigarol E; e) chiét hop chét
Cassigarol E; f) thu hop chit Cassigarol E tho; va g) tinh ché hop chét Cassigarol E.

Trong budc chudn bi nguyén liéu, thu hat Chanh leo vang, loai bé tap chét, rira
sach bang nudc cét, sau d6 sy khd & nhiét do nim trong khoang tir 50 dén 70°C va
xay nho (dén kich thuée 0,2 mm) dé tao ra bot hat Chanh leo vang.

Trong buéc chiét bot hat Chanh leo vang, tién hanh chiét ba lan phan bot thu
duge & trén bing n-hexan theo ty 18 1/5 (khdi lugng/thé tich) trong diéu kién siéu 4m
v6i thoi gian siéu 4m tir 10 dén 30 phit & nhiét do chiét nam trong khoang tir 40 dén
60°C. Sau khi chiét, phan dich chiét dugc loai bé va thu ba hat sau khi sdy kho.

Trong bude chiét ba hat Chanh leo vang, tién hanh chiét ba 1an phén ba thu dugc
& trén bang etanol 96° theo ty 18 1/5 (khdi lwgng/thé tich) trong diéu kién siéu am voi
thoi gian siéu am tir 10 dén 30 phit v6i nhiét do chiét nam trong khoang tir 60 dén
80°C. Sau khi chiét, phan dich chiét dugc thu gom va c6 quay loai bo dung méi dudi
ap suét giam dé thu duoc cao chiét etanol (PESF).

Trong budc hoa tan cao chiét PESF, hoa tan cao chiét PESF vao nu6c nong, sau
d6 siéu Am dé hoa tan hét cao chiét PESF thu dugc hdn hop dang 16ng.

Trong budc thu cao chiét diclorometan, b sung diclorometan vao hdn hgp dang
long thu dugc & trén, st dung may khudy dé khuay déu hdn hop, sau d6 bd sung vao
binh phén pha, lc déu, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi
diclorometan va c¢6 quay loai bé dung mdi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao chiét
diclorometan (PESF-1). Budc chiét bang diclorometan dugc thuc hién 3 lan va dich
nude con lai duoc sit dung dé chiét bang etyl axetat.

Trong budc thu cao chiét etyl axetat va cao nudc, bd sung etyl axetat vao dich
nudce con lai thu duge & budce trén, st dung may khuéy dé khqu déu hén hop, sau do

bd sung vao binh phan pha, lic déu, dé ling trong vong 1 gid, thu phén hoa tan trong
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dung moi etyl axetat, c6 quay loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu dugc cao
chiét etyl axetat (PESF-2). Budc chiét bang etyl axetat dugc thuc hién 3 1an.

Trong budc thu phan doan chira hop chét stilbenoit, dua phan doan chtra cao
chiét PESF-2 1én cdt séc ky voi chit hip phu 12 silica gel (c6 kich c& 230 dén 400
mesh) va hé dung méi rira giai 1a diclorometan/metanol theo ty 1¢ 20/1, 15/1, 10/1, 7/1,
5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1¢ diclorometan/metanol 1a 3/1 va ¢
ki hiéu 1a PESF-2.6.

Trong bude thu hop chét stilbenoit thd, dwa phan doan PESF-2.6 1én cot sic ky
v6i chat hép phu 1a silica gel pha dao (c6 kich c¢& 230 dén 400 mesh) v6i hé dung moi
rira giai 1a metanol/nudce theo ty 1€ 1/3 va 1/2 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1&
metanol/nuéce 1a 1/2 va ¢6 ki hiéu 1a PESF-2.6.2.

Trong budce tinh ché hop chét stilbenoit, hoa tan phan doan c6 ki hiéu PESF-2.6.2
1&n cot sdc ky v6i chat hdp phu 1a silica gel (c6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) theo ti 18
1/10 (khéi lwong/khdi luong) véi hé dung mai rira gidi 12 diclorometan/axeton (ty 1&
1/1, th8 tich/thé tich) thu dugc hop chét stilbenoit ¢ tén 1a Cassigarol E ¢6 cong thirc
(1) dang bdt v6 dinh hinh mau nu.

Hop chét Cassigarol E thu dugc tir quy trinh theo giai phap c6 cong thirc (1) sau:

Theo mdt phuong an wu tién, trong d6 hé dung moi rira giai trong bude thu phan
doan chira hop chét Cassigarol E thd 1a diclorometan/metanol theo ty 1& metanol tang
dén tir 0 dén 100%.

Theo mot phuong an uu tién, trong d6 con c¢6 budc tinh sach hop chét Cassigarol
E bang cach hoa tan san phim thu dugc trong hé dung mdi diclorometan/metanol hoac
acetonitrile/nudc dé thu hop chét Cassigarol E tinh khiét trén 95%.

Theo mot khia canh thir hai, giai phap dé cap dén hop chét Cassigarol E thu dugc
bang quy trinh theo giai phéap, trong d6 hop chét Cassigarol E ¢6 cong thie (1) duge
str dung truc tiép hozic phdi hop véi cac thao duge khac 1am nguyén liéu san Xuét san

phim diéu tri bénh tim mach.
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Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phan ldp va tinh ché hop chat stilbenoit tir hat Chanh leo vang (Passiflora
edulis var. flavicarpa).

Thu hat Chanh leo vang, loai bé tap chét, rira sach béng nudce cét, séy kho & nhiét
d6 nim trong khoang tir 50 dén 70°C dén khdi lugng khong dbi sau d6 nghién nhé
thanh bot (c6 kich thude 0,2 mm) va thu duge 1,0 kg bot. Phan bot nay duge chiét ba
14n bang dung méi n-hexan (3 x 5,0 L) trong diéu kién siéu 4m v&i thoi gian siéu am tir
10 dén 30 phat & nhiét do chiét nim trong khoang tir 40 dén 60°C, loai bé dich chiét va
thu ba hat sau khi siy kho. Ba hat (0,85 kg) tiép tuc dugc chiét ba 1an bang etanol 96°
(3 x 4,0 L) trong didu kién siéu 4m véi thoi gian siéu am tir 10 dén 30 phit & nhiét do
chiét ndm trong khoang tir 60 dén 80°C, sau khi c6 quay loai bé dung mdi thu duqc.
cao etanol (PESF; 65 g). Cao chiét PESF duoc hoa tan vao 195 mL nuéc néng, sau d6
siéu am dé hoa tan hét cao chiét PESF thu duoc hdn hop dang 1ong. B6 sung 780 mL
diclorometan vao hon hop dang 1dng, st dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau
d6 bd sung vao binh phan pha, dé ling trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung
mdi diclorometan va cét loai bé dung moi duéi ap sudt giam thu duoc cao chiét
diclorometan (PESF-1; 4,2 g) va dich nudc con lai. Dich nuéc lai tiép tuc dugc bd
sung 780 mL etyl axetat, s dung may khudy dé khudy déu hdn hop, sau d6 bd sung
vao binh phan pha, dé ling trong vong 1 gid, thu phan hoa tan trong dung moi etyl
axetat, cit loai bo dung méi dudi ap suit giam dé thu dugc cao chiét etyl axetat
(PESF-2; 15 g). Cao chiét PESF-2 (15,0 g) dugc dua lén cot sic ky vé6i chat hap phu 14
silica gel (c6 kich c& 230 dén 400 mesh) va hé dung mdi ria giai Ia
diclorometan/metanol theo ty 18 20/1, 15/1, 10/1, 7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu
dugc phan doan co ty 1€ diclorometan/metanol la 3/1 va c6 ki hiéu la PESF-2.6 (0,50
o). Phan doan PESF-2.6 (0,50 g) tiép tuc dugc dua Ién cot sic ky véi chat hap phu la
silica gel pha ddo RP-18 (co6 kich c& 230 dén 400 mesh) véi hé dung moi rira giai 1a
metanol/nudc theo ty 1& 1/3 va 1/2 (thé tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1&
metanol/nude 1a 1/2 va ¢6 ki hiéu 1a PESF-2.6.2 (0,10 g). Hoa tan phan doan c¢6 ki hiéu
PESF-2.6.2 (0,10 g) 1én cot séc ky v6i chat hép phu 1a silica gel (c6 kich c& 230 dén
400 mesh) theo ti 18 1/10 (khdi luong/khdi lugng) v6i hé dung méi rira giai la
diclorometan/axeton (ty 18 1/1, thé tich/thé tich) thu dugc hop chét stilbenoit ¢6 tén 1a
Cassigarol E (25 mg) c6 cong thtre (1) dang bot vo dinh hinh mau néu.
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Nhu véy, quy trinh phén 14p va tinh ché hop chit Cassigarol E st dung sic ky cot
hé v6i kich thude cdt va hé dung méi tdi uu cho phép chiét hop chit Cassigarol E hidu
suit cao ma van c6 tac dung sinh hoc manh.

Vi du 2: Dinh tinh va dinh luvong hop chat stilbenoit duwoc phdn ldp va tinh ché tir hat
Chanh leo vang.

Phén bot vo dinh hinh mau nau thu duoc & Vi du 1 duoc xic dinh vé mat dinh
tinh va dinh luong bing cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Két qua
nhu sau:

Bdc tinh ciia hop chdt stilbenoit c6 cong thike (1)

- Tén theo IUPAC: (E)-4-(3-(3,5-dihydroxyphenyl)-6-(3,5-dihydroxystyryl)-2,3-
dihydrobenzo[ 5] 1,4]dioxin-2-yl)benzene-1,2-diol. ’

- M6 ta: Chit dang bot vo dinh hinh mau niu, tan tét trong dung moi metanol.
X4c dinh dinh tinh bang sic ky 16p mong trén ban méng silica gel trang san 60 Fas4
(Merck), dung moi trién khai 12 diclorometan/axeton = 1/1 (v/v); Re= 0,25.

- CTPT: C28H2208 (M=486).

- Phé khéi phan giai thap ESI-MS m/z: 487 [M + HJ* (C2sH230g).

- Phé cong hudng tir hat nhan: 'H-NMR (500 MHz, Metanol-ds) i (ppm): 7,15
(1H, d, J=2,0 Hz, H-2), 7,09 (1H, dd, J = 8,5; 2,0 Hz, H-6), 6,99 (1H, d, J = 16,0 Hz,
H-7), 6,96 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 6,88 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8), 6,68 (1H, d, J =
2,0 Hz, H-2"), 6,67 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,50 (1H, dd, J = 8,5; 2,0 Hz, H-6'), 6,48
(2H, overlap, H-12/H-12"), 6,19 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-14"), 6,17 (1H, t, J= 2,0 Hz, H-
10", 6,12 (2H, d, J = 2,0 Hz, H-10/H-14), 4,75 (2H, d, J = 2,5 Hz, H-7'/H-8'); 13C-
NMR (125 MHz, Metanol-ds) éc (ppm): 159,6 (C-11/C-11"), 159,2 (C-13/C-13'),
146,6 (C-4"), 146,1 (C-3"), 145,4 (C-4), 145,0 (C-3), 141,0 (C-9), 140,1 (C-9'), 132,6
(C-1), 129,4 (C-7), 129,0 (C-1"), 128,4 (C-8), 121,0 (C-6"), 120,7 (C-6), 118,1 (C-5),
115,9 (C-2), 115,8 (C-5"), 115,6 (C-2"), 107,4 (C-10'/C-14"), 105,9 (C-10/C-14), 103,6
(C-12"), 102,9 (C-12), 82,2 (C-8"), 81,8 (C-7").

CAu tric hoa hoc ciia hop chit stilbenoid c6 cong thirc (1) duge so sanh v6i co s&
dir liéu vé hop chét héa hoc va khing dinh ring hop chét stilbenoit c6 cong thirc (1) 1a
hop chit c6 tén Cassigarol E.
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Vi du 3: Xdc dinh hoat tinh trc ché enzym sEH ciia cdc cao chiét va hop chat
Cassigarol E phan Igp tir hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa).

Pé xac dinh hoat tinh e ché enzym sEH cua cic cao chiét va hop chét
Cassigarol E phan 14p tir hat Chanh leo vang thu dugc tir Vi du 1, tién hanh tho
nghiém theo phuong phap cua Bai va cng su (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) c6 mdt s6
diéu chinh cho phu hop. 130 pL dung dich enzym sEH tai t6 hop cla ngudi (62,5
ng/mL) dugc pha v6i dung dich dém (25 mM Bis-TrisHCI, pH 7,0 chira 0,1 mg/mL
BSA) rdi hoa tan v6i 20 pL phdi tir (duge pha lodng trong MeOH), va sau d6 50 pL
PHOME 6 cac dai néng d6 khéac nhau ctia mau thtr hodic mau dbi ching (AUDA) duoc
1an lugt thém vao. Phan tng sEH dugc thuc hién & 37°C trong 1 gio. Lugng san phim
dugc chuyén doi tir co chit clia enzym duge xéac dinh bang phuong phap do huynh
quang (bd loc kich thich 330 nm va bd loc phét xa tai bude séong A = 465 nm) bing
may Tecan (Mannedorf, Thuy Si).

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

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

Trong d6 Ceo va Seo 1a huynh quang cua chét ddi chung va mau thir sau 60 pht,

So va Co 12 huynh quang ciia chat d6i chirng va méu thir & 0 phut.

Bang 1. Hoat tinh trc ché enzym sEH ctia c4c cao chiét tir hat Chanh leo vang.

. ) % tre ché sEH"
Hop phan Cao chiét

37,5 ug/mL | 75 pg/mL | 150 pg/mL
PESF Etanol 62,8 92,5 102.,4
PESF-1 Diclorometan 88,3 92,6 101,9
PESF-2 Etyl axetat 101,2 106,8 1154

(*): hoat tinh trc ché enzym sEH cua céac cao chiét va phan doan PESF, PESF-1,
va PESF-2 dugc thuc hién & cac ndng dd 37,5, 75 va 150 pg/mL.

Tac dung Grc ché enzym sEH ctia cac cao chiét dugc thé hién & bang 1. Trong do,
cao chiét PES-2 ¢6 tac dung wrc ché enzym sEH manh nhét (> 100%) & ca 3 ndng do
(hinh 1A). Do d6, cao chiét PESF-2 dugc lua chon dé chiét cac phan doan, phén 14p va
tinh ché cac hop chat c6 hoat tinh trc ché enzym sEH. Cao chiét PESF-2 dugc phan
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tach béng cot ho silica va thu duge phan doan phu PESF-2.6. Phan doan phu PESF-2.6
tiép tuc dugc phén tach bang cot hé silica va thu duoc phan doan phu PESF-2.6.2. Hop
chét Cassigarol E c6 cong thire (1) durge phan 14p va tinh ché tir phan doan phu PESF-
2.6.2. Bang 2 va hinh 1B cho thiy tai ndng d6 100 pM, hop chit Cassigarol E c6 hoat
tinh e ché enzym sEH (78,6%) manh hon 1,14 lan so voi chat dbi chung dwong,
AUDA (68,9%).
Béang 2. Hoat tinh trc ché enzym sEH ciia hop chét Cassigarol E
tach tr phan doan phu PES-2.6.2

Hop chét 100 pM (%)
Cassigarol E 77,7
AUDA 68.9

Nhu véy, Cassigarol E duoc coi 13 hop chét tiém ning tic ché enzym sEH, tir d6
dinh hudng hop chét Cassigarol E co/hogic khong phdi hop véi cac thao duge khac lam
nguyén lidu san xuét san pham c6 tac dung diéu tri tim mach.

Hiéu qua dat dwgc ctia gidi phap hitu ich

Quy trinh cua giai phap hitu ich cho phan 1ap va tinh ché hop chat Cassigarol E
v6i d0 tinh khiét > 95% c6 tac dung diéu tri tim mach, trén co sd e ché enzym sEH tir
hat Chanh leo vang (Passiflora edulis var. flavicarpa) v6i hiéu sudt chiét cao va co tac
dung sinh hoc manh. Béng cach st dung sdc ky cot va diéu chinh hé dung moi toi uu,
quy trinh cho phép chiét dugc hoat chat véi mot 1an chiét duy nhat ma van thu dugc
hiéu suét chiét cao, md ra mot hudng san xuit c6 kha ning cung cip nguyén lidu cho
nganh duoc trén co s& cac hoat chét c6 ngudn gde tir ty nhién.

Hop chét Cassigarol E thu dugc tir quy trinh theo giai phap da dugc chitng minh
¢6 tac dung didu tri tim mach trén co sé e ché enzym sEH. Bing cach st dung sic ky
cot két hop v6i hé dung mai t&i wu, quy trinh theo giai phap cho phép thu dugc hoat
chét Cassigarol E ¢6 hiéu qua tic ché enzym sEH manh. Hop chét Cassigarol E theo
giai phap c6 tiém nang phat trién thanh dugc pham hodc thuc pham chitc nang hd trg

trong viéc ngan nglra va diéu tri tim mach.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh phén Idp va tinh ché hop chat Cassigarol E tir hat Chanh leo vang
(Passiflora edulis var. flavicarpa) c6 tac dung diéu tri bénh tim mach, quy trinh nay
bao gbém cac budc:

a) chuén bi nguyén liéu bang cach thu hat Chanh leo vang, loai bo tap chét, rira
sach bing nuéc cit, sau do siy kho dén khéi luong khong ddi & nhiét d6 nim trong
khoang tur 50 dén 70°C va xay nhé dén kich thude khoang 0,2 mm dé tao ra bot hat
Chanh leo vang;

b) chiét bot hat Chanh leo vang bang cach chiét phan bdt thu dugc & bude a) véi
n-hexan ba lan theo ty 1& 1/5 (khéi luong/thé tich) trong diéu kién siéu &m véi thoi
gian siéu 4m tr 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 kho;

¢) chiét ba hat Chanh leo vang bang cach chiét phan ba thu duogc & budce b) voi
etanol 96° ba 14n theo ty 16 1/5 (khdi luong/thé tich) trong diéu kién siéu &m véi thoi
gian siéu 4m tir 10 dén 30 phat & nhiét do chiét ndm trong khoang tir 60 dén 80°C, sau
d6 thu dich chiét va c6 quay loai bé dung moi dudi ap sut giam dé thu duge cao chiét
etanol (PESF);

d) hoa tan cao chiét PESF bang cach hoa tan cao chiét PESF thu dugc & budce ¢)
vao nudc néng theo ti 1€ 1/3 (khéi luong/thé tich), sau d6 siéu &m dé hoa tan hét cao
chiét PESF thu duoc hdn hop dang 16ng;

e) chiét bang diclorometan bing cach bd 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 bo
sung vao binh phéan pha, dé lang trong vong 1 gio, thu phan hoa tan trong dung moi
diclorometan va cét loai bé dung moi dudi 4p suit giam dé thu duoc cao chiét
diclorometan (PESF-1), dich nudc con lai dugc st dung dé chiét bang etyl axetat;

f) chiét bang etyl axetat bang cach bd sung etyl axetat vao dich nugc 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, cit loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu duoc cao

chiét etyl axetat (PESF-2);
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g) thu phan doan chira hop chét Cassigarol E bang cach dua phan doan chira cao
chiét PESF-2 thu dugc ¢ budc f) 1én ¢t sic ky voi chat hip phu 1a silica gel (c6 kich
¢ 230 dén 400 mesh) va hé dung méi rira giai 1a diclorometan/metanol theo ty 18 20/1,
15/1, 10/1, 7/1, 5/1 va 3/1 (thé tich/thé tich) thu phin doan c6 ty 1&
diclorometan/metanol 1a 3/1 va c6 ki hiéu la PESF-2.6;

h) thu hop chét Cassigarol E tho bang cach dua phan doan PESF-2.6 thu dugc &
budc g) 1én cot sic ky véi chat hip phu 1a silica gel pha dao RP-18 (c6 kich c& 230
dén 400 mesh) voi hé dung mdi rira giai 1a metanol/nuée theo ty 18 1/3 va 1/2 (thé
tich/thé tich) thu phan doan c6 ty 1& metanol/nuéc 1a 1/2 va c6 ki hidu 1a PESF-2.6.2;
va

k) tinh ché hop chéit Cassigarol E bang cach hoa tan phan doan c6 ki hiéu PESF-
2.6.2 1én cot sic ky vai chat hip phu 14 silica gel (¢6 kich ¢& 230 dén 400 mesh) theo ti
16 1/10 (khdi luong/khbi lwong) voi hé dung mai rira giai 1a diclorometan/axeton (ty 18
1/1, thé tich/thé tich) thu dugc hgp chét Cassigarol E dang bot vo dinh hinh mau nau

va c6 cong thure (1):
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HINH 1

140 4

120 H

100

80 -

SEH (%)

n37l.5 ug/mi!
75 ug/imb.
60 o

% 150 ug/mL.

PESF PESF-1 PESF-2

70

60 -

50 4

SEH (%)

40 #100 uM

30

20 4

10 A

Cassigarol E AUDA
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