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(54) QUY TRINH CHIET XUAT CAO KHO RAU PANG BIEN (BACOPA
MONNIERI)

(57) Giai phéap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuit cao kho rau déng bién bao gdm cac
budc: xir Iy so b rau ding bién; chiét rau dang bién bang phuong phap chiét nong voi
dung moi etanol 70%; c6 dung dich chiét dén cao c6 ham lugng chét ran nim trong khoang
tr 20 - 30% dé thu hoi etanol; loai tap bang cach khudy cao khé thu duoc trong dung méi
metanol, hon hop dugc dé lang trong 12 - 24 gio va thu 1y phan dung dich; ¢6 dung dich
chiét thu dugc dén cao c6 ham luong chit ran nam trong khoang tir 40 - 50% dé thu hoi
metanol; loai tap bang cach phan tan déu cao khé thu dugc _trong dung moi axeton, hon
hop dugc dé ling trong 12 - 24 gi¢ va thu lay phan ling; say chan khéng phan ling thu
dugc & bude trén dé thu dugc cao kho rau dang bién tinh ché.
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Linh vire k§ thuat dwoe dé cip

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xudt cao kho rau déng bién (Bacopa
monnieri) dé s dung trong diéu tri cac bénh lién quan dén tri nho va than kinh.

Tinh trang k§ thuit cia gidi phap hitu ich

Cay rau dang bién con co tén goi khac 1 sam trang, c6 tén khoa hoc 1a Bacopa
monnieri L. ho hoa mdm ché Scrophulariaceae. Tl 1au, cdy nay rat phd bién trong doi
séng dugc dung lam rau dn ¢ cac vung nong thon, dac biét loai thuc vat nay da dugc biét
dén & An D0 hon 3000 ndm trudge va duge coi nhu mot vi thanh (Brahma) trong viéc kich
thich bao vé tri nhd va duge sir dung nhu mot loai thude bo than kinh va tang cudong nhén
thirc va dang dugc nghién ciru theo hudng dé bao vé than kinh. Day 1a cdy moc pho bién
& Viét Nam voi tiém nang 1on dé phat trién thanh san pham thuong mai. Hién nay. nhu
cau st dung rau dang bién va nhu cau st dung cao chiét tir duoc liéu nay ngay cang tiang
cao. Rau ding bién duoc sir dung rat phong phu trong cac ché pham: co thé st dung doc
lap hodc pl16i hop véi mot sb duoc liéu va mot sb vi khoang nham hd tro diéu tri mot s6
dbi tuong co cac biéu hién hay quén, lo dang, gidm tri nho, nguoi bi sa sut tri tué, nguoi
bi Alzheimer, nguoi lo du, cang thang than kinh, stress. suy nhuoc than kinh. ngudi thiéu
nang tudn hoan ndo va tuan hoan ngoai bién, v.v.. Vi toc do gia tang ngay cang cao
lrong bénh nhan bi mdc bénh sa st tri tué, hay quén, cang théng, mat tap trung, thi viéc
nghién ctru Gmg dung va phét trién ché pham tir ciy rau dang bién dé ho trg diéu tri mot
s6 bénh lién quan dén than kinh va tri nho 1a diéu thiét yéu va dang dugc quan tam ho tro
clia cac co quan c6 tham quyén va ciia toan xa hoi.

C6 nhiéu phuong phap chiét xudt cao rau dang bién st dung cdc dung moi khac
nhau nhu nudc, etanol, metanol va hon hop cic dung moéi. Trong cong nghiép. thong
dung nhat la st dung hon hop cua etanol va nuée voi cdc ty 1€ khac nhau, cac nong do
etanol thuong st dung 1a 95%: 80%; 50% dé chiét xudt co hiéu suat chiét va ham lugng
bacosid tuong déi cao c6 thé trén 20% bacosid toan phan va co thé cao hon.

Ham luong bacosid thuong dugce danh gia bang nhiéu phuong phap: phuong phap
sdc ky lop mong (TLC) hoac sac ky 16ng hiéu nang cao (HPLC) theo bacosid A (gdm 4
bacosid) hoac bacosid A va bacopasid I hodc dinh lugng bacosid toan phan theo phuong
phap UV. Theo Murthy va cong su (2006) da xay dung phuong phap dinh luong bacosid
bang HPLC xéc dinh ham lugng ctia 12 bacopa saponin trong rau dang bién cua An DO.
Két qua cho thdy ham luong tong cua 12 saponin trong khodng 3,1- 6% trong do
bacopasid I (0,6-0.7%) va bacosid A (bacosid As(1,7-2,6%), bacopasid II (0.8-1.5%).
bacopasid X (1%) va bacopasaponin C (0,7%)) la nhiing thanh phan chiém ham luong
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lIon trong nhom saponin. Dua theo nghién ctru nay, dugc dién Anh (2016) va Dugc dién
Mg (USP 35) cling danh gia ham lugng “bacosid” thong qua tong ham luong bacopasid I
va bacosid A va tong ciia chiing khong dugce nhé hon 2.5% tinh theo canh va 14 kho.

Bing doc quyén sang ché US6833143B1 dé cap dén quy trinh chiét xuét cao kho
rau ding bién nhu sau: Vi 1,0 kg duogc liéu rau dang bién trong & CIMAP duoc lam kho
trong bong ram & 30°C trong 24 gidy va tiép tuc duge sdy trong ti sdy ¢ 42°C trong & gid.
Sau khi siy kho, thu duge 400g duoc lidu ¢6 ham 4m 1a 4,5%. Duoc liéu kho duge dem
di xay va sang qua ray véi kich thude 16 saing 30 mesh. Sau d6 duoc lidu duge cho vao tii
loc va chiét soxhlet voi 2,5 lit n-hexan trong khoang 5 gior dé loai chit béo va 1 phin chat
mau co trong dugc liéu. Sau qua trinh chiét thu duoc dich chiét hexan va ba duoc liéu,
dich chiét n-hexan duoc dem ¢6 thu hoi dung moi. Loai hét dung moi n-hexan con du
trong ba duoc lidu bang cach cho ba duoc liéu vao thiét bi chiét ¢ 70-75°C véi tic nhan
gia nhiét la nugc ndng. Sau doé ba dugc liéu dugc lap lai qua trinh chiét tuong tu nhu trén
v6i 2,5 lit aceton. Sau dé ba duoc lidu lai duoc chiét Soxhlet voi 2.5 lit metanol. trong 6
gior. Dich chiét metanol sau dé duoc ¢d thu hoi dung moi & dp suat giam, thu duge 100ml
dich sau cung. Dich chiét thu duoc, duge cho tir tir vao mot binh ¢é chira 400 ml axeton
c6 khudy dé két tha bacosid cling vai mot sd chét khong hoa tan khac. Tia duge loc trong
bd loc hut chan khong Nutsche dé loai bo dung mai. Chat két tua thu duoc duoc hoa tan
trong 50 ml nude. Dung dich nay sau do dem chiét véi n-butanol (5 x 15 ml) chuyén
bacosid sang pha dung méi n-butanol. Dich chiét n-butanol dugc co quay ¢ ap sudt giam
& nhiét do 50-55°C dén khi thu duoc khéi luvong cao kho khong doi (9.8 g cao kho). Khoi
luong cao kho dugc hoa véi 100ml nude va 0,2 mg B-cyclodextrin trong thiét bi khudy.
Khudy dung dich thém 1,5 gio roi cho dung dich qua may phun sdy v4i nhiét do dong
khong khi tr 100-110°C thu dugc khoang 7,8g san pham dang bot bong, tron chay, voi
ham luong bacosid dat 28% (phan tich su dung phuong phap sac ky long hiéu nang cao -
HPLC), hiéu suét ctia toan bo qua trinh 1a 1,95%.

Tuy nhién, phuong phap chiét xuét cao kho rau dang bién néu trén con ¢ nhuogc
diém la s dung dung moi n-hexan, axeton va metanol can 4 lan chiét va ti 1¢ dung moi —
duoc liéu 16n, nén khi ap dung vao thuc té can trién khai t6i uu lai diéu kién chiét xuét dé
giam chi phi khi 4p dung vao thuc té & Viét Nam. Ngoai ra, cac dung moi nay doc hai va
¢6 gia thanh cao, do d6 phuong phéap nay khong t61 vu vé mat kinh té.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hiiu ich

Muc dich cua giai phap hioru ich la khac phuc cac nhuge diém néu trén.

Cu thé 1a. giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh chiét xuat cao kho rau dang bién
bao gbm cac budc:
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Xu ly so b rau dang bién (Bacopa monnieri) dé loai bo cac tap chat va bui ban
truGe khi chiét;

Chiét rau dang bién bang phirong phép chiét nong véi dung méi etanol 70%, trong
do ti 1€ thé tich dung moi etanol so véi khéi lwong rau ding bién nam trong khoang tir
10:1 dén 12:1, nhiét do chiét nam trong khoang tir 70 dén 80°C, budc chiét nay duoc lap
lai 2 1an véi tan suét 2 gidv/lan;

Co dung dich chiét dén cao c6 ham lugng chit rin ndm trong khoang tir 20 — 30%
dé thu hoi etanol;

Loai tap bang cach khuay cao kho thu duge trong dung méi metanol vai ti 18 thé
tich dung moi metanol so véi khoi lwong cao kho 1a 4:1, hdn hop duoc dé lang trong 12 —
24 gioy va thu lay phan dung dich;

Co dung dich chiét thu duoc dén cao c¢6 ham luong chit ran ndm trong khoang tir
40 — 50% dé thu hoi metanol;

Loai tap bang cach phan tan déu cao kho thu duogc trong dung méi axeton véi ti 18
thé tich dung méi axeton so v6i khdi lwong cao kho 1a 8:1, hdn hop duoc dé lang trong 12
— 24 gidy va thu liy phan ling;

Séy chan khong phéan lang thu dugc ¢ bude trén dé thu duge cao kho rau dang
bién tinh ché.

M6 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 thé hién so do khdi quy trinh thuc hién chiét xuét cao kho rau déng bién
theo phuong an cua giai phap hitu ich.

Mo ta chi tiét giai phap hitu ich
Quy trinh chiét xuat cao kho rau ding bién dugc mo ta chi tiét dudi day.

Rau dang bién (Bacopa monnieri) sau khi thu hoach co thé lan rat nhicu tap chat
nhu bui ban, cac sinh vat ky sinh, v.v., do do trudc khi tién hanh chiét, rau dang bién can
dugc xu 1y so bd bang cach rira dé loai bo hét cac tap chat nay.

Sau khi xt 1y so bo, rau dang bién (Bacopa monnieri )duge dem chiét bang
phuong phap chiét noéng véi dung moi etanol. Tét hon 1a, ndng do cua dung mdi etanol
nam trong khoang 60 — 80%. THt nhat 1a, nong do ciia dung méi etanol 1a 70%. Ti 1€ thé
tich ctia dung moi etanol so véi khoi lugng rau dang bién su dung trong budc chiét nay
nam trong khoang tir 10:1 dén 12:1, tot hon 1a ti 16 nay 1a 12:1. Qua trinh chiét nong duge
thuc hién trong khoang 70 — 80°C, tot nhat 1a 75°C va qua trinh nay duoc gia nhiét béng
hoi nong cua hoi nude. Tot hon la, qué trinh chiét duge lap lai 2 1an vai tan sudt 2 gio/lan.
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Dich chiét thu dugc duoc dem cd can dén khi thu duoc cao cd ham luong chat ran
dat 20 — 30%. v6i ham luong chét ran trong cao duge xéc dinh bang Brix ké. qué trinh ¢d
can nay dugc thuc hién bang thiét bi ¢o thu hoi gitip thu hoi etanol.

Cao kho ¢6 ham lugng 20 — 30% chét ran thu duoc dugc dem loai bo cac tap chat
bang phuong phap lang trong dung mdi metanol. Ti 1& thé tich ctia dung mdi metanol so
v4i khoi luong cao kho toi wu nhét 1a 4:1. Hon hop dung mdi va cao kho nay duoc khuay
déu va dé lang trong 12 — 24 gio, tot nhét 1a ling qua dém, sau d6 thu lay phan dung dich.
Phan 1§mg chinh la céc tap chét can loai bo. Phén dung dich dugc dem ¢ can cho dén khi
thu dugc cao co ham luong chét rdn nim trong khoang tir 40 — 50%. Budc co can nay
cling duoc thuc hién bang thiét bi ¢o thu hoi giup thu hdi metanol.

Cao kho ¢6 ham luong chét ran 40 — 50% thu duoc tir bude trén duoc dem phan
tan déu vao dung moi axeton, v6i ti 18 thé tich cia dung moi axeton so v6i khoi lwong cao
kho t6i wu nhét 1a 8:1, hdn hop nay duoc dé ling trong 12 — 24 gio, tot nhat la ling qua
dém. sau do thu lay phan lang. Phan ldng sau do duoc dem sdy dé thu duoc cao kho rau
ding bién tinh ché, phuong phap sdy dugc st dung co thé la siy chan khong hodc say
phun dén kho, tot hon la say chan khong.

Cao khoé rau dang bién thu duoc boi quy trinh theo gidi phap hiru ich dugc dem
danh gia ham lugng bacosid truéc khi dong goi va dua ra thi truong.

Phuong phap dinh lugng bacosid tong so trong duge liéu va cao chiét

Luong bacosid trong san pham cao kho rau dang bién thu duge béi phuong phap
chiét xuat theo giai phap hitu ich duge xdc dinh bang phuong phép sdc ky long hiéu nang
cao, voi diéu kién sic ky nhu sau:

Diéu kién sdc ky:
+ Cot: Zobax Eclip XDB C18 (250 x 4,6mm, Spm)
+ Pha dong (Gradient): ACN : dém phosphat (tr KH,PO4 khan va HsPO4. pH =

+ Tde do dong: 1.5 ml/phut
+ Nhiét do cot: 27°C

+ Thé tich tiém mau: 20 pL
+ Detector: UV (205 nm)

Tién hanh khao sat mot s6 chuong trinh gradient, két qua thu dugc chuong trinh
gradient nhu sau:
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Béng 1. Chwong trinh gradient HPLC

Ti(xl?:] E:;m % Kénh A % Kénh B
025 70 3
25 - 28 70 - 10 30 - 90
28-33 10 00
33 - 38 10 - 70 90 - 30
38 - 43 70 30

Chuan bi mau

Dung dich chudn: Céan chinh xac khoang 10,00 mg bacosid A3 vao binh dinh murc
5 ml. Thém 3 ml dung dich metanol, lic déu. B sung bang dung dich trén dén vach. Tién
hanh pha loang thu duoc dung dich chudn bacosid A3 ¢6 nong do khoang 0.5 mg/ml.

Dung dich thit cao chiét: Cén chinh xac khoang 50,00 mg cao chiét, hoa tan trong
dung moi thich hgp vura da 10 ml.

Dung dich thir: Can chinh xac khoang 2,500 g dugc liéu da xay nhd vao binh non
¢ dung tich 100 ml. Thém chinh xac 25 ml dung dich metanol. Chiét hoi luu cach thiy
trong 10 phut. D& ngudi vé nhiét do phong va gan lay lop dich. Tiép tuc chiét dén khi
dich chiét mat mau. Gop cac dich chiét, c6 dudi ap sut giam va dinh muc dén 100 ml
bang metanol. Loc dich thir qua mang loc xenluloza axetat 0,45 um thu dugc dich sac ky.

Dinh luong mau thu

Tiém riéng biét cc dung dich mau thir, mdi mau thir 1ap lai 3 lan. ghi nhan sic ky
d6 va ghi lai dap Gmg cta chat can phan tich.

Némg do cua chét can phan tich trong dung dich thtr dugc xac dinh dua trén cong
thtc:

S-b H
C (ng/ml) = X
a 100

Vi S la dién tich pic chat can phan tich, a,b I cac hé sb cta phuong trinh duong
chuén. H 1a do tinh khiét cta chat déi chiéu (%).
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Ham luong chat phan tich trong duogc liéu/cao chiét duoc xac dinh dua trén cong
thuc:

Cxk
X (%)= X
mx 10

100

100-x

Trong do:

X: ham luong chét can phan tich trong dugc liéu/cao chiét (%)
C: ndng do chat can phan tich trong dung dich thu (pg/ml)

m: khoi luong duoc liéu/cao chiét (2)

x: d6 am duoc liéu/cao chiét (%)

k: hé sé quy doi timg chat (Theo Duogc dién M§, hé sé F bang 1,00 (bacosid A3),
1,03 (bacopasid I), 0,81 (bacopasid II), 0,99 (jujubogenin) va 0,75 (bacopasaponin C).

Vi du thue hién giai phap hiru ich
Vidu I: Khao sat ti 1€ dung méi/dugc licu
Tién hanh chiét xudt voi cac thong sb cu thé nhu sau:
+ Phuong phap: Chiét néng
+ Nhiét do: 75°C
+ Ti 1¢ dung moi/dugc li¢u: 12/1
+ Thoi gian: 2h/lan x 2 lan
+ Thoi gian dao dich: 30 phut/lan
+ Dung moi: etanol 70%
+ Rira dugc liéu trude khi tién hanh chiét

Bing 2. Két quéa khao sat ti 1& chiét xuit

Ty lé Khéi Ham ., | Etanol str | Etanol thu
Hiéu suat ) Ao e
dung Klg dugc | luong cao luong chidt dung (lit) hoi (lit)
moi/duoc | liéu (kg) | kho thu bacosid bacosid tinh theo | tinh theo
licu duoc (kg) (%) etanol 96 | etanol 96
205 30,8 10,3 67,6% 3080 2300
12/1
200 31,35 10,1 69,1% 3080 2260
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203 30,25 10,4 67,7% 3080 2280

Trung

. 30,8£0,6 | 10,3+0,2 | 68,1%+0,8 2280
binh

Khi nang cap quy md 200kg/mé, hiéu suit chiét bacosid tdng s6 vai ty 1é dung
méi/duoc lidu lan lugt 1a 12/1 thu duoc 14 68,2%. Trong quy trinh chiét 200kg/mé & noi
chiét 3000L c6 thuc hién dao dich dé tang do dong déu gia nhiét ciing nhu ting do hoa
tan clia cc chét trong duoc liéu.

Vidu 2: Banh gia hiéu suét qua trinh loai tap

Cho 30kg cao long cho vao thung chiét c¢6 canh khudy, dung tich 1000 lit, sau do
thém metanol (4 lan thé tich dung moi theo khoi lugng cao toan phén)ﬂ khudy déu. dé
ling qua dém. Thu dich, ¢6 thu hoi dung méi dén cao co ham luong chat ran 40-50% (xac
dinh bang Brix k&), phan tan déu cao trong axeton (8 lan thé tich dung moi theo khoi
luong cao). Dé ldng qua dém, loc thu phin tia. SAy chan khong dén kho thu dugc cao
tinh ché. Két qua nghién ctu duge thé hién dudi bang sau:

Bang 3. Két qua khao sat phuwong phap loai tap

. loai D £
Khoi Dung méi T@I‘j ol u?,g ) Ham lugng Hiéu suat
bang moi Cao tinh . . J
lwgng cao | metanol B bacosid tinh cheé
) . Metanol aceton cheé (kg) 2 o .
long (lit) . tong (%) bacosid
(kg) (lit)
30 120 3,3 240 2,95 22,15 84,6%
30 120 3,45 240 3,0 22,1 85,3%
30 120 3,42 240 2,90 22,4 84.1%
Tb':"'l'g 3,39+0,08 2,05£0,05 | 22,2240,16 | 84,6%=0,60%
min

Cao thanh phém thu dugc co6 ham luong bacosid téng s 14 22.22%, hiéu suét tinh
ché 12 84.,6%, hiéu suét chiét ctia ca qué trinh la khoang 5%.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh chiét xudt cao kho rau déng bién (Bacopa monnieri) bao gom céc bude:

XU 1y so bo rau dang bién (Bacopa monnieri) dé loai bo cac tap chét va bui ban
trude khi chiét;

chiét rau déng bién (Bacopa monnieri) bing phuong phép chiét nong véi dung
mdi etanol 70%, trong dé ti 1& thé tich dung méi etanol so voi khéi luong rau dang bién
nam trong khoang tir 10:1 dén 12:1, nhiét do chiét nam trong khoang tir 70 dén 80°C.

budce chiét nay dugc ldp lai 2 [4n v&i tan sudt 2 gi(‘y/lén;

co dung dich chiét dén khi thu duoc cao ¢6 ham luong chét ran nam trong khoang

tr 20 — 30% dé thu hdi etanol:

loai tap bang cach khudy cao kho thu duoc trong dung méi metanol voi ti 1€ thé
tich dung moi metanol so v6i khoi lugng cao kho 1a 4:1, hon hop duge dé ling trong 12 —
24 gid va thu lay phan dung dich;

cO dung dich chiét thu duoc dén khi thu duoc cao c¢d ham lugng chit rdn nam
trong khoang tir 40 — 50% dé thu hoi metanol;

loai tap bang cach phan tan déu cao kho thu duge trong dung mdi axeton voi ti 1¢
thé tich dung moi axeton so vai khéi luong cao kho 1a 8:1, hon hop dugc dé lang trong 12
— 24 gidy va thu lay phan lang;

Séy chan khong phan lang thu duoc & budce trén dé thu duoc cao kho rau ding

bién tinh ché.
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Nguyén phu liéu Cac giai doan Théng sb kiém soat
Duge liéu, dung moi: Chiét nong Ti 16 dm-dI (12:1)
etanol 70% — <«——| Chiét: 2 lan x 2h
Nhiét do: 70-80°C

l

C6 thu hoi etanol co dén cao 20-30%
chat kho
l
; X Ty 1&é dm:cao (4:1)
M 1 5 Loai tap b MeOH “«— F AR
slane oat tap bang T Khuay déu, lang qua

l dém, lay dich J

Cé thu hoi Metanol

A

. 3 Ty 1€ dm:cao (8:1)
Loai tap biang Axeton AR
Axeton — W & <« | Khuay deéu, lang qua

dém, lay tua

say chan khong, hoic sy
phun

l

Dong goi, nhap kho ‘ <+

Kiém nghiém theo
TCCS

Hinh 1.
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