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(57) Sang ché dé cap dén ché pham dich chiét tir thuc phém 1én men c6 tdc dung ha huyét
ap va hiru dung 1am thyc pham chte nang hoac duoc pham Ché pham nay thu duoc bang
cach: chiét thuc pham 1én men, t6t nhat 1a chat dong kho kiéu mach 1én men, bang axeton;
rua giai dich chiét axeton cua kiéu mach 1én men su dung cot chiét pha ran duoc nap day
nhiwra ma nhém phenyl duoc lién két, dung moi rira giai 13 nudc chira axit; va cit phan doan
va tinh ché dung dich rira giai sir dung cot (cot PFP) dugc nap ddy chat mang ma nhom
pentaflophenyl duoc lién két, pha dong 1 nudc chira axit formic/metanol. Sang ché con dé
cap dén thuc phém chtrc nang hodc duogc phém chira dich chiét nay hodc it nhéat mot phé“m
ctia nod 13 hoat chét.
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Linh vire ki thuit ciia sang ché

Séng ché dé cap dén ché phém dich chiét tir thuc phém Ién men, v.v., vi duy,
kiéu mach 1én men, v.v. Cu thé hon, sang ché dé cap dén ché phém dich chiét tir thue
phim 1én men chtra it nhét axetylcholin va propionylcholin, cho thdy tac dung ha
huyét 4p va tac dung gidn mach khi ding qua dudng miéng, cling nhu 1a phuong phap

chiét chung.

Ngoai ra, sadng ché dé cap dén thuc phém hoac duoc phém c6 thanh phﬁn hoat

chit 1 c4c ché phdm dich chiét nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Céc tac gia séng ché da thic ddy nghién ctru vé thuc phdm 1én men, dic biét
1a san pham 1én men cia nudc ép kidu mach dd ndy mam, va phat hién ra rang bot
déng kho cta san phim 1én men néu trén thé hién tac dung tc ché ACE; va ho da bao
céo vé cac thuc phadm chuc ning va db ubng chirc ning chira bot nay (Tai lidu Patent
1), va con bdo cdo vé& phuong phap cit phan doan chét rc ché ACE nay va céc phén

doan dugc tach ra bing phuong phép nay (Tai liéu Patent 2).

Sau d6, céc tac gia sang ché da phat trién san phdm 1én men nho axit lactic cia
cac san phim kiéu mach duoc nghién thanh bt ¢ chiic ning cao hon (kiéu mach lén
men), va ho con thic d’éy nghién cru véi muc dich tach va tinh ché cdc thanh phﬁn
hoat chit c¢ tic dung ha huyét 4p va tac dung gidn mach chtra cic san phdm 1én men
noi trén, va da thanh coéng trong viée tim ra dich chiét kiéu mach 1én men chita mot sb

peptit mdi, va da ndp don xin cAp bang sang ché cho san phim nay (Tai liéu Patent 3).
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Trong khi d6, dén nay, dd c6 mot so6 bao cédo vé cac hgp chat duge dan xuat tir
kiéu mach c¢6 tdc dung gidn mach, va cac ché pham chtra ching (céac tai liéu Patent

4-7).

Céc tac gia sang ché tiép tuc thuc hién cac nghién ctru chuyén sau vé chc thanh
phan hoat chat c6 tac dung ha huyét 4p va tic dung gidn mach c6 chta trong kidu
mach 1&n men, va da cét phéan doan mot thanh phén cé tac dung gidn mach khéc voi

céac thanh phén hoat chit dugc bao cdo trong tai liéu Patent 3 néu trén.

Sau d6, do két qua vé viéc x4c dinh nhan dang cta thanh phén chira trong
phdn doan néu trén, ho da tim ra rang thanh phdn nay bao gdm mdt hop chét
alkylamoni bac bdn chii yéu bao gdm nhiéu cholin este chira it nhat axetylcholin va

propionylcholin.

Trong s6 céc cholin este, axetylcholin duoc biét dén 12 mot chit can thiét cho
hoat ddng doi séng nhu 12 mot chit dén truyén than kinh & dong vat ¢ vii. Ngoai ra,
vao nam 1929, mot chit ha huyét ap khéac vaéi histamin dd duoc tach ra tr 14 lach cia
ngua, va chit hoat dong nay duge xac dinh vé miat héa hoc 13 axetylcholin (Tai liéu

khong thude Patent 1).

Do do, su ¢c6 mat cta axetylcholin trong md ciia dong vat da duogc biét dén
trong mot thoi gian dai. Hon nita, mot chét ha huyét ap trong nim cua ga da dugc tiét
16 chinh 14 axetylcholin, va ndm nay da dugc xac nhdn 1a dé san xuit axetylcholin (Tai

liéu khong thude Patent 2).

Axetylcholin c6 chtra trong céc thuc vat &n dugc, nidm #n dugc, sita ong chuia
va sfra, v.v., va axetylcholin cling ¢6 mit trong Bacillus subtilis va nAm men; ciing c¢6
bdo cédo réng viée san xuét axetylcholin béng Lactobacillus plantarum, tic 1a, mot loai
vi khudn axit lactic, dugc xac dinh bdi céc xét nghiém sinh hoc (cac tai liéu khong

thudc Patent 3-7).



42038

Ngoai axetylcholin, mot vai cholin este ciing dugc phat hién. Propionylcholin
ma ¢6 nhém propionyl véi mach cacbon dai hon mach cacbon ctia nhom axetyl boi
mot cacbon da duoc tim thay tir 14 lach clia bo vao nam 1953 (céc tai liéu khong thude

Patent 8 va 9).

Sau do, viéc san xuét propionylcholin di dugc xé4c dinh trong tinh dich clia bo,
trong cdc hach bach huyét hermal va cac co tron cua tém cang chau Au, cua hinh
mong ngua & My, so & cOng ddng chung chau Au, con trai vo6 mém, con trai, con trai
Swan (Anodonta cygnea), va dc sén Bourgogne (Helix pomatia), trong viéc nudi chy
mo san sinh dién ctia Torpedo, cling nhu 1a trong cay khd sam, d4u xanh, ciy ma dé

Trung Qudc, cay bach duong, va cdy phong (cac tai liéu khong thudc Patent 10-13).

Tuy nhién, cho dén nay, sy c6 mit cua propionylcholin trong cac thuc pham

duoc 1én men chua duge bdo cdo hodce tham chi chua duoc dé xuat.

V& phan butyrylcholin, n6 dd duoc phét hién tir dich chiét ctia nfio vao nim
1954 (Tai liéu khong thudc Patent 14), va duge chi ra 1a c6 mat trong dong vat chan
d6t va dong vat than mém cing véi axetylcholin va propionylcholin (Tai liéu khong

thudc Patent 11).

Hon nita, ngoai propionylcholin va butyrylcholin, m¢t vai cholin este dd duoc
xac dinh tor dong vat than mém. Vi dy, viéc x4c dinh cdu tao dugc thuc hién trén
urocanoyl cholin tir mot loai 6c gai Troschel, BB-dimetyl acroyl cholin (senecioyl
cholin) tir mot loai Thais (Reishia) bronni, acroyl cholin tir mét loai Buccinidae, va
imidazol propionylcholin tir mot loai Thais (Reishia) bronni (Céc tai liéu khong thudc

Patent 15-18).

Tuy nhién, cho dén nay, sy c6 mit cta cholin este trong cac thuc phém dugc
lén men dd khong duge xéc dinh vé& mat hoa hoc, va céc phuong phap chiét va cat

phén doan ctia n6 chua dugc bao céo hodc tham chi chua duoc dé xuat.
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Ban chit ky thuit ciia sdng ché
Cic vin d@ dwoc giai quyét béi sing ché

Sang ché d& xuét dich chiét thuc phdm dugc 1én men c6 tac dung ha huyét ap
va tac dung gifin mach c6 thé sir dung lam céc thuc phdm chitc ning va dugc pham, va
thuc phém chirc nang hoac dugc phém chtra dich chiét nay hodc it nhat mot thanh

phin hoat chét chua trong dich chiét nay 12 hoat chit.
Bién phap gidi quyét véan dé

Céc tic gia sang ché da thuc hién cdc nghién ctru chuyén sdu dé giai quyét cac
vAn dé néu trén, va da hoan thanh sang ché nay. Cu thé, cac téc gia sang ché da thanh
cdng trong viéc tach céc hoat chét ma c6 tac dung ha huyét 4p va tic dung gidn mach
rat déng ké, 1a két qua clia viéc nghién cttu chuyén siu trén céc thanh phan chira trong
thyc phdm 1én men, dic biét, trong san phdm 1&n men bing axit lactic clia ciy kidu
mach (kiu mach duoc 1én men), va cling thanh cdng trong viéc xac dinh mot s6 hoat

chit, va do d6 hoan thanh sang ché nay.
Cu thé, sang ché dé cap dén:

[1] ché phém dich chiét thuc phém 1én men chaa it nhit axetylcholin va
propionylcholin, cho thdy tic dung ha huyét 4p va tic dung gidn mach khi ding qua
duong miéng,

(2] ché phdm dich chiét theo diém [1], trong d6 thuc phim dugc 1én men 1a mot
loai dugc Iua chon tir nhom gém ¢6 kiéu mach duoc 1én men, giém den, sira chua, dau
nanh 1én men cua Nhét, va rugu sake Nhat ban,

[3] ché phdm dich chiét theo diém [2], trong d6 thuc pham dugc 1én men 14 kiéu
mach duoc lén men,

va
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[4] ché phém dich chiét theo diém [1], con chua it nhit mot loai duogc chon tir
nhém gdm butyrylcholin, lactylcholin, levulinylcholin, carnitin, metyl carnitin,
trimetylglyxin (betain), metyl trimetylglyxin, etyl trimetylglyxin, propionyl

trimetylglyxin va phosphocholin.
Ngoai ra, sang ché dé cap dén:

[5] thuc phdm hoic duoc pham chira ché pham dich chiét theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir [1] dén [4] 1am hoat chat,

[6] thuc phdm hodc duoc phim theo diém [5], con chia it nhit mot loai dugc
chon tir nhém gdm tyrosin va axit y-aminobutyric (GABA) lam hoat chat,

va

(7] thuc phém hoac duoc phém theo diém [5] hodc [6], con chira it nhét mot loai

duoc chon tir nhom gém axit lactic, axit axetic, va axit xitric.
Hon nita, sang ché con dé cap dén:

(8] phuwong phap san xuét ché phim dich chiét thuc phdm duoc 1én men theo
diém [1], duoc dic trung & chd phuong phép nay bao gbm céc budc:

(1) budc trong dé chét dong khd hodc cht ¢o dic cia kidu mach 1én men duogc tao
huyén phu trong axeton, khudy bing cach lic, sau d6 quay ly tim dé thu dugc chét nbi
bén trén, chit nay sau do dugc c¢d can trong chan khdng (budc 1),

(2) bude trong dé chat ¢d dic trong chan khong néu trén duge rira giai bang cach s
dung mot ¢ot chiét pha rin dugc nap diy chit mang ma nhém phenyl duge lién két
vao do, voi chit rira giai 1 nudc chira axit (bude 2),

(3) budc trong d6 dung dich sau rira giai néu trén dugc cht phan doan va duoc tinh ché
bing cach st dung mot cdt (cot PFP ) dugc nap ddy chit mang ma nhém
pentaflophenyl lién két vao do, v6i pha dong 1a nude chira metanol c6 tinh axit (budc

3),
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va

9] phuong phép san xudt theo diém [8], duoc dic trung & chd:

(1) trong budce 2, cot chiét pha rén (GL Science InertSep® PH) dugc st dung lam cot
chiét pha réin, va nudc chtra 0,01% axit formic duoc sir dung lam chat rira giai,

(2) trong bude 3, cot PFP (YMC-Triart PFP) dugc str dung lam c6t pha ddo, va nuge

chtra 0,01% axit formic -33% metanol dugc st dung lam pha dong.
Hon nita, sang ché dé cap dén:

[10]  ché phdm dich chiét thuc phim duoc 1&n men dugc sén xuét bing phuong
phép san xuét theo diém [8] hoic [9], duoc dic trung & chd ché phadm nay chira it nhat
axetylcholin va propionylcholin, va cho thdy tac dung ha huyét ap va tic dung giin

mach khi dugc ding qua dudng miéng.
Céc tac dung co lgi ciia sdng che

Ché pham dich chiét thuc phdm dugc 1én men ctia sang ché c6 tac dung ha
huyét ap va tac dung gidn mach déng ké, c6 thé st dung lam hoat chét cta céc thuc

pham churc nang hodc dugc pham.
Mo ta van tat cdc hinh vé

Fig. 1 1a dd thi c4c dinh phat hién bidu thi sy thay d6i hoat dong rira giai cta
axetylcholin v6i sur thay dbi vé ham lugng metanol, trong thi nghiém kiém tra cac diéu

kién tach thanh phén dbi vai viee chiét pha ran kiéu mach 1én men str dung c6t PFP.

Fig. 2 1a dd thi cac dinh phat hién biéu thi sy thay ddi hoat dong rtra gidi cla
axetylcholin voi sy thay ddi vé ham luong axit, trong thi nghiém kiém tra cac diéu

kién tach thanh phén d6i vai viée chiét pha ran kiéu mach 1én men st dung c6t PEP.

Fig. 3 1a dd thi cac dinh phat hién twong tu biéu thi su thay dbi hoat dong rira giai cia
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axetylcholin trong céc san phdm ki€u mach 1én men d& duoc tinh ché voi sy thay doi
vé ham lugng metanol dudi diéu kién vé ham lugng axit co6 dinh (0,01%), trong thi
nghiém kiém tra céc diéu kién tach thanh phan doi voi viée chiét pha ran ki€u mach

1én men.

Fig. 4 1a db thi cac dinh phét hién tuong tu biéu thi su thay d6i hoat dong rira gidi clia
axetylcholin trong cac san pham kiéu mach 1én men di duge tinh ché voi su thay ddi
vé ham luong metanol dudi didu kién vé& ham luong axit ¢ dinh (0,01%), khi ham
lugng metanol thay ddi nhe (38%, 36%, 33%) trong thi nghiém kiém tra cac didu kién

tach thanh phan doi vai viée chiét pha ran kiéu mach 1én men.

Fig. 5 1a dd thi cac dinh phat hién tuong tu biéu thi su thay dbi hoat dong rira giai cua
axetylcholin trong cac san pham kiéu mach lén men di dugc tinh ché véi su thay doi
vé nhiét do tach, khi su tach duoc kiém tra boi cach thiét 1ap nhét dd tach trong nudce
chita 0,01% axit formic -33% metanol & nhiét d6 30°C va 40°C trong thi nghiém kiém

tra cac diéu kién tach thanh phan ddi vai viée chiét pha rdn kiéu mach 1én men.

Fig. 6 1a db thi biéu thi két qua ctia thir nghiém do strc cing dang trudng trong cic

mach mau str dung cac hop chat cholin xac dinh.

Fig. 7 1a d thi biéu thi su thay déi huyét ap tim thu sau khi ding cac hop chit cholin

xac dinh.

Fig. 8-1 1a phd khi lugng cua lactylcholin trong phan tich LC-MS céc san pham loc

gel.

Fig. 8-2 14 phd khéi luong ctia lactylcholin trong phan tich LC-MS/MS céc san pham
loc gel.
Fig. 9-1 1a pho khéi luong twong tu cua levulinylcholin trong phén tich LC-MS céc

san pham loc gel.

-10-
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Fig. 9-2 1a phd khéi luong tuong tu clia levulinylcholin trong phén tich LC-MS/MS

céc san pham loc gel.
M3 ta chi tiét phwong thire thue hién sang ché

“Kiéu mach 1én men”, la ciy kiéu mach da duoc 1én men bang axit lactic, c6

tac dung ha huyét ap tuyét voi d6i v&i chudt bi ting huyét ap mot cach tir phat (SHR).

Céc tac gia sang ché da thuc hién nghién clru vé cdc chat ha huyét 4p trong
kiéu mach 1én men, va tim thiy & dich chiét ki€u mach 1én men chira mt s peptit

méi, va da ndp don dang ky sang ché cho phat hién nay (Tai liéu Patent 3).

Céc tac gia sang ché con thic ddy nghién ctru trén cc thanh phan lam gisn
mach trong kidu mach 1én men, da phét trién mot phuong phap méi vé viéc cit phan
doan va tinh ché, va da thanh cong trong viéc ct phan doan va tinh ché cac thanh

phén lam gifn mach trong ki¢u mach 1én men noi trén.

Kiéu mach 1én men duoc st dung trong qué trinh cit phan doan va tinh ché
cla sang ché 1a ¢6 tinh axit v6i do pH béng 3,6, va n6 cho thit tac dung gidn mach tur
0,5ug/mL dbi voi cac mau mach mau clia dong mach chi nguc cta chudt duc 12 tuan

tudi bi tang huyét 4p mot cach tu phat, voi EC50 bing 8,30pg/mL.

Khi dung dich natri hydroxit duoc bd sung vao kiéu mach 1&n men ndy va va
dé yén & nhiét do phong va do pH = 12, hoat tinh lam gidn mach bi mét trong vong 0,5
gio.

Ngoai ra, khi tdc dung gidn mach cua cac dich chiét ctia chat dong kho kiéu
mach 1én men bing céc dung mdi hitu co duoc kiém tra, dich chiét bang etyl axetat
khong c6 tac dung gidn mach, va céc dich chiét bing etanol va axeton c6 tic dung

gidn mach, va dich chiét bang axeton c¢6 tac dung gian mach manh nhét.

T cac két qua trén, da phat hién duoc rang cdc thanh phan lam gidn mach cia

-11-
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kiéu mach 1&én men can duoc tinh ché va cho dung dudi céc diéu kién axit hodc trung

tinh, va chiing c¢6 thé dugc chiét hi€u qua bang axeton.

Tiép theo, cac diéu kién tinh ché céc thanh phdn lam giin mach bing sic ky
duoc nghién ctlru. DAu tién, cac tdc gai so sdnh hoat tinh cta céc dich chiét thd béng
axeton cua chit déng kho kiéu mach 1én men dugc tinh ché bing sic ky loc gel. Két
qua 13, tic dung gidin mach quan sat dugc trong cac phan doan chira mot chat ¢ khoi

luong phan tir tvong ddi thip duge xac dinh tir thoi gian rira gial.

Vi céc thanh phan lam gisin mach cta kiéu mach 1én men khong hoat ddng
dudi cac didu kién bazo, cic tac gid da nghién ctru viéc tinh ché bing nhua trao doi
cation dugc thuc hién dudi cac diéu kién axit. Két qua 13, tic dung gidn mach tuong
d6i manh duoc quan sat thdy trong phan doan rira gidi axit clohydric khi xtr ly bang
nhua trao ddi cation axit manh. K&t qua nay c6 thé 1a do sy tuong tic cta céc thanh
phén 1am gidn mach ctia kiéu mach 1&n men ¢6 dién tich dwong v6i cac nhom sulfonat

1a nhom trao doi c6 dién tich am trén nhua.

Tuy nhién, sy hép phu cta cac thanh ph?m lam gidn mach vao nhua trao dbi
cation 1a kha manh, va qua trinh hoat dong dé loai bo axit clohydric va dung moi ra
khoi mot luong lon chét rira giai phat sinh boi qué trinh hoat dong lap lai cta su rira
giai axit clohydric dé thu héi mot lugng vira di cac thanh thanh phan 1am giin mach
la rat phirc tap. Do do, céc tic gid cho ring qua trinh tach st dung sy tuong tac
cation-rt gifra dién tich duong cta céc thanh phan lam gidn mach va cdc nhém phenyl
6 céc electron m ¢6 thé hidu qua, va dd thuc hién chiét pha rdn st dung mot chét
mang lién két nhom phenyl group, da thanh cong trong viée tach cac phan doan ma
riéng cac thanh ph?m lam gidn mach duoc c6 déc lai.

Céc tac gia da cho ring ly do cia viée nay 1a do céc chét gidn mach tao ra mot

su tuwong tac cation-mt ddc biét manh hon so voi cdc hop chét ciing tdn tai khac; do d6
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cac tac gia da tho nghiém céac diéu kién tich HPLC st dung mot cot (cot PFP) duge
nap diy chit mang ma cic nhém pentaflophenyl, duoc ky vong Ia cho thiy su twong
tac cation-w manh hon, dugc lién két vao, va da thanh cong tiép trong viéc cd ddc va

tach cac thanh phan lam gidn mach.

Dura trén cac phat hién trén, cac tac gia da thiét 1ap mot phuong phap dé san

xuét dich chiét thuc pham dugc 1én men cua sang ché.

Te 14, vi du, ché phﬁm dich chiét thuc phém duoc 1én men cho théy tac dung
ha huyét ap va tac dung gidn mach khi dung qua duong miéng dugc san xudt theo cac

budc sau:

Bude 1: chét dong kho hodc chét ¢6 dic cua kidu mach 1én men duge tao huyén phu
trong axeton, dugc khuéy bé‘lng cach lic, sau d6 duoc ly tAm dé thu duoc chit ndi trén
mit, va chét n6i trén mat nay duoc cd dic trong chan khong,

Bude 2: chit ¢b dic trong chan khong dugc rira giai bang cach st dung cot chiét pha
rdn duoc nap day chit mang ma nhém phenyl lién két v6i nd, voi chit rira giai 1a nuéce
chira axit,

Budce 3: san phém rira giai dugc ct phén doana va tinh ché st dung mot cdt (cot PFP)
duoc nap diy chit mang ma nhém pentaflophenyl dugc lién két vao no, voi pha dong

lag nudc chira methanol cé tinh axit.

Kiéu mach 1én men duoc st dung trong phuong phap san xudt clia sang ché
¢6 thé duoc san xuét theo phuong phap san xut néu trong tai lieu JP A 2012-162503
(Tai liéu Patent 3). Cu thé, mam kiéu mach ma da loai bod nén gieo tréng va vo hat
duoc nhing vao trong natri hypoclorit 100-ppm trong 10 phut d& khir tring, duge cat
va nghién thanh bét, va san phém bdt tao thanh duoc dat trong mot thung chira kin, vi
khudn axit lactic khoi xudéng (Lactobacillus plantarum) duoc bd sung v6i ndng do

25mL trén mdi 1,0 kg san phdm dd nghién thanh bot; sau do, sau khi thay thé nito,
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mau tao thanh duoc 1én men & trang thai tinh & nhiét d6 phong trong 6 ngay, duoc loc
va ly tim dé thu kiéu mach 1én men dudi dang mot chat 16ng c6 mau nau do, chat long
nay sau do6 duge lam déng kho hodc c6 dic trong chén khéng d& thu dugc chit dong

kho hodc chat cd dac trong chan khong cta kiéu mach 1én men.

Céac vi du v& cot chiét pha ran duogc st dung trong budc 2 bao gém cot chiét
pha ran (HyperSep Phenyl SPE Columns, Shimadzu STRATA Phenyl, Agilent Bond
Elut PH) va céc cot khéc, va cot chiét pha rdn (GL Science InertSep®) 1a dugc ua
thich nhét. Vi du vé nuéc chira axit duge sir dung lam ché rira giai bao gém nude chira
axit clohydric, nuéc chira axit axetic, nuge chtra axit trifloaxetic (TFA), va nuge chira
axit phosphoric ho#c céac vi du twong tu; va nude chira axit formic la duge uu tién, va

nude chira 0,01% axit formic la dugce wu tién nhat.

Vi dy vé cot pha ddo dugc str dung trong bude 3 bao gbm cot phenyl (Imtakt
Unison UK-Phenyl, GL Science InertSustain Phenyl, GL Science Inertsil Ph-3,
COSMOSIL SPFP Packed Column) va cdc ¢dt tuong ty, va ¢t PFP (YMC-Triart
PFP) la duoc uu tién nhét. Vi du vé& nudc chira methanol c6 tinh axit dugc st dung
lam pha dong bao gébm nudc chira axit clohydric-metanol, nudc chta axit
axetic-metanol, nudc chra TFA-metanol, va nudc chira axit phosphoric -metanol; va
nude chtra axit formic-metanol 13 duoc uu tién, va nudce chia 0,01% axit formic -33%

metanol 1a dugc vu tién nhat.

Céc thanh phin lam gidn mach cda kiéu mach 1én men duoc tich bing
phuong phép cit phan doan va tinh ché nhu mo ta & trén; két qua 13, axetylcholin,
propionylcholin, va butyrylcholin cé thé duogc tach voi do tinh khiét cao, va cdu tao

cta ching duoc x4c dinh bing phuwong phap phd NMR va pho khéi luong.

Hon nita, béng viéc phan tich LC-MS/MS st dung cot PFP, ngoai 3 loai

cholin néu trén, céc tac gia da xdc dinh dugc lactylcholin, levulinylcholin, carnitin va
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metyl este ctia nd, trimetylglyxin (betain) va metyl este, etyl este va propionyl este cta

no, va phosphocholin.

Phat hién nay 14 truong hop dau tién ma trong d6 lactylcholin dugce x4c dinh
dudi dang san phdm ty nhién; hon nita, levulinylcholin dugc tach bing phwong phap

cat phan doan va tinh ché ctia sdng ché chua duoc bdo cdo hodc dé xuat.

Bing cach st dung cdc mudi hydroclorua ctia axetylcholin, propionylcholin,
va butyrylcholin da duoc tach va tinh ché bing phuong phép cla sang ché, mot thi
nghiém vé stic cang déng truong cta cac mach mau st dung cac mau dong mach chu
ngue cta chudt bi tang huyét ap tu phét, va thit nghiém véi duy nhét cach ding qua

duong miéng voi chudt bi tang huyét ap tu phat da duoc thuc hién.

V& strc cang dang truong clia cac mach mau, axetylcholin chi ra tac dung gian

mach tir 10° M, va ti 1¢ gidn t4i da bing 89,9% & 10 M, va ECs bang 2,72 x 10 M.

Propionylcholin chi ra phdn tng gian tr 107 M, va ti 1& gian t6i da bang

95,2% & 10™ M, va ECsp bang 2,27 x 10 M.

Butyrylcholin cho thiy tac dung gidn mach yéu bang ti 1¢ gidn 7,14% khi b
sung 10" M.

Thir nghiém dung bing dudng miéng duy nhét duge thuc hién véi liéu lwong
bang 107" mol/kg, v6i vin dé xem xét danh cho cac két qua thir nghiém duong ubng

duy nhat va ham lugng trong kiéu mach 1én men.

Két qua 13, trong nhém diing axetylcholin va nhém dung propionylcholin, thu
duoc tac dung gidn mach dédng ké khi dugc so sanh véi nhom d6i chimg sau 9 gio

dung.

Két qua nay da lam déo 16n ly thuyét lap ring axetylcholin khong gy ra hoat
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dong sinh 1y bang duong ubng.

Hon nita, phat hién ring propionylcholin gay ra hoat dong sinh ly bang duong

uong chua duoc bdo cdo hodc dé xuat.

Trong kiéu mach 1én men, ngudi ta dd nghién clu ring céc hop chét
alkylamoni bac bdn khéc (butyrylcholin, lactylcholin, levulinylcholin, phosphocholin,
carnitin va metyl este ctia nd, trimetylglyxin (betain) va metyl este, etyl este va
propionyl este clia né) c6 mit & trang thai hdn hop, bao gbm tac dung gidn mach va
tac dung ha huyét 4p tuyét voi; do do, tham chi khi mdt minh cac hop chét nay chi co
tac dung gifin mach va tac dung ha huyét ap yéu, ngudi ta van cho ring cac hop chét
nay cung voi axetylcholin va propionylcholin dong gép hiép ddng vao tac dung ha

huyét ap.

Ngoai ra, cac axit hitu co chtra trong kidu mach 1én men (axit lactic, axit
axetic, axit xitric) gép phan lam on dinh cac cholin este chang han axetylcholin va
propionylcholin bing c4ch duy tri tinh axit ctia dung dich, nho d6 dem lai céc tac dung
bing viée dung duong ubng; do do, cac thanh phdn ha huyét ap da biét ching han cac
axit amin (tyrosin, GABA) cling dugc cho la déng gép vao tac dung ha huyét 4p cling

v6i axetylcholin va propionylcholin.

Vi du vé& céc nguyén lidu thé d6i voi thue pham 18n men cla sdng ché khong
bi giéi han dic biét mién la ching c6 thé an duogc, va bao gdm than cdy, 14 va hat (ngil
cbe, dau) tir thyc vat, va stra co ngudn gbc tir dong vat. Vi khuén dugc str dung dé 1én
men thuc phém duoc 1én men cia sang ché khong bi gidi han dic biét, va co thé 1a

loai bét ky mién 1a chiing khong gy bénh.

Céc tac gia sang ché da kiém tra doi voi thuc pham dugce 1én men khac ngoai
kiéu mach 1én men bang qua trinh cat phan doan va tinh ché tuong tu, va phat hién ra

rang cac chat sau chua trong cac thuc pham dugc 1én men khac nhau chang han sita
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chua, gidm den, d4u nanh lén men cta Nhit va rugu sake Nhét Ban: axetylcholin,
propionylcholin, lactylcholin, phosphocholin, carnitin, trimetylglyxin va metyl este va

etyl este cua no.

Dic biét, céc téc gia da khing dinh ring ham lugng propionylcholin kha cao
¢6 mit trong cic thuc pham 1&n men néu trén. Phat hién nay la mot phat hién mai

chua tung dugc bdo cdo hodc dé xuat.

Ngoai ra, céc tac gia da tim ra ring gidm den chira butyrylcholin, lactylcholin,
phosphocholin, carnitin, trimetylglyxin (betain) va metyl este va etyl este ctia no; slra
chua chtra lactylcholin, phosphocholin, carnitin va metyl este ctia nd, trimetylglyxin
(betain) va metyl este, etyl este va propionyl este ctia n6; ddu nanh lén men ctia Nhat
chita butyrylcholin, lactylcholin, phosphocholin, carnitin va metyl este cta no,
trimetylglyxin (betain) va metyl este, etyl este va propionyl este clia n6; rugu sake
Nhat Ban chira butyrylcholin, lactylcholin, phosphocholin, carnitin va metyl este cua

nod, trimetylglyxin (betain) va metyl este va etyl este cua no.

Tu phat hién nay, céc tac gid cé thé suy dodn ring it nhat trong céc thuc pham
Ién men néu trén chéng han stta chua, giém den, ddu nanh 1én men ctia Nhat va Ruou
sake Nhat Ban, c¢6 thé thu duoc cac ché phém dich chiét ma biéu hién céc hoat tinh
tuong tu voi ché phém dich chiét kiéu mach 1én men, béng cach thuc hién cét phéan
doan va tinh ché céc hoat chit theo nhu phuong phép san xuét ctia ché pham dich

chiét ki€u mach 1én men cua sang ché.

Céc ché pham dichjc hict cua sang ché c6 thé duge sir dung lam hoat chét cua

cac thue phdm chire ning va duoce pham khac nhau.

Trong trudng hop thuc phim, ching c6 thé duoc sir dung 1am mot ché pham
thuc pham, két hop véi céc chit phu gia thuc phim thich hop. Ngoai ra ché pham thuc

pham, ching c¢é thé duge cung cip ¢ dang tiéu hoa duoc thong thuong, vi du, duoc sir
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dung nhu dd ubng bing cich tron 1dn trong tra xanh, trd den, trd 6 long, va
zakkoku-cha (tra dugc lam tir cac loal ngli cbe khac nhau), v.v., va & dang cdc san
phdm thue phim bang cach tron 1an trong banh quy, banh mi, keo, v.v. Hon nita, c6
thé str dung chiing trong céi goi la cac chét bd sung, & dang lidu luong thich hop theo

céc cong thie duge phdm dudi day.

Khi mdt duoc phém duoc du dinh, ché phém dich chiét ctia sang ché két hop
v6i céc chat phu gia duge pham thich hop ¢6 thé duoc st dung v6i cdc dang theo lidu
luong khac nhau theo quy trinh diéu ché duoc phim chung. Vi du vé cac dang theo
lidu luong nay bao gdm céc ché phim dung dudng miéng gbm cac ché phim rin
chéng han bot, hat, vién nang, vién thudc tron va vién nén, va cac ché phém long

chang han cac dung dich, huyén phil va nhii tuong.

Khi dich chiét ctia sang ché dugce str dung lam thuc pham, vi du vé viéc st
dung nay bao gom khong chi ¢ thye pham va do uong thudng thuong, ma con ¢ cac

thuc pham chirc nang dé tdng cuong sic khoe bang cach dung cdc chirc ndng cu the.

Vi du vé céc dang cu thé trong cac truomg hop nay bao gdm céc chat bo sung
g61n c6 cac vién nang, vién nén, bot va hat, v.v., céc thuc phém banh chﬁmg han banh
mi, badnh ngot va banh quy, v.v., cic gia vi ching han nguén, sup, nudc st
mayonnaise, v.v., Cic san phém tr stta chéng han sfta, stta chua, kem, v.v., banh keo
chéng han socola, keo, v.v., hodc céc do6 uéng khac nhau chéng han tra xanh, tra den,
tra 0 long, tra Ita mach, zakkoku-cha, nudc trai cdy, rau qua, dd uéng c6 sira, do uéng
khong ¢6 rugu va dd udng co ga, Vv.v., tAt ca chura thanh phin hoat chét 1a ché pham

cla sang ché.

Khi ché pham dich chiét cta sang ché dugc sir dung lam hoat chat cua dugce
phim, lidu lugng ctia n6 thay déi phu thudc vao ti 1€ cia mdi thanh phan, va nhiéu yéu

t6 khéc chéng han tudi cia bénh nhan, thé trong, gidi tinh, triéu chimg, va phuong
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phép cép thudc; trong trudng hop cua ngudi 16n dung qua dudng miéng, lidu luong
mdi ngay cé thé duoc lua chon thudng nim trong khoang tir 0,1mg-100g, va trong
truong hop dung qua duong ngoai rudt, lidu luong duge lua chon thudng nim trong
khoang tir 0,1mg-1000mg. Liéu lugng c6 thé tang hoac giam khi thich hop phu thude
vao muc do cai thién cua triéu chimg. V& tan xuét dung thude, co thé ding mot dén

vai lan mot ngay.

Khi ché phém dich chiét cta séng ché duoc str dung lam thuc phém, luong
hap thu ctia n6 c6 thé duoc chon theo trudng hop cua duoc phdm dung dudng udng
néu trén. Tuy nhién, trong truong hop dd 4n va dd udng, vi luong va tan xuét dung
khong bi giéi han ddc biét khéc véi duge phim, lugng hép thu c6 thé duge lua chon
ma khong bi gidi han dén pham vi néu trén mién 1a khong cé cac triéu chung dic biét
nghiém trong, c6 tinh dén muc dich cua viéc duy tri strc khoe, cling nhu 1a huong vi

va vi ngon.
Vi du thyc hién sdng che

Dudi day, cac phuong 4n ctia sng ché s& duoc m6 ta bang cach vi du va vi du

thtr nghiém; tuy nhién, sang ché khong bi gi6i han bai cac vi du sau.
Vidul
San xuat kiéu mach lén men

Kiéu mach 1én men duoc san xuat theo phuong phép san Xut trong tai lidu JP

A 2012-162503 (Tai lidu Patent 3).

Déi voi mim kiéu mach, ching duge phat trién trong khoang 10 ngay ké tir
ngay gieo va duge thu hodch duge mua tir cong ty Salad Cosmo Co., Ltd. cac mam
lta mach da loai bo nén gieo cdy va vé hat (10kg) dugc nhing trong natri hypoclorit

100-ppm (20L) trong 10 phut d& khir tring, dugc cit thanh cdc chiéu dai khoang

-19-



42038

2,0cm, va duoc nghién thanh bt min.

San phém da nghién thanh bdt min thu duoc dugc dat trong mot thung chira
kin (10L), vi khudn axit lactic khoi xuéng (Lactobacillus plantarum) duge bd sung
vao do ¢ ndng d6 25mL trén mdi 1,0kg sén phdm da nghién thanh bot; sau do, sau khi
thay thé nito, mau tao thanh dugc [én men & trang thai tinh ¢ nhiét do phong trong 6
ngay, duoc loc va ly tam dé thu kiéu mach 1én men (6,8kg) dudi dang chét 1ong mau
nau do. Chét 1ong nay sau d6 duge dong kho lanh hodc dugce ¢b dic trong chan khéng
theo phuong phap thong thudng dé thu duoc chit dong kho hodc chat ¢d ddc trong
chan khong cta kiéu mach 1&n men, cdc san phim nay dugc dua vao tich va tinh ché

céc thanh phan 1am gidn mach.

Viduy 2

Cét phan doan cac thanh phan lam giin mach ctia kiéu mach lén men
Vi dy thi nghi¢m 1

Khao st cac diéu kién tinh ché cac thanh phén lam gian mach

Dau tién, st dung chét dong kho thu duoc tir 2kg kiéu mach 1én men, céc tac
gia da phat hién ra cdc tinh chit hoa hoc cta cac chét lam gidn mach cia kidu mach
1én men va da khao sét cac didu kién tinh ché. Sau khi quay ly tim kiéu mach 1én men
(2kg) (3220g, 30 phut, 4°C), phé“m cin duoc loai bo va chit ndi trén mit dugc dong
kho lanh d& thu duoc mot chit dong khd mau do sim va hut 4m cua kiéu mach 1én

men (hiéu suit 2,05%).

Trong khi khao sat mdi didu kién, ndng do cta thanh phan hoat chat dugc
kiém tra bing cach xéc dinh cdc phan doan cho thiy tac dung gidn mach béing thir

nghiém do strc cang dang trudng trong cdc mach mau ¢ moi giai doan tinh che.
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Thtr nghiém do dn dinh pH

Kiéu mach 1én men (chat 1ong) duoc st dung trong thir nghiém kha sat céc
diéu kién nay 1a c6 tinh axit véi do pH béng 3,6, va di cho thdy tic dung gifin mach tur
0,50pg/mL dbi voi cac mAu mach méu ctia dong mach chi nguc cta chudt duc 12

tudn tudi bi tang huyét ap tw phat, véi ECsg bang 8,30pg/mL.

Dé thir nghiém do 4n dinh pH cua kidu mach 1én men, chit dong kho cua kiéu
mach 1én men (10mg) duoc hoa tan trong nudce tinh khiét, va duoc diéu chinh dén do
pH bang 7,0, pH bang 9,0, va pH bing 12,0 bang cach b6 sung natri hydroxit 1N,
nuée tinh khiét duoc thém vao dé dé dat thé tich 1mL. Chét dong kho kiéu mach 1én
men (10mg) dugc hoa tan trong nudc tinh khiét (1ImL) duoc st dung lam mau déi
chimg (pH béng 4,0). Sau khi duoc dé dimg yén trong 0.5, 1, 3, 6, 12, va 24 gio &
nhiét d6 phong, tac dung gidn mach ctia mdi dung dich véi ndng do kidu mach lén
men bing 50pg/mL duge xac dinh bing céch do stc cing dang trudong trong cac mach
méu. Két qua 13, trong khi tic dung gifin mach dugc duy tri d6i voi mau dbi chimg va
méu c¢6 do pH bing 7,0 thim chi sau 24 gio, téc dung gifin mach bi mAt dbi véi miu

¢6 do pH bing 9,0 sau 6 gid, va dbi véi mau co dd pH bang 12,0 sau 0,5 gio.

Thtr nghiém chiét bang dung méi hitu co

Chét dong kho kiéu mach 1&n men (100mg) duge tao huyén pht trong mbi
ImL céc dung méi etanol, axeton, va etyl axetat, va cdc mau duge lic trong tu 4p co
lic (1811g, 6 gid, nhiét do phong), sau d6 duge quay ly tm (3220g, 30 phut, 4°C) aé

tach chit ndi trén mit va chét két taa.

Chét két tua lai dugc tao huyén phi trong mdi dung méi hitu co, va dugce tach
twong ty thanh chat ndi trén mat va chét két tha bang cach quay ly tam. Chét ndi trén
mat két hop dugc cd dédc trong chan khong, cac dung moi dugc loai bo hoan toan tir

d6 bang mot may bom chan khong.
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Hiéu suét ctia mdi phin chiét bing dung mdi hitu co 1a 975pg (0,98%) ddi véi
phdn chiét bang etanol, 512ug (0,51%) ddi v6i phin chiét bang axeton, va 210ug

(0,21%) dbi v&i phan chiét bang etyl axetat.

Trong thir nghiém do sttc cang dang truong trong cdc mach méu, tac dung
gian mach cua mdi dung dich & ndng do6 dich chiét 50 ng/mL duge xéc dinh. Két qua la,
ti 1é lam gidn mach bang dich chiét etanol, dich chiét axeton, va dich chiét etyl axetat

1an luot 1a 22%, 49% va 0%.

r
M

Séc ky loc gel

Chét dong kho kiéu mach 1&n men (1,25g) duge hoa tan trong nude tinh khiét
(10mL), va duoc bom vao mot ¢t ho (4,2cm x 50cm) nap dﬁy Sephadex G-15 (30g)
v6i khéi luong phan tir cit phan doan ndm trong khoang 700-1500. Sau khi loai bo
300mL thé tich trong, méi S0mL duoc ct phan doan dé thu duoc cac phan doan loc
gel 1-8. Mdi phan doan dugc cit ra duoc dong kho lanh, va chit dong khd duoc dua
vao thtt nghiém do stic cing déng trudng trong cic mach mau. Sb luong va hidu suat
ctia mdi phan doan duoc cAt phan doan béng sdc ky loc gel duoc thé hién trong Bang

1.

Bang 1. Hiéu sut ctia céc phan doan loc gel

Phin doan | 1 2 3 4 5 6 7 8 Tong

Luong (mg) | 77,2 |109,0 | 160,1 |238,0 | 192,9 | 136,1 | 116,2 | 36,2 | 11033

Higu suit|62 |87 [12,8 [190 |154 |109 |93 |29 [883
(%0)

Téc dung gidn mach trong mdi phan doan 25ug/mL duge xac dinh trong thi
nghiém do stc céng déng truong trong cac mach mau, va tac dung gidn mach duoc
quan sét thay trong cdc phan doan loc gel 3 va 4. Nhu két qua khao sat tac dung gidn
mach cta cac phan doan loc gel 3-5 bing viéc bd sung tich lity, phan doan loc gel 3

cho théy ti 18 gifin biang 4,80% bang viéc b6 sung 1,0ng/mL, xdc nhan phéan tng gidn
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mach phu thudc vao lidu luong, va ti 1€ gidn tdi da b?lng 61,9% khi bd sung 5,0pg/mL.
Phan doan loc gel 4 cho théy ti 16 gidn bing 2,74% bing viéc bd sung 1,0ng/mL, va ti
16 gian tdi da bang 71,2% khi bd sung 5,0pg/mL. Cac phan doan loc gel 3 va 4 cho
thdy sy bat dau gidn mach & ndng do thip bing 1/500 ndng do clia kiéu mach 1&n men,
chi ra ré“lng chung chira mét hop chét thé hién tac dung giin mach manh. Mit khéac,
phan doan loc gel 5 da cho thiy phan ng co mach theo céch phu thudc lidu lwong, va
do d6 kidu mach 1én men cfing chta cac thanh phin co mach ngoai cdc thanh phan
lam gifin mach. Nguoi ta cho ring bang sic ky loc gel, cac thanh phin co mach chira

trong phan doan loc gel 5 duoc loai bo va cac chét gidn mach duoc cb dic.

Xir 1y bing trao ddi ion

Xt 1y bang nhua trao ddi cation axit manh

Chét dong kho kiéu mach 1én men (2000mg) dugc hoa tan trong nudc tinh
khiét (5mL), va d6 pH duoc diéu chinh dén 7 bing NaOH 1N, sau d6 miu duogc quay
ly tam (3220g, 4°C, 20 phut), va chét ndi trén mat dugc thu héi va dugc pha lodng
trong mot 6ng do dén téng thé tich 10mL. Chat ndi trén mat thu duoc (2,5mL) dugc
b6 sung vao mot dung dich huyén phil chira nhua trao d6i cation axit manh loai proton
(Amberlite IR120B, SmL) va nude tinh khiét (2mL), duoc xtr 1y & nhiét do phong
trong 2 gio béng viéc khuéy nhe nhang, va duoc loc dé tach dung dich duge xir 1y va
nhua. Nhua duge rira hai 1an béng nudce tinh khiét (15mL), va dugc két hop véi dung
dich da xtr ly. Dung dich HCI 2N (30mL) duoc bd sung vao nhua da rira, duge xit 1y &
nhiét d6 phong trong 30 phut bing viéc khuét nhe nhang dé rira giai cdc thanh phin da
dwoc hip phu, va duoc loc dé tach chit rira giai axit clohydric va nhya. Dung dich d
xu ly thu dugc dugce xtr ly véi nhua trao dbi, va qua trinh nay duogc 1dp lai hai lan; tat
c4 dung mdi rira giai thu dugc trong mdi qua trinh duge gom lai. Dung dich da xur ly

(99mL) va dung moi rira giai axit clohydric (90mL) mdi dung dich dugc pha lodng
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trong mot 6ng do dén tong thé tich 300mL, duoc pha lodng 4 lan, sau d6 tic dung gifin
mach duoc xdc dinh bang thir nghiém do strc cing déng trudng trong cic mach mau.
Két qua 13, tic dung gidn mach quan sat duge trong cdc phan doan rira giai bang axit
clohydric; tac dung gidn mach bing 56,0% khi bd sung 100uL phan doan rira giai
bang axit clohydric. Gia st ring tat ci cac thanh phan lam gidn mach trong kiéu mach
1én men dugc hép phu vao nhua trao dbi ion, néng d6 cta kiéu mach 1én men & thoi
diém nay tuong tmg véi 10pg/mL. Khong quan sat thdy tac dung giin mach trong

dung dich dugc xur ly.
Xir Iy bang nhua trao dbi cation axit yéu

Chét dong kho kiéu mach 1én men (2000mg) dugc hoa tan trong nudc tinh
khiét (SmL), va d6 pH duoc didu chinh dén 7 bing NaOH 1N, sau d6 méu dugc quay
ly tam (3220g, 4°C, 20 phut), va chét ndi trén mit duoc thu hdi va duge pha lodng
trong mot éng do dén tong thé tich 10mL. Chét ndi trén mit thu duoc (2,5mL) dugc
bd sung vao mot dung dich huyén pht chira nhua trao ddi cation axit yéu loai natri
(Amberlite IRC76, SmL) va nudc tinh khiét (2mL), duoc xir Iy & nhiét do phong trong
2 gid béng viée khuéy nhe, va duoge loc dé tach dung dich dugc xit 1y va nhya. Nhya
duoc rira hai lan béng nude tinh khiét (15mL), va duoc két hop voi dung dich da xur ly.
Dung dich HCI 2N (30mL) duoc bd sung vao nhua da rira, duge xtr ly ¢ nhiét do
phong trong 30 phit bing viéc khuAt nhe nhang dé rira giai thanh phin da duoc hép
phu, va dung dich thu dugc duoc loc dé tach dung moi rira giai axit clohydric va nhya.
Dung dich da xur ly thu dugc duoge xur ly voi nhya trao d6i, va qua trinh nay dugc lap
lai hai 14n; tit c4 dung moi rira giai thu duogc trong mdi qué trinh duge gom lai. Dung
dich da xtr ly (94mL) va dung mo6i rira giai axit clohydric (90mL) mdi dung dich duge
pha lodng trong mot dng do dén tong thé tich 300mL, dugc pha lodng 4 14n, sau do tac
dung gidn mach duoc x4c dinh bing thir nghiém do st cing déng trudng trong céc

mach mau. Két qua 13, tic dung gidin mach quan st duge trong dung dich da xir ly va

-24-



42038

trong cac phin doan rira giai bang axit clohydric; tc dung giin mach bing 7,3% khi
bd sung 100puL dung dich da xir Iy va bang 23,3% khi b6 sung 100puL phan doan rira
gidi bing axit clohydric. Sw hip phu clia céc thanh phan lam gidn mach cta kidu mach

1én men vao nhua trao doi cation axit yéu duoc cho la khong du.
Chiét pha rdn

Cot chiét pha rdn (GL Science InertSep® PH, 5 g) dugc hoat héa bang
metanol (30mL), duoc rira bang nude chua 0,01% axit formic (30mL), va duoc lam
can bang bang nudc tinh khiét (30mL), sau dé dich chiét axeton cua kiéu mach lén
men (1,0g) duge hoa tan trong nude tinh khiét (2,5mL) duoc 4p dung vao cdt ndy; qua
trinh rira gidi duoc thuc hién béng nudce tinh khiét (30mL) va nude chira 0,01% axit
formic (30mL). Céc phan doan rira giai bing nudc tinh khiét va cac phan doan rira
giai bang nuée chira 0,01% axit formic dugc dong khd lanh, va tic dung gidn mach
duoc xac dinh bing thtr nghiém do stic cing ding trudng trong cdc mach méu. Két
qua la, tdc dung gidn mach dugc quan sat thdy trong cc phan doan rira giai bing nudc
chtra 0,01% axit formic, va ti 1& giin bing 35,6% & nong do 0,5ug/mL. Khong quan

sat thay tdc dung gidn mach trong cac phan doan rira giai bang nudc.

Céc diéu kién tach bang HPLC

Bing cach sir dung ¢t pha ddo (YMC-Triart PFP, 5pum, 4,6mm x 250mm) ma
nhom pentaflophenyl duoc lién két vao do, cdc tac gia sédng ché da nghién clu céc
didu kién tach cic thanh phan lam gifn mach trong qua trinh chiét pha ran kiéu mach
lén men (1mg/mL). Piu tién, st dung mot ché phdm axetylcholin 1a mot Gmg ¢t vién
thanh phan lam gian mach, cac didu kién dugc nghién ctu bang cach thay dbi ham
luong metanol va ham lugng axit cua dung moéi rira giai. Cu thé, 60uL ché pham
axetylcholin (0,1mg/mL) dugc bom vao voi tbc do chay bang 0,5mL/phut, va nudc

chtra 0, 5, 15, 30, 50, va 60% methanol va nudc chira 50% metanol chira 0,002, 0,004,
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0,006, 0,008, 0,01, va 0,015% axit formic dugc st dung lam dung moi rira giai, su
thay ddi hoat dong rira giai cua axetylcholin duge khéo sat & nhiét df tach béng 30°C.
Két qua 13, khi ham lugng metanol tang 1én, thoi gian rira giai ctia axetylcholin ting
1én va hinh dang dinh cuc dai trd nén t6t hon. Ngoai ra, mac du ham luong axit formic
khong c6 nhidu anh huong dén thoi gian luu clia axetylcholin, khi ham lwong axit tang,
c4c dinh phat hién giam bdi su gia tdng duong nén. Tir cdc két qua trén, nguoi ta da
phat hién ra ring nude chia 0,01% axit formic -50% metanol 1a thich hop chat dé
phén tich axetylcholin. Fig. 1 biéu thi sy thay d6i hoat dong rtra giai cia axetylcholin
v6i su thay d6i ham luong metanol, va Fig. 2 bidu thi su thay d6i hoat dong rira gidi

ctia axetylcholin voi su thay d6i ham lugng axit.

Tiép theo, cac didu kién tich ctia qué trinh chiét pha rdn kidu mach 1én men da
duoc khao sat. Dua vao két qua céc didu kién phén tich cua axetylcholin, phép phén
tich béng HPLC duoc thuc hién véi 0,01% axit formic béng cach thay dbi ham luong
metanol & 25, 30, 35, 40, 45, va 50%. Két qua 13, qua trinh tdch v6i ham luong
metanol bing 35% la t&t nhét. Fig. 3 cho thdy hoat dong rira gidi clia cac san pham da
duogc tinh ché cta kidu mach 1én men véi sy thay d6i ham luong metanol dudi diéu

kién ham luong axit ¢é dinh (0,01%).

Hon nira, khi ham lugng metanol thay dbi nhe (38, 36, 33%), viéc tach tdt
nhit cta nta tha hai cta sic ky dd thu dugc voi 33% metanol. Fig. 4 cho thdy hoat
dong rira gidi cia cdc san phém d3 duoc tinh ché cta kiéu mach 1én men véi sy thay

dbi ham luong metanol dudi didu kién ham luong axit ¢d dinh (0,01%).

Cubi clng, qué trinh tach voi nuge chia 0,01% axit formic - 33% metanol
duge khao sat bing cach thiét 1ap nhiét do tach & 30°C va 40°C; su tach t&t hon thu
dugc & nhiét do 40°C. Fig. 5 biéu thi su thay dbi trong sic ky d6 do su thay ddi nhiét

do tach.
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Tir cac két qua trén, cac diéu kién tach toi vu dugc xéac dinh nhu sau.

Cot: YMC-Triart® PFP, Sum, 4,6mm x 250mm

Thé tich bom méu: chiét pha ran kiéu mach 1én men (0,1mg/mL) 60 pL

Pha dong: nugc chtra 0,01% axit formic-33% metanol (dang thanh phin pha dong)
Tée do chay: 0,5mL/phut

Nhiét do: 40°C

Vidu3
Tinh ché cac thanh phan lam gidn mach cua ki€éu mach 1én men

100kg kiéu mach 1én men duoc ¢d dic trong chin khong, duoc dua vao chiét
bing axeton, chiét pha ran, sic ky loc gel, va HPLC d8 tinh ché c4c thanh phan lam

gidn mach cia kiéu mach 1én men.

Chiét cac thanh phan lam gifin mach cua kiéu mach 1én men bdng axeton

Kiéu mach 1én men dugc quay ly tim (3220g, 30 phut, 4°C), va phan cin
dugc loai bd sau khi quay ly tam. Chét nbi trén mit thu duoc duoc co dic béng cach
sir dung mat thiét bi bay hoi quay duéi ap sut giam dé thu dugc chit c¢o dic cha kiéu
mach 1én men. Chét ¢6 dic cua kidu mach 1én men (xap xi 120g) va axeton (300mL)
duoc b sung vio mot cbi gid 2-L, va cdc thanh phén gian mach dugc chiét bang cach
nghién mau bang mét cdi chay trong 5 phut, va chat ndi trén mit dugc thu hdi bang
mdt may hat. Bb sung tiép axeton (300mL) vao phan cin, va sau khi nghién du trong
S phut br?mg chay, chit ndi trén mat duoc thu hdi theo cach twong tu. Viéc nay duge
lap di lap lai téng cong 12 lan. Dung dich axeton thu duge dugc c6 dac béng cach st
dung mot thiét bi bay hoi quay dudi ap sut giam dé thu dugc dich chiét tho axeton.
Dich chiét thé axeton (xdp xi 60g) va etyl axetat (xdp xi 200mL) dugc b6 sung vao
mdt binh dinh mtre ¢6 hinh qua ca tim 500-mL, va sau khi khudy déu bang dfia thiy

tinh trong 5 phut, chit ndi trén mit duoc loai bo sau 10 phut 1am lanh béng da. Etyl
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axetat (xAp xi 200mL) lai dugc bd sung vao phén con lai, duge khudy déu trong 5 phut
béng dtia thuy tinh, va chit ndi trén mat duoc loai bd theo cach tuong tu. Viéc nay
duoc lap di lap lai téng cong 12 14n, sau do phén can thu duoc dugc séy kho dudi ap

sudt giam trong hon 3 gidr trong mdt binh hut 4m dé thu duoc dich chiét axeton.

Chiét pha rin va tinh ché céc thanh phan lam gifn mach cta ki€u mach 1én men va cat

phin doan bang sic kv loc gel

Nhu 1a mét sic ky loc gel duge xir 1y trude, mot cot chiét pha ran (GL Science
InertSep® PH, 50 g) duoc hoat hda béng metanol (300mL), duoc rta bing nudc chira
0,01% axit formic (300mL), va dugc lam cin bang bing nudc tinh khiét (300mL); sau
do6 dich chiét axeton ctia kidu mach 1én men (10g) dugc hoa tan trong nuge tinh khiét
(20mL) va duoc ap dung vao cdt; sau khi rira gidi cdc tap chét bang nude tinh khiét
(300mL), céc thanh phan lam gifn mach dugc rira giai bang nudc chira 0,01% axit
formic (300mL). Dung dich rtra giai thu duge dugc c6 dac béng cach st dung mot

thiét bi bay hoi quay dudi 4p sudt giam dé thu dugc phén chiét pha rén.

Tiép theo, trong séc ky loc gel, mot cot (4,2cm x 50cm) duoc nap dﬁy
Sephadex G-15 (230 g), va phan dich chiét pha rdn (2mL) da dugc chuin bi trong
500mg/mL nudc tinh khiét duoc bom vao, duge rira gidi bing nudc tinh khiét dé thu
410-485mL dung dich rra giai duoc cit phan doan. Dung dich rira giai dugc cat phan

doan dugc ¢6 didc trong chan khong va dugc dong kho lanh dé thu san pham loc gel.

Phan tich LC-MS va LC-MS/MS céc thanh phan 1am gifin mach cua kiéu mach 1én

men

Phép phén tich LC-MS va LC-MS/MS cac san pham loc gel duogc thuc hién.
San pham loc gel va dung moi phan tich dugc bb sung vao mét éng nho thé tich
1,5mL dé chuén bi dung dich miu c6 né)ng d6 1mg/mL, dung dich dugc loc qua bo loc

Millex®-LH (0,45 pm) dé thu dwoc miu LC-MS. D6i véi cot, cot pha déo
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YMC-Triart® PFP (5 um, 4,6 mm x 250 mm) ma cac nhém PFP lién két vao d6 duoc
str dung, va nudce chia 0,01% axit formic-33% metanol dugc st dung lam pha dong.
Phuong thirc ion héa ESI, tbc do chay: 0,SmL/phtt (LC) va 0,3mL/phut (MS), nhiét
do tach: 40°C, thé tich bom mAu: 10 pL, dién d4p mao quan: 3500 V, dong chdy khi N,
(hinh nén): 50 L/gid, nhiét do ngu611 N,: 120°C, nhiét dd khir solvat hda N,: 350°C.
Ngoai ra, dién &p ion héa duoc khao sat trong khoang 10-60 V dbi voi mdi dinh cuc
dai duoc phan tich, va didu kién ion héa vuot troi nhét, tire 14, diép ap hinh nén bang
10 V va dién &p va cham béng 30V, dugc st dung. Péi véi cac dinh ion 16n quan sat
duoc bing phéan tichLC-MS, viéc quét lam mét tinh trung tinh duoc thuc hién dé xac
dinh cac dinh c6 nhém trimetylamoni (ti 1€ khdi luong-dién tich bang 59) 1a hop chat
alkylamoni béc bbn. Sau d6, LC-MS/MS phép phan tich duoc thuc hién sir dung ti 1€
khéi luong-dién tich cua hop chét alkylamoni béc bdn da duoc x4c dinh lam ion tién
chit. Két qua 13, ddi vai cdc hop chit alkylamoni bac bén, cac chét sau duoc xéc dinh:
axetylcholin, propionylcholin, butyrylcholin, lactylcholin, levulinylcholin, carnitin va
metyl este ctia nd, trimetylglyxin (betain) va metyl este, etyl este va propionyl este cua

nod, va phosphocholin.
Viduy 4

Téch va tinh ché axetylcholin, propionylcholin, va butyrylcholin

Tinh ché bang HPLC céc thanh phan 1am gifin mach cua kiéu mach 1én men

Dua vao céc két qua phan tich LC-MS & trén, cac thanh phan lam gidn mach
chtra trong san phim loc gel dugc tinh ché bing HPLC dé tach cac thanh phan 1am
gifn mach. San pham loc gel va dung mdi phén tich HPLC dugc bd sung vao mot dng
nho c6 thé tich 1,5-mL dé chuén bi dung dich mau cé néng d6 100mg/mL, dung dich
nay duoc loc qua bd loc Millex®-LH (0,45um) dé thu dugc mot mau tach. He théng

HPLC Prominence dugc st dung 1am hé thdng phén tich, va YMC-Triart® PFP (Sum,
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20mm * 250mm) dugc str dung lam c6t. Cac didu kién phan tich nhu sau: pha dong:
nude chia 0,01% axit formic -33% metanol, tbe do chay: 5,671mL/phut, nhiét do
tach: 40°C, budc séng phat hién: 215nm, thé tich bom mau: S0uL san phim loc gel.
Céac phén doan chtra cic thanh ph?m lam gian mach dugc cAt phén doan, va viéc tinh
ché twong tu duoc lap di lap lai néu can thiét, d& thu 3 loai thanh phan tinh khiét. Sau
khi b6 sung axit clohydric, sin pham tinh ché cudi cung dugc co dic trong chan khong
va duoc dong kho lanh dé thu dugc hop chat hydroclorua ctia san phim tinh ché, dugc

st dung dé xac dinh cau tao va thir nghiém.

Phan tich NMR céc thanh phin lam giin mach cia kiéu mach 1én men

Phép phan tich NMR duoc thyc hién dbi v6i 3 loai sin phim da tinh ché bang
HPLC. Pbi voi cac san phdm cit phan doan thu duoc, mdi chét dong khé (1,6mg)
duoc hoa tan béng cach bd sung nude nang (D,0, 0,16mL) dé chuin bi cac mau do
NMR. Thiét bi NMR v6i tan s6 cong huong 'H bang 500 MHz (ADVANCE DRX500,
Bruker Biospin Co., Ltd., Yokohama) duoc sir dung, vG6i s6 lity tich bang 128 lan. Két
qua 13, dd thi NMR cta 3 loai san phdm dugc tinh ché bang HPLC la gidng voi
axetylcholin hydroclorua, propionylcholin tong hop va butyrylcholin phdm cép dic
biét c6 san trén thi truong; theo d6, ching duge xac dinh 1a axetylcholin,

propionylcholin, va butyrylcholin.

Phan tich khdi luong cic thanh phan lam gidn mach cua kiéu mach 1én men

Phép phén tich MALDI-TOF/MS dugc thuc hién déi voi 3 loai san pham
duoc tinh ché bang HPLC. Déi voi cac san phdm cit phan doan thu dugc, mdi chit
dong khd (0,01mg) duge hoa tan trong axetonitril 50% chtra TFA 0,1% (15uL) dé
chudn bi mau do. 1puL mdi mau va dung dich axetonitril 50% chira TFA 0,1% cta axit
2,5-dihydroxybenzoic lam chat nén (7500, 1500, 750ug/mL) duoc tron trén mot dia va

duoc sdy khd trong mot binh hut 4m. Trong phép phan tich MALDI-TOF MS, may
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quang phd khéi lugng MALDI-TOF MS (AB SCIEX TOF/TOF 5800, AB Sciex Japan
Ltd., Tokyo) dugc sir dung v6i hinh thirc guong phan xa, khoang quét 10-300 m/z, va
cuong do tia laze bing 5500 eV. Két qua 13, 146,1182 m/z (gié trj ly thuyét: 146,1176),
160,1337 m/z (gid tri 1y thuyét: 160,1332), va 174,1497 m/z (gia tri ly thuyét:
174,1489) dugc quan sat, lan luot, twong (mg voi khéi luong chinh x4c cta

axetylcholin, propionylcholin, va butyrylcholin.

Dic trung ctia cac thanh phan lam gifin mach ctia kieu mach 1én men

Tong hop chét chuin

Pbi véi chit chudn ctia mdéi mudi hydroclorua clia axetylcholin,
propionylcholin va butyrylcholin dd dugc tach va tinh ché, axetylcholin hydroclorua
phédm cdp dic biét c6 san trén thi truong duge s dung dbi vai axetylcholin, va cac
chit ma da duogc téng hop, dugc tinh ché béng HPLC va dugc dong kho6 lanh dang
mudi hydroclorua trong phong thi nghiém cta cac tic gia dugc su dung déi véi
propionylcholin va butyrylcholin. Propionylcholin va butyrylcholin c6 thé duoc tong

hop theo so dd téng hop sau dugce biéu dién boi cong thirc (1) va (2).
Téng hop propionylcholin

Cong thte 1

E . i
cr f\l - Propionyl clorua, DIPEA ct N“/ J
: P -~

+
T . N ) N
- \// “OH -20-0°C N o7 ”

(1

Téng hop propionylcholin: Hoa tan cholin hydroclorua (0,42g, 3,0mmol) trong N,
N-dimetylformamit (DMF, 6,0mL), sau do bd sung propionyl clorua (0,56g, 6,0mmol)
va diisopropyletylamin (DIPEA, 0,78g, 4,5mmol) va dé mau dat t6i nhiét do phong tix
0°C va cho phan tng trong 1 gio. Sau khi hoan thanh phan tmg, DMF dugc chung cét

ra, va san pham duoc két tia bang diclometan (DCM)-etyl axetat (1:1). Chéat két tha
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duoc két tinh lai bing DCM-etyl axetat (5:1) va duoc két tinh lai tiép bang DCM dé
thu dugc propionylcholin hydroclorua dudi dang chit bot mau tring. Hidu suat: 92%,
"H NMR (500 MHz, D,0)8(ppm): 0,96(3H, t, ] = 7,8 Hz, CHs), 2,32(2H, q, ] = 7,5 Hz,
CH,), 3,08(9H, s, CH3), 3,60Q2H, t, J =2,5 Hz, CH,), 4,42(2H, t, J = 2,3 Hz, CH,)

Téng hop butyrylcholin
Cdng thtc 2
}
o- n-Butyryl clorua, DIPEA or | -
Nl — N . )
S ™ en 20 0°C PN N @

Téng hop butyrylcholin: Hoa tan cholin hydroclorua (0,42g, 3,0mmol) trong DMF
(6,0mL), sau do bd sung butyryl clorua (0,62g, 6,0mmol) va DIPEA (0,78g, 4,5mmol)
vao va d& mau dat t6i nhiét d6 phong tir 0°C va cho phéan ung trong 1 gio. Sau khi
hoan thanh phan tmg, DMF dugc chung cht ra, va san phim duoc két tha bing
DCM-etyl axetat (1:1). Chét két tha dugc két tinh lai bang DCM-etyl axetat (5:1) va
dugc két tinh lai tiép bing DCM dé thu duoc butyrylcholin hydroclorua dudi dang
chét bot mau tréng. Hiéu sudt: 89%, "H NMR(500 MHz, D,0)8(ppm): 0,78(3H, t,J =
7,5 Hz, CH;), 1,492H, 6, J = 7,5 Hz, CH,), 2,29 (2H, t,J=7,5 Hz, CHy), 3,08(9H, s,
CH,), 3,60(2H, t, 1 =2,3 Hz, CH,) , 4,43(2H, t,J=2,3 Hz, CH,)

Céac dong vat thi nghiém duoc st dung

Céc thtr nghiém trén dong vat dugc thyuc hién theo hudng dan thir nghiém trén
dong vat cua Dai hoc Shinshu. Trong nghién ciu nay, nhitng con chuét duc tir 10-13
tudn tudi bi tang huyét 4p tw phat (SHR/NCrlCrlj, Charles River Laboratories Japan,
Yokohama) duge str dung 1am dong vét thi nghi¢ém. Chudt SHR duoc gy giéng trong
c4c 10ng riéng r& trong phong gy gibng dugc kiém soat voi chu ky sang t6i 12 gidr va

nhiét d6 phong biang 22-23°C. Trong khi gdy gidng thich nghi, ché d6 an udng tidu
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chudn ctia chudt (MF; Charles River Laboratories) va nudc médy duge cung cép tu do.
Chuot SHR 1a mot chiing chudt duge phén tach vao nim 1963 béng su lua chon giao
phdi v&i chudt Wistar-Kyoto duge gy gidng trong trung tim thtr nghiém dong vat cua
dai hoc Kyoto. Chung duoc goi 1a chudt bi tdng huyét 4p tu phét hay chudt bi ting
huyét 4p vé ban chét; trong khi huyét ap tdm thu cta chudt Wistar-Kyoto tich biét vé
bén me bing xap xi 135mmHg d6i vé6i con duc truéng thanh va xép xi 132mmHg dbi
véi con cai trudng thanh, huyét 4p ctia hau hét tAt ca chudt SHR trd thanh 150 mmHg
hodic cao hon sau 2 thang ké tir khi sinh, va hiu hét dat t6i gid tri toi da luc 4-5 thang,
v6i nhidu gid tri trong khoang 180-210mmHg. No6i chung, 1a mot dong vat mo hinh vé
su tang huyét 4p vé ban chit ma dugc cho la chiém xdp xi 90% su ting huyét ap &
nguoi, chugt SHR duge sir dung dé 1am sang t6 cac tic dung duoc ly va céc chiic nang

cta thuc pham, va co ché cua su ting huyét ap.

Thir nghiém do stc cing dang trudong trong cdc mach mau st dung cac chat chira cac

thanh phan lam giin mach cua kiéu mach 1€n men

Pong mach cht nguc st dung dé thi nghiém dugc 1§y ra khoi chuot duc SHR
10-12 tudn tudi; sau khi loai bd cac mo lién két, né duoc cat thanh chiéu dai 2-3 mm
dé tao ra cac mau hinh vong tron. Cdc mau hinh vong tron tao thanh dugc gin vao mot
xe buyt by phan co thé duogc nap dﬁy dung dich Krebs ¢ nhiét d6 37°C (119mM
NaCl/4,7 mM KCI/1,1 mM KH,PO,/1,2 mMmgSO,/25 mM NaHCO;, pH 7,4) trong
d6 hdn hop khi chtra 95% 0,-5% CO, dugc lam théng, sau d6 suc cang tinh cua 1,5g
duoc ap dung (UFER UC-05A; Iwashiya Kishimoto Ika Sangyo K.K., Kyoto). Stic
cing mach mau duge do bing bd chuyén d6i UFER UM-203 (Iwashiya Kishimoto Ika
Sangyo K.K.). Sau khi 1 60 phut tir khi géin, cac mau hinh vong tron duge lam co lai
st dung chit co mach phenylephrin (ndng do cubi cung bang 0,30pM). B& sung
axetylcholin c6 san thuong mai, 12 mot chét 1am gin mach phu thudc vao 16p ndi mac

(ndng do cudi cuing bang 100uM) vao cac mau vong tron di co lai, va sw c6 mat/ving
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mit ctia no6i mac mach mau duge xac dinh boi su ¢o mét/véng mit ctia tac dung gidn
mach. Sau do, cac mau vong tron duge rua béng dung dich Krebs dé loai bo thudc,
duoc U & stc cing tinh trong 10 phut, va duoc lam co lai 1An nira bang 0,30uM
phenylephrin. Sau khi qué trinh nay dugc ldp lai hai lan, bd sung tiép 0,30pM
phenylephrin vao d& dam béao rang su co thit dat dén mc t6i da, sau d6 mdi miu da
hoa tan trong dung dich dugc bd sung vao theo cach liy ké sao cho ndng do cudi cling
ctané 1a 107, 10%, 107, 107, 10%°, 10, 107, va 10" M. Tac dung gian mach (ti 18
gidn, %) dugc biéu thi bing cach st dung stc cang mach mau khi co thit bing
phenylephrin la mot tham khao. Két qua v& thir nghiém stic cing dang truong trong
cdc mach méu ddi vai axetylcholin, propionylcholin, va butyrylcholin dé tinh ché

duoc chi ra trong Fig. 6.

Axetylcholin da tinh ché cho théy ti 1§ gifn bing 1,52% khi bé sung 107 M,
va sau d6 cho thdy phan tng gidn phu thude vao liéu luong 1én dén 10 M, sau d6 co
su co thit nhe & nhiing ndng do cao hon. Ti 1& gifin t6i da 1a 89,9% khi bd sung 10 M,
xdac dinh sy gidn lon & liéu luong thép. ECs bé‘mg 2,72 x 10% M. Ngoai ra,
propionylcholin da tinh ché cho thiy phan tmg gidn tur 107 M, va ti 18 gian ti da bang
95.2% & 10 M, va ECs, bing 2,27 x 10" M. Trong khi do, butyrylcholin dé tinh ché
cho théy ti 1& gidn bang 7,14% khi bd sung 10 M, chi ra tac dung gian yéu so véi
axetylcholin va propionylcholin. Axetylcholin ¢6 san thuong mai va propionylcholin
va butyrylcholin téng hop cling cho thdy tic dung gifin mach tuong tu. Céc két qua
trén cho théy ring axetylcholin va propionylcholin duoc tich va tinh ché tir kidu mach

1én men ¢ tac dung gidn mach rat manh.

Thir nghiém dung qua duong miéng duy nhAt cic hop chét chtra cac thanh phin 1am

oiin mach cua kiéu mach 1én men

Thir nghiém dung qua dudng miéng duy nhit duoc thue hién bang cach st
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dung chudt duc SHR 12 tuén tubi v6i trong lugng co thé nim trong khoang 280-320g.
Sau khi duoc gay gidng thich nghi trong 1 tudn, chudt dugc cho nhin doi trong 12 gid,
va mot mau duge dua cho chudt dung bang dudng ubng duy nhat. Mau dugc dung
duoc hoa tan trong nude tinh khiét, va bing dudng ubng duy nhét véi lidu luong bang
10" mol/kg (trong lugng co thé) cho mdi 6 con chudt SHR. Cac dung dich mau chira
nude cia axetylcholin, propionylcholin va butyrylcholin da tinh ché co tinh axit, véi
d6 pH bing 4,7, 4,3, va 4,4, tuong (mg. Nudc tinh khiét duoc cho dung v6i nhém déi
chimg. Su thay ddi vé huyét 4p tAm thu va huyét 4p tam truong dugc do bing dung cu
do huyét 4p khong xam 14n Softron BP-98A (Softron Co., Ltd., Tokyo) béng phuong
phép budc vao cb tay, trude khi dung va sau khi dung 3, 6, 9, va 24 gio. Két qua thir
nghi¢ém cho dung duodng ubng duy nhit ctia axetylcholin, propionylcholin va

butyrylcholin da tinh ché dugc chi ra trong Fig. 7.

Két qua 13, trong nhém cho dung axetylcholin, téc dung ha huyét 4p tam thu
dang ké duoc tao ra sau 9 gio dung thude (p <0,01) so v6i nhém dbi chung, va tac
dung gidn mach t6i da & thoi diém nay la 24,7 mmHg. Ngoai ra, trong nhém cho ding
propionylcholin, sy giam dang ké huyét 4p tAm thu bang t6i da 8,05 mmHg (p <0,05)
quan sat duge sau 9 gio dung thude. mat khéc, trong nhém cho dung butyrylcholin,
khong quan sat thiy su giam déng k& huyét &p & lidu luong 10" mol/kg. Axetylcholin
c6 san thuong mai va propionylcholin va butyrylcholin téng hop cling cho thdy tac
dung ha huyét 4p tuong tu.

Vidu 5

Téch va tinh ché lactylcholin va levulinylcholin

Theo phuong phap duge md ta trong vi du 3, lactylcholin dugc xé4c dinh 12 san

pham tu nhién doi véi lan dau tién.

Phd khdi luong cta lactylcholin bing phép phén tich LC-MS dugc chi ra
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trong Fig. 8-1, va phd khdi luong cua lactylcholin bang phép phén tich LC-MS/MS

dugc chi ra trong Fig. §-2.

Hon nita, levulinylcholin dugebiéu dién béi cong thic (3) dudi day, duge cho

1a mot hop chit moi, dd duoc tach va tinh ché.

Cong thtrc 3

Phd khéi lwong cta levulinylcholin bang phép phan tich LC-MS duoc chi ra
trong Fig. 9-1, va phé khdi lwong ctia levulinylcholin bang phép phan tich LC-MS/MS

dugce chi ra trong Fig. 9-2.

Phan tich LC-MS/MS cac hop chit alkylamoni béc bdn trong kiéu mach 1én men va

trong cac thuc pham 1én men khac

Cac hop chit alkylamoni chutra trong kiéu mach 1én men, giém den, stta chua,
va Ruou sake Nhat Ban duoc dua vao phan tich LC-MS. MOi chit dong khd duge can
trong mot khéi (1g kidu mach 1én men, 10g mdi chat gidm den, sita chua, ddu nanh l1én
men ctia Nhat va Ruou sake Nhat Ban) va 1mg carbachol dugc bd sung nhu 1a chét
chuin noi. BS sung 30mL axeton va khuit trong phut, va chét ndi trén mat duoc thu
hdi vao mot éng ly tim thé tich S0mL va duoc quay ly tam (4°C, 1811g, 10 phut) d&
thu chat ndi trén mat. BS sung tiép 30mL axeton vao phan con lai va khudy, quay ly
tam, va thu hdi chét ndi trén mat; cong viéc nay duoc 1dp di 1ap lai nhiéu hon ba lan dé
thu dich chiét axeton. Dich chiét axeton duge cd dic trong chén khong, dong kho lanh

va hoa tan trong nude tinh khiét (2,5mL), va duoc dua vao chiét pha rin st dung c6t
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chiét pha ran (GL Science InertSep® PH, 5g). Trong qua trinh chiét pha rén, dau tién,
cOt duoc hoat hoa béng metanol (30mL), duoc rua béng nude chira 0,01% axit formic
(30mL), va duoc can bang béng nudc tinh khiét (30mL), sau d6 bd sung mau vao. Céc
tap chét duoc loai bd bang nudc tinh khiét (30mL), va qué trinh rira gidi dugc thuc
hién bang nude chira 0,01% axit formic (30mL) dé thu duoc dich chiét pha rin chira
céc hop chat alkylamoni bac bén. Dich chiét pha rin dugc ¢ dic trong chan khong,
dong kho, va hoa tan trong dung mdi phén tich (nudc chira 0,01% axit formic-33%
metanol, 1mL) va duoc dua vao phén tich LC-MS. Viée dinh lugng céc hop chét duoc
thue hién bang cach dinh 16 ti 1& khéi luong-dién tich cta cac hop chét alkylamoni bac
bén duoc xac dinh trong kiéu mach 1én men theo cach thirc kiém soat ion don 1&
(SIM). Céc ti 1& khdi lugng-dién tich duoc xac dinh ddi véi cac hop chét nhu sau:
axetylcholin: 146,1, propionylcholin: 160,1, butyrylcholin: 174,2, lactylcholin: 176,1,
levulinylcholin: 202,1, phosphocholin: 184,1, carnitin: 162,1, metyl carnitin: 176,1,
trimetylglyxin: 118,1, metyl trimetylglyxin: 132,1, etyl trimetylglyxin: 146,1,
propionyl trimetylglyxin: 160,1. Céc diéu kién phan tich khac twong tw nhu phép phan
tich LC-MS duoc dé cp & trén cia cic thinh phan lam gidn mach cia kiéu mach 1én
men. Bang 2 cho thiy két qua dinh lwong cic hop chit alkylamoni bac bon. Ham
lugng cua mdi hop chit da duoc hiéu chinh theo su hao hut vat chét trong qua trinh
tinh ché bang cach st dung cac két qua dinh luong clia chit chuén ndi, va duoc biéu
thi bang duong luong axetylcholin ctia ham Iuong hop chat alkylamoni bac bén trong

100g trong luong tuoi (100g FW).
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Béang 2. Két qua dinh luong cac hop chat alkylamoni bdc bén trong thuc phdm 1én

men (duong luong axetylcholin pg/100g trong luong twoi)

Céc hop chét | Kiéu mach | Gidm den | Stta chua | Dau Ruou sake
alkylamoni bac bdn lén men nanh [én | Nhat Ban
men cua
Nhat
Axetylcholin 295,8 11,8 5,8 1,1 41,7
Propionylcholin 4579 27,3 1576,5 95,2 134,0
Butyrylcholin 94 4 24,1 N.D. 66.4 16,8
Lactylcholin 37,3 10,7 10,5 37,5 7,5
Levulinylcholin 31,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Phosphocholin 16,1 9,7 11,7 11,7 2,7
Carnitin 164,1 10,8 127,0 21,7 9,8
Metyl carnitin 9,4 N.D. 3,2 39,0 12,2
Trimetylglyxin 23,8 30,8 98,6 3447,8 13,9
Metyl trimetylglyxin | 76,1 30,8 3,5 12622,1 | 20,7
Etyl trimetylglyxin 147,7 6,78 3,1 33,2 48,2
Propionyl 2174 N.D. 4,2 88,1 N.D.
trimetylglyxin

ND: khong phat hién dugce (dudi gidi han phat hién)

Kha ning ap dung trong cong nghiép

Dich chiét thuc pham 1én mém cua sang ché c6 tdc dung gidn mach déng ké;
bang viéc bao gom dich chiét nay lam hoat chat, c6 thé dé san xuat cdc thuc pham

churc ndng hodc duogc phém diéu tri bénh cao huyét ap, v.v.
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Yéu cau bao hg

1. Phuong phap san xuat ché phidm dich chiét tur thuc pham 1én men bao gdm
phan dich chiét chua it nhit axetylcholin, va propionylcholin va/hodc lactylcholin,
dugc déc trung & chd phuong phép bao gom cac bude sau:

(1) chit dong khé hozc chét ¢d dic cua thuc phém lén men duoc chon tir nhém gém
kiéu mach gidm den, stia chua, ddu nanh 1én men ctia Nhat va ruou sake Nhat Ban
duoe 1én men duoc tao huyén phti trong etanol hodc axeton, duogc khuéy bﬁng cach lac,
sau d6 dugc quay ly tAm dé thu chét ndi trén mat, chat nay sau dé duoc cd dac trong
chan khong (budce 1),

(2) chét c¢o dac trong chan khong duoc rua giai bang cach sir dung cot chiét pha rén
duoc nap day chat mang ma nhém phenyl duoe lién két vao dé, véi dung moi rira giai
la nudc chira axit (budc 2),

(3) dung dich rra giai duogc cét phén doan va tinh ché su dung mot cdt (cot PFP) duoc
nap ddy chit mang ma nhém pentaflophenyl dugc lién két vao do, véi pha dong la
nude chira methanol ¢é tinh axit (bude 3),

(4) do pH cta phan doan da tinh ché néu trén duoc diéu chinh trong khoang tur 4.0 dén

7.0 (budc 4).

2. Phuong phép san xuét theo diém 1, duoc dac trung & chd:

(1) trong budce 2. cot chiét pha ran (GL Science InertSep® PH) duoc su dung lam cot
chiét pha ran, va nude chira 0,01% axit formic duoe stir dung lam dung moi ria giai,
(2) trong budce 3, cot PFP (YMC-Triart PFP) duoc st dung lam c6t pha dao, va nudce

chtra 0,01% axit formic-33% metanol dugc st dung lam pha déng.
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 6. Két qua thir nghiém do strc cdng dang trwdng trong cac mach mau
str dung cac hop chat cholin da xac dinh

Fig. 7
Sw thay déi huyét ap tam thu
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S
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Fig. 7. Suw thay déi huyét ap tdm thu sau khi dung cac hop chét
cholin da xac dinh
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Fig. 8-1
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Fig. 8-1. Phd LC-MS cda lactylcholin

Fig. 8-2
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Fig. 8-2. Phd LC-MS/MS cua lactylcholin
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Fig. 9-1
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Fig. 9-1. Phd LC-MS cda levulinylcholin

Fig. 9-2
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Fig. 9-2. Phé LC-MS/MS cia levulinylcholin
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