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Linh vyc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén dugc phém chira cac curcuminoid 1am hoat chét ¢c6 tac dung tri
liéu ma cho thiy kha dung sinh hoc duogc cai thién khi udng. Pic biét hon, cac hat
curcuminoid lo Iing trong dugc pham dugc bao ché & kich & nano dé tang cuong kha ning
hap thu ciia chiing va nhd d6 do sinh kha dung & d6i teong con ngudi dugc cai thién khi st
dung dugc pham duge mo ta. Ngoai ra, sing ché ciing dé xuét phuong phép tao ra hodc san

xuat dugc pham dugce mo ta co chira curcuminoid ¢ kich ¢ nano.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc curcuminoid 1a cac hop chét polyphenol tao nén mau vang cta cay Nghé. Cac
curcuminoid néi chung bao gdm curcumin (curcumin I), dimetoxy curcumin (curcumin II),
bis-demetoxycurcumin (curcumin IIT) déng mot vai tro quan trong trong ciy Nghé nhu céac
chét hoat tinh sinh hoc. Nhiing chét curcuminoid nay da duoc biét 1a c6 tac dung diéu tri
hitu ich dbi véi mot sb bénh & ngudi. Dic biét, cic curcuminoid dugc bdo cao la c6 kha
ning chéng viém, chéng oxy hoa, chéng khéi u,.v.v.. Trong mot s nghién ctru, céac
curcuminoid ciing cho thiy hiéu qua chéng lai bénh Alzheimer va cac rdi loan lién quan
dén duong tidu héa. Vi dy, bang sang ché Hoa Ky s6 US5861415 mo td phuong phap phan
1ap céc curcuminoid va st dung cac curcuminoid dugc phén lap lam chét bao vé sinh hoc
dé ngan chin céc gbc tur do gay hai cho cac md. Cac curcuminoid d tinh ché thu dugc bang
cach két tinh trong qué trinh didu ché chat bao vé sinh hoc da dugc mo ta. bang sang ché
Hoa Ky s6 9192644 boc 10 ché pham chua céc curcuminoid v6i kha dung sinh hoc nang
cao dé diéu tri bénh Alzheimer va cac r6i loan lién quan dén tudi tac khac. Ché phém duoc
boc 16 bao gdbm chét chéng oxy héa véi luong vira du dé tranh thity phan curcuminoid ngoai
chit mang hoa tan trong nudc. Tuy ¥, ché phdm c6 thé chtra chét &rc ché glucuronid hoa.
Céc cach st dung khéc ciia curcuminoid nhu chit tao mau tu nhién c6 thé duoc tim théy~

trong don yéu cAu cAp bang doc quyén sang ché Hoa Ky s6 09/935684.
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Mic du cac curcuminoid c6 hi€u qua didu tri tuyét voi, viée trién khai thuc té cua
chung lam thudc va/hodic chat bd sung cham soc strc khoe da bi céan trd rat nhiéu do kha
ning hoa tan trong nudc kém do d6 do sinh kha dung & ngudi kém. Vi vay, nhiéu nd lyc da
duoc thuc hién trong cdc nghién clru nham tim céch ting cuong kha ning hoa tan trong
nuée cia cac curcuminoid. Cac cai tién thuong tap trung vao viéc két hop cac curcuminoid
v6i chit mang hodc hé théng phan phéi thich hop, diéu chinh cac hop chit curcuminoid vé
mit hoa hoc hodc giam kich thude cua cac curcuminoid trong mot cong thirc duge pham
nhét dinh. Vi du, Bansal va cic cOng su. dé xudt ché phém chira cac curcuminoid khac ¢o
kha nang tu nhil hoa 1am phat sinh céc hat nano curcuminoid c6 kich thudc dudi 200nm
Pon dang ky sang ché qudc té s6 PCT/IB2009/005154. Thanh phin ctia don dang ky sang
ché qudc té nay st dung hé thdng chat mang lipid co can bang wa nue-ua béo trong khoang
tir 3 dén 14 dé cung cap ché phdm mong mudn. Tuong tw nhu vay, Setthacheewakul va cac
cong su dua ra mdt cong thirc tw nhii hoa khéc ciia céc curcuminoid trong 4n pham nghién
ciru cua ho, trong d6 tuyén b ring céac hat curcuminoid & dang 16ng va dang vién ctia cOng
thic c6 thé dat t6i kich thuéc twong Gng 1a 25,8 - 28,8nm va 29,6 - 32,8nm. Nghién ctru
sau hon duoc xult ban béi Yan va cac cong sy md ta hé thdng phan phéi thudc tu nhii héa
khac cho céc hat curcumin da dugc bao cao 14 ¢6 kich thude hat khoang 143nm. Co thé
thiy nd lyc tuong tu trong 4n pham ctia Y. Feng va J. Shao lién quan dén hé théng phan
phdi thudc tu nhil héa 16ng cho curcumin bang cch sir dung hdn hop céc chét nhii hoa c6
Capmul PG-8NF va Captex 200P v6i ty 1€ trong lugng 1a 1: 1. Piéu quan trong can luu y
13 hau hét cac duoc phém lién quan dén cac curcuminoid duoc bdc 10 trong cac diéu kién
k§ thuat trude noi trén dudong nhu ¢6 nhidu cai tién hon, dic biét 1 bang cach giam kich
thuGe cac hat curcuminoid hon nita @8 tang kha ning hoa tan va sinh kha dung trong hé
phéan phéi thude.

Bin chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich cla sang ché 1a d& xuit duge phém chtra it nhit mdt hoat chét duoc ciu
phan tir cac curcuminoid hodc hon hop cua cac curcumin. Dugc phém theo sang ché c6 dd
sinh kha dung cao d6i v6i cac curcuminoid nho d6 mang lai hi¢u qua didu tri tét hon cho

doi twgng con nguoi.
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Muc dich khac cua sang ché 1a hudng t6i dé xuit duoc phdm chira cac hat nano
curcuminoid & kich ¢& nam trong khoang tir 18 dén 20nm. Tt hon 13, it nhit mot nira cua
céc curcuminoid dugc tao huyén phu trong dwoc phim theo sang ché c6 kich c& khong vuot
qua 19nm. Kich ¢& hat cyc ky nho cta cac curcuminoid dugc bao ché trong duoc phém
theo sdng ché cho phép do hoa tan va sinh khé dung t&t hon khi ubng boi dbi tuong con
nguoi.

Muc dich khac cua sang ché lién quan dén dugce phdm trong do cac hoat chét, cac
curcuminoid & dang céc hat nano, la 4n dinh tham chi khi bi tiép xac véi moi truong o do

axit cao.

Mot muc dich khac cia sang ché 1a phuong phap bao ché duogc phim chira cac hat
nano ctia cac curcuminoid hoic hdn hop cia cac curcumin khac nhau dé 1am hoat chat c6
tac dung diéu tri bénh. Dugc phim thu duge tir phuong phap theo sang ché c6 do tan va do

sinh kha dung t&t nho kich ¢ hat trong d6i nho, khoang 19nm, cla cac curcuminoid.

Muc dich khac ctia phuong phap theo sang ché 12 nham s dung cac dung mdi co
doc tinh tuwong d6i thap cho qua trinh chiét cac curcuminoid tir cdy nghé va qua trinh tinh

ché cac curcuminoid chiét xuat duge khi so sanh véi cac tinh trang k§ thuat.

it nhat mot trong cac myc dich néu trén dap tng, trong toan bd hodc mot ph?m, voi
ban mo ta sang ché nay, trong d6 mot trong cac phuong 4n di kém v6i duge pham chira hdn
hop bao gdm 0,5 — 10% trong lugng cia cac curcuminoid duoc tinh ché; 1 — 35% trong
lugng cua pha dau; 20 — 35% trong luong cua ddng dung moi; va 20 — 80% trong luong
ctia chét hoat dong bé mit, trong d6 cic curcuminoid duogc tinh ché c6 duogc béng cach cho
céc curcuminoid thd tac dung véi paraffin va iso-propanol. Cu thé hon, cac curcuminoid
thu dugc bang cach hoa tan dich chiét phan cuc cta bt nghé voi hon hop dung moi chira
paraffin va iso-propanol tiép d6 loc dé tao ra dich loc va lam két tinh dich loc nay détaora
céc tinh thé chta cac curcuminoid dugc tinh ché sau d6 1am kho tinh thé nay dé thu dwoc

cic curcuminoid duge tinh ché c¢6 dd chuan hoa 95%.

Dbi v6i mot vai phuong én, cac curcuminoid dugc tinh ché trong hdn hgp c6 kich
¢& trung binh khoang 19nm. Ngoai ra, it nhAt mot nta cia cac hat hodc cac curcuminoid
duoc mang trong dugc phém nay c6 kich c& khong vuot qua 19 nm.
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DPbi véi cac phuong an khéc, dugc phim chira hdn hop bao gdm 0,5 — 10% trong
luong cua céc curcuminoid duoc tinh ché; 1 — 35% trong lugng cua pha dau; 20 — 30%

trong Iugng cua déng dung moi; va 20 — 80% trong luong cia chit hoat dong bé mit.

Trong mot sb phuong an, dich chiét phén cuc thu dugc béng cach chiét bot kho cua
nghé vdi dung mdi chiét hiru co phan cyc sit dung phuong phap chiét ngam tiép do tach

dung moi chiét tir bot va co6 dung moi chiét @8 tao ra dich chiét phan cuec.

D&i v6i mot vai phuong 4n, dich chiét phan cyuc cua bot nghé thu duoc b%lng cach

chiét bot nghé khod bang ruou st dung qua trinh chiét ngam.

Trong mot cac phuong 4n khéc, cac curcuminoid duoc tinh ché chira curcumin I,

curcumin II va curcumin III véi ty 1€ trong lugng 1a 80 dén 85:10 d&n15:1 dén 5.

Trong mét so phuong an, pha dau 12 pha dau bét ky trong s& hodc td hop cua dau

diu lanh, dau thiu dau, d-alpha tocophenol, va dau huéng duong.

Tuong tu, ddng dung moi 1a dung moi bét ky trong sb hoac td hop cuia propylen

glycol, polyetylen glycol 600, glyxerin va sorbitol trong mdt sd phuong an.

DPébi véi mot s6 phuong an, chit hoat dong bé mit trong dugc phém theo sang ché 1a
chit hoat dong bé mit bat ky trong s6 hoic td hop clia dau thiu dau polyoxyl 40 dugc hydro
hoéa, dau thau dau polyoxyl 35 duge hydro hoa, polysorbat 80, va poloxamer 407.

Khia canh khac cia sang ché dé cap dén phuong phap san xuht dugc phdm chira cac
hat nano curcuminoid. Phuong phép nay thuong bao gdm cac budc tao ra bot ngh¢ dugce
tan kho; cho bot nay tac dung véi dung moi chiét hitu co phan cuc str dung phuong phap
chiét ngam; thu dich chiét phan cuc cta bot tir dung moi chiét d3 tac dung; tinh ché dich
chiét phan cyc dé thu dugc cac curcuminoid dugce tinh ché; trén cac curcuminoid duge tinh
ché nay véi pha dAu, ddng dung mdi, va chét hoat dong bé mat véi ty 16 trong lugng 1a 4-8:
20-35: 20-35: 40-50 d& tao ra duoc phim. Céc curcuminoid trong dugc phim dugc tao ra
¢6 kich ¢& trung binh khoang 19nm.

Theo mdt sd phuong an cua phuwong phap theo sang ché, bugc tinh ché bao gbm viéc
hoa tan dich chiét phan cuc v6i hén hop dung moi chtra paraffin va iso-propanol tiép d6 loc
dé tao ra dich loc va lam két tinh dich loc nay dé tao ra céc tinh thé chira cac curcuminoid
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duge tinh ché sau d6 1am kho tinh thé nay dé thu dugc cdc curcuminoid duge tinh ché ¢co

d6 chuén héa 95%.

D&i v6i cac phuong an khac ctia phuong phéap duoc dé cap, dich chiét phan cuc thu
duoc bing cach cd dung moi chiét d3 phan tng.

Van dbi véi mot s phuong én, dung mdi chiét hitu co phan cuc 1a rugu, este, hodc
t8 hop bat ky c6 dugc tir chung.

Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 théhién chu triic héa hoc ctia céc cau phan curcuminoid khac nhau dugc mang
trong cAc phuong an cua dugc phim dugc bdc 19;

Fig. 2 1a so dd mo ta cac budc duoc thuc hién trong mot s6 phwong 4n ciia phuong
phap theo sang ché trong viéc bao ché duge phim chira cac curcuminoid véi kich ¢& cac
hat mong mudn dé nang cao do sinh kha dung;

Fig. 3 thé hién hinh anh cta kinh hién vi dién t& truyén qua & cac do phong dai khac
nhau trong d6 (a) 1a & 2500X, (b) 1a & 4000X va (¢) 1a & 6000X;

Fig. 4 1a bidu dd thé hién su phan b6 kich c& cac hat theo mot phuong an cua ché
phim theo sang ché;

Fig. 5(a) 1a bidu dd sic khi HPLC ddi vé6i viéc phan tich trén phwong an cia duogc
pham dugc chi ra trong Fig. 4;

Fig. 5(b) 12 bidu db séc khi HPLC dbi v6i viée phén tich trén mAu dung dich hoa tan
duoc mo ta trong vi du 4.

M& ta chi tiét sang ché

Sang ché c6 thé dwge thé hién dudi cdc hinh thie cu thé khac ma khong khac voi
cAu tric, phuwong phéap hodc cac dac diém thiét yéu khéc ctia né nhu dugc mé ta rong & day
va dugc yéu cAu bao hd sau day. Cac phuong an dugc md ta chi duoc coi 1a minh hoa, va
khong han ché vé& moi mit. Do d6, pham vi cua sang ché duoc chi ra boi cac yéu ciu bao
ho kém theo, thay vi md ta & trén. Tt ca cac thay ddi di kém v6iy nghia va pham vi tuong

duong cia cic diem yéu cau bao ho s€ duge bao gom trong pham vi cta chung.
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Trir khi duge chi ra cu thé khéac di, thuat ngit “chira” va “bao gom” dugc sit dung
trong ban md ta ndy, va cac bien the vé mat ngir phép ctia chung, nham thé hién ngdn ngit
"md" hozic "bao ham" sao cho chiing bao gom céc yeu to duoc doc lai nhung cling cho phép

bao gdm cac yéu to bo sung, chua duge doc lai.

Nhu duge st dung trong sang ché, cac thuat ngir “xép xi” hodc "khoang", trong noi
dung vé cac néng do cua cac thanh phﬁn, diéu kién, céc tri s do khac,.v.v., c6 nghia la +/-
5% ctia tri s& da néu, hodc +/- 4% cuia tri s da néu, hodc +/- 3% cua tri s da néu, hoic +/-
2% ctia tri s6 dd néu, hodc +/- 1% cua tri sb da néu, hoic +/- 0,5% cua tri s da néu, hoic

+/- 0% cua tri sO da néu.

Mot khia canh ctiia sang ché dé cap dén dugc phém c6 kha nang c6 tac dung diéu tri
chéng lai mdt hodc nhiéu tinh trang bénh da biét trong linh vyc k¥ thuat ma co thé didu tri
duoc béng cac curcuminoid. Nhu da néu, dugc phém dugc mo ta cod thé duoc bao ché bi“mg
phuong phép lam cho cac curcuminoid ndy dugc mang hodc dugc tao huyén phu trong
duogc phém ¢6 kich ¢& hat cuc ky nhd. Kich ¢ hat duoc lam giam gia tang kha nang hoa
tan va sinh kha dung cua cc curcuminoid khi dugc dung boi d6i tuong 12 ngudi. Trong
mot s6 phuong an, dugc phdm nay ¢ hén hop ma thudng chira 4%— 8% trong luong cua
cac curcuminoid dugce tinh ché; 20— 35% trong luong cua pha diu; 25 — 35% trong lugng
cua déng dung mdi; va 40% — 50% trong luong cua chét hoat dong bé miit. T6t hon 13, céc
curcuminoid duoc tinh ché trong hdn hop ¢6 kich ¢ trung binh khoang 19nm. Ngoai ra it
nhéit mot ntra cac curcuminoid trong dugc pham 14 khoang 19-20nm hodc thap hon dé dat

duoc kha ning hoa tan va sinh kha dung tdt.

Theo mdt vai phuong an dugc uu tién, cac curcuminoid da tinh ché dugc st dung
trong dugc phim duge néu co dugc bang cach tinh ché dich chiét phan cuc ctia nghé c6 cic
curcuminoid thd véi paraffin va iso-propanol @ ma céc curcuminoid da tinh ché c6 dugce
la ly tudng dbi voi qua trinh bao ché tiép theo ctia dugc pham nay. Qua trinh tinh ché dich
chiét phan cuc ciia ngh¢ dugc thuc hién béng cach két tinh dich chiét phan cuc, tdt hon 1a
& dang bot ndng do cao, dugc hoa tan trong paraffin va isopropanol dé loai bo cac tap chét
bét ky khong mong mudn. Cu thé hon, nghé hogc dich chiét phan cyc chira cac curcuminoid

thd duoc hoa tan vao trong cac dung moi tinh ché ¢6 nguodn goc tir viée tron 14n sé&p paraffin
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va iso-propanol. Dich chiét phan cuc duoc hoa tan vao trong sap paraffin va iso-propanol
& ty 1€ trong luong 1a 10: 1: 4. Pé 1am dé dang cho su hoa tan cla chiét phém nghé, hon
hop cua chiét phdm nghé va dung méi tinh ché ¢c6 thé duge xtt 1y véi viée khudy lién tuc
trong 5 dén 60 phuit. Tiép d6, hdn hop duge dé yén trong 3 dén 24 gid dé hoan thanh qua
trinh hoa tan bao gdm qua trinh két tia cua cac hat khong hoa tan duge trude khi dugce xir
ly v6i quy trinh loc dé thu duoc dich loc. Dich loc thu dugc tiép d6 dugc tao diéu kién dbi
véi qua trinh két tinh tao ra cac tinh thé chira cac curcuminoid da tinh ché hitu dung dbi véi
qua trinh bao ché dugc phém da néu nay. Tinh thé tao ra dugc dugc 1am kho thém & 70°C
dé thu dugc cac curcuminoid duge tinh ché c6 @6 chuin héa 95%. Thém vao d6, trong mot
) phuong an, dich chiét phéan cuc hodc chiét phém nghé chtra cac curcuminoid dugc Gng
dung trong sang ché nay tét hon 1a c6 duge tur chiét bot nghé kho véi dung méi chiét hiru
co phan cuc st dung phuong phap chiét ngdm sau d6 tach dung moi chiét tir bot duoc chiét
va ¢0 dung moi chiét dé cudi cung thu dugc dich chiét phan cuc. Rugu chang han nhu
etanol, ester nhu etyl axetat hodc t6 hop bét ky ctia chiing ¢6 thé duoc st dung dé 1am dung
mdi chiét phan cuc. Dbi vé6i cac phuong an khac, bot nghé da lam kho c6 thé duge xir 1y tur
ci nghé twoi duge thu hoach tir canh ddng sau d6 lam kho cu dén d6 Am mong mudn va
nghién ct da lam khd thanh bt tao didu kién cho hiéu qua chiét thong qua phwong phap

chiét ngAm. Tt hon 13, bot cdy nghé nay c6 kich c& nam trong khoang tir 0,5mm dén 2mm.

DPdi véi mot sb phuong 4n, cac curcuminoid da tinh ché dugc mang hodc dugce tao
huyén phti trong duge pham duge mo ta bao gbdm curcumin I, curcumin II va curcumin III.
Tét hon nita, curcumin I, curcumin II va curcumin III véi ty 1€ trong luong 1a 80 dén 85 :
10 dén 15 : 1 dén 5 dé phuc vu céc loi ich diéu tri mong mudn. Didu quan trong can luu y
1a ty 18 trong lugng cua mdi curcuminoid trong ché pham c6 thé dugc stra d6i cho phu hop

dé dat dugc két qua diéu trj Iy tudng.

Theo mot vai phuong an, pha diu ctia dugc phdm theo séng ché ¢6 thé 1a pha dau
bat ky trong s hoic t6 hop bit ky cta dAu dau lanh, diu thdu dau, d-alpha tocophenol, va
dau huéng duong. Pha dau 1am dé dang cho viéc tao huyén phu c4c hoat chét curcuminoid
trong nhii tuong duoc tao thanh trong hdn hop cua duogc phim. Trong cdc phwong 4n duge
uu tién hon, pha diu 1a c6 ngudn gde tu nhién, dic biét 1a trén co s¢ thyc vat dé dam bao

do an toan st dung duoc pham theo séng ché tt hon.
7
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Pé 1am viée tdt hon véi pha dau trong viéc dat duogc kich ¢ mong mubn, chét hoat
dong bé mit duoc st dung 12 chét hoat dong bé mit bét ky trong sb hoic td hop bét ky cta
diu thdu dau polyoxyl 40 dugc hydro hoa, dAu thu dau polyoxyl 35 duoc hydro hoa,
polysorbat 80, va poloxamer 407. Chét hoat dong bé mit 1am 6n dinh nhil twong dugc tao
ra, bdo quan céc curcuminoid ¢ dang hat ¢6 kich thuéc nano duge uu tién, do d6 kéo dai

thoi han sir dung cta dugce pham theo sang ché.

Tuong tu, dong dung mdi la dung moi bét ky trong s& hodc td hop cua propylen
glycol, polyetylen glycol 600, glyxerin va sorbitol. DPbi v6i mot vai phuong éan, ddng dung
mbdi déng vai trd nhu mot td duge c6 kha ning tang cudng tac dung didu tri cua céc

curcuminoid va/hodc 1am 6n dinh nhii twong dugc tao ra clia cac curcuminoid.

Tét hon 13, duge phim theo sang ché 12 ché pham bao ché dang vién nang gel hodc

gel dang long.

Khia canh khéc ctia sang ché 14 di kém voi phuong phap 200 & bao ché dugc phim
chura it nhit cc curcuminoid 8 1am hoat chét dé bat dau hiéu qua didu tri & d6i tuong con
nguoi khi ubng ché phim qua dudng miéng. Phuong phap 200 bao gbm budc tao ra bot
nghé dugce tan kho 202; cho bot nghé tac dung v6i dung moi chiét hitu co phéan cuc st dung
qua trinh chiét ngadm dé hoa tan cc curcuminoid thd vao trong dung moi chiét 203; thu dich
chiét phan cyc tir dung méi chiét da phan Gmg 204; tinh ché dich chiét phan cuc dé thu dugc
c4c curcuminoid dugc tinh ché 205; va tron cac curcuminoid dugc tinh ché nay vé6i pha dau,
ddng dung mdi, va chit hoat dong bé mit véi ty 18 trong luong la 4-8 :20-35:25-35:
40-50 dé tao ra dugc pham 207.

Céc curcuminoid trong dugc pham dugc tao ra c6 kich ¢ trung binh khoang 19nm.

Cu thé hon, bot nghé c6 thé 1a cdy nghé tuoi duoc thu hoach nhu Curcuma
xanthorrhiza 201. Tt hon 13, cac phén thuc vat nhu cu giau curcuminoid dugc thu gom dé
xu ly tiép dé tao ra dugce phém mong mudn. Céc phr?m thuc vat dugc thu gom tot hon 12
dwoc rira bang nudce dé loai bé cac chit ban va tap chét 6 nhiém. Ngoai ra, trong mot cac
phuong an khéc, mot sb ph?m thuc vat bi hong dugc loc loai ra trude khi tién hanh chiét cac
curcuminoid. Tiép do, cac phﬁn thuc vat sach duge 1am kho dé 1am giam ham luong nudc
va do 4m dé tranh bét ky su gidn doan nao dbi voi qua trinh chiét ngdm thanh coéng 202.
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Viéc lam kho c6 thé dugc thuc hién bing céch gia nhiét thong qua b gia nhiét hoge bang
anh néng mat troi. Viée 1am kho thong qua bo gia nhiét cho phép kiém soat t6t hon theo
thoi gian va ham luong nude cudi cung con lai trong cac phén thuc vat dugc lam kho, trong
khi 1am kho bing cach st dung nhiét tir mat troi tiét kiém chi phi hon. Céac phén cay nghé
da 1am kho tét hon 13 dugc 1am giam kich c& thém dé tao diéu kién cho qua trinh chiét cac
curcuminoid thd. Cac phan thuc vat da lam kho dugc nghién thanh bot hodc nghién dén
duong kinh khoang 0,5mm dén 2mm. Tuy ¥, bot ciia cdy nghé da lam kho co thé duoc xtr
ly vGi bude riy dé chon bot & kich ¢& duge dinh trudce cho qua trinh chiét dé ma hiéu qua

cua qua trinh chiét bot nghé duoc nghién tré nén ddng déu hon trong sudt qua trinh chiét.

Trong budc chiét 203 cua bot nghé da 1am kho, dung mdi phén cuc hitu co wa nudc
va/hoic dung mdi hitu co phéan cuc nhu rugu bao gdm etanol, ester bao gdm etyl axetat,
hoic t6 hop bat ky 6 ngudn gbe tir chiing duge cho tiép xic v6i bot nghé da lam kho dé
chiét cac curcuminoid thd tir chit nén 1a bot nghé. Theo mot s6 phurong 4n, bt nghé da lam
kho ¢ thé dugc chiét sir dung etanol 96% bang phuong phap chiét ngdm dé hoa tan cac
curcuminoid tr bt nay vao trong dung moi phan cuc dugc st dung. Ty 1€ theo trong luong
cua dung moi chiét phan cyc v6i bot nghé la tir 3 dén 5: 1. Dung mdi chiét phan cuc duge
sir dung 1a sau khi dugc tach tir bot nghé. Pé thu duoc dich chiét phan cyc, dung moi chiét
duoc sit dung duge xt Iy thém véi qua trinh bay hoi dé ¢o dic cac curcuminoid dugc hoa
tan trong dung moi chiét dugc st dung 204. Qué trinh bay hoi cua dung modi chiét dugc st
dung co thé duoc thuc hién bang cach gia nhiét va/hodc ap suét khong khi giam. Khi dung
méi chiét da st dung da dugce loai bo hoan toan, dich chiét phén cuc hodc chiét phém nghé
hoic cac curcuminoid thd san sang dugc tinh ché thém. Theo nghia den, dich chiét phéan
cuc thu dugc bang cach c6 dung moi chiét da phan tng. Hon nita, dung moi chiét hitu co
phan cyc 1a rugu, este, hodc td hop bét ky c¢6 duge tir ching. Ruou nhu etanol hodc ester
nhu etyl axetat ¢O thé duoc st dung trong phuong phép theo sang ché cho chiét xuit phan

cuc cua bot nghe.

Trong giai doan tinh ché 205, dich chiét phan cuc hodc cac curcuminoid tho duogc
cho phén ung véi sap paraffin va iso-propanol dé thu dugc cac curcuminoid dugc tinh ché
¢6 do chun hoa 95% 206. Cu thé hon 14, chiét pham nghé hodc dich chiét phan cuc chta

céc curcuminoid tho duoc hoa tan vao trong dung mdi tinh ché ¢6 nguodn goc tr viéc tron
9
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14n sap paraffin va iso-propanol. Cu thé hon, chiét phidm nghé dugc hoa tan vao trong sap
paraffin va iso-propanol & ty 1¢ trong lugng 14 10: 1: 4. Pé 1am dé& dang cho su hoa tan clia
chiét phdm nghé, hon hop cta chiét phdm nghé va dung moi tinh ché dugc xit Iy véi viée
khudy lién tuc trong 5 dén 60 phut. Tiép d6, hdn hop duoc dé yén trong 3 dén 24 gio @é
hoan thanh qua trinh hoa tan bao gbm qud trinh két thia cia cac hat khong hoa tan dugc
truée khi dugce xir ly véi quy trinh loc dé thu duoc dich loc. Dich loc thu duogc tiép do duoc
tao diéu kién d6i véi qué trinh két tinh tao ra cac tinh thé chtra cac curcuminoid da tinh ché
hitu dung db6i v6i qua trinh bao ché duge phdm da néu nay. Tinh thé tao ra dugc dugc lam
Kho thém & 70°C dé thu duge céc curcuminoid dugc tinh ché c6 do chuan héa 95%. Tém
lai, budc tinh ché bao gdm viéc hoa tan dich chiét phan cuc voi hén hop dung mdi chira
paraffin va iso-propanol tiép do loc dé tao ra dich loc va lam két tinh dich loc nay dé tao ra
céc tinh thé chtra cac curcuminoid dugc tinh ché sau d6 1am kho tinh thé nay dé thu dugc

c4c curcuminoid dugc tinh ché c6 dd chuén hoéa 95%.

Trong budc 207, cac curcuminoid da tinh ché dugc tron voi pha dau, déng dung mai,
va chét hoat dong bé mit vdi ty 1€ trong luong 1a 4-8: 20-35: 25-35: 40-50 dé tao ra dugc
phim. Nhu da dé cap trong phan mo ta & trén, cac curcuminoid dugc tinh ché trong hon
hop cua dugc phim thu dugc c6 kich ¢d trung binh khoang 19nm. Ngoai ra, it nhét mot nia
c4c curcuminoid trong dugc phém 14 khoang 19-20nm hodc thip hon dé c6 duge d hoa

tan va do sinh kha dung tdt.

Theo mot s6 phwong an, pha dau c6 thé st dung dugc dbi v6i phuong phap néu trén
1a pha dau bét ky trong sé hodc t6 hop bét ky cua diu dau lanh, dau thau dau, d-alpha
tocophenol, va dau huéng duong. T6t hon 13, pha dau dugc st dung trong mot vai phuong
4n ctia phuong phap theo sang ché 1a ngudn gbc tu nhién dé giam thiéu doc tinh tiém tang
bét ky gdy ra boi thanh phan twong tu duge tbng hop hoa hoc. Tuong tu, ddng dung moi 1a
dung moi bét ky trong s6 hodc t6 hop ctia propylen glycol, polyetylen glycol 600, glyxerin
va sorbitol. Ngoai ra, chit hoat dong bé mt 1a cht hoat dong bé mat bét ky trong s6 hoic
t6 hop cua dau thu diu polyoxyl 40 dugc hydro hoa, dau thau dau polyoxyl 35 dugc hydro
hoéa, polysorbat 80, va poloxamer 407.
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Tt hon 13, cac curcuminoid da tinh ché duoc tao huyén phu trong dugc pham dugc
san xult chta curcumin I, curcumin II va curcumin III theo ty 1€ 80% dén 85%: 10% dén
15%: 1% dén 5%.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul

Ty trong va pH (dugc pha lodng 1: 50 bang nuéc cét) cia chét 16ng dang gel dugc

do bang céach st dung binh do ty trong va pH ké twong Gmg. Kich ¢& cia cac curcuminoid

trong chét 16ng dang gel dugc do bing céach sir dung mdy Zetasizer (Malvern Instruments).

Ty trong va tri sd pH do dugc duge thé hién trong Bang 1 dudi day, trong khi kich

& cac hat duge phat hién st dung may Zetasizer dugc cung cip trong Bang 2.

Ty trong va pH cua chét 16ng dang gel nano

Céc tinh chit vat Iy
Ty trong 1,0451g/ml
pH 4,9
Bang 1

Su x4c dinh kich c& hat cia chét 16ng dang gel nano

" Kich c& hat - nano

Kich c& 18,905nm
Bang 2

Vidu?2

Kinh hién vi dién tir truyén qua (model JEOL JEM-1230) dugc st dung dé chup anh
cAu tric ciia chit 16ng dang gel duge pha lodng 1: 500 trong nuée ct. PAu tién, cic mau
duoc lac xody trong thoi gian 1 phut va giot dung dich d4 pha loang duoc dat trén tAm luéi
ddng phu cacbon (300 mesh), dugc dé yén & nhiét d¢ trong phong trong thoi gian 10 phat,
trude khi chét 1ong du thira dugc thAm bing gidy loc va lam kho trong khong khi trong thoi
gian 5 phut. Tiép d6, mau nay dugc nhudm &m tinh bang axit phosphotungstic 2% (PTA)
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trong thoi gian 2 phit va PTA thira duoc loai bo. Tiép do, tdm luéi dugc kiém tra trong
TEM 6 dién 4p gia t6c 12 120KV va va duoc chup anh & dd phong dai 1a (a) 2500X, (b)
4000X va (c) 6000X. Céac anh c6 duge duge thé hién trong Fig. 3

Vidu3

1,7mg curcumin (CUR), 1,lmg demthoxycurcumin (DMC) va 1,2mg bis
demthoxycurcumin (BDMC) dugc can chinh xac va duge hoa tan trong metanol loai HPLC
8 tao ra 0,63mg/ml, 1mg/ml va Img/ml, twong Gng, dé thu duoc dung dich gbe. Tiép do,

mot loat sy pha loang hdn hop bang metanol tao thanh dung dich gbc duge thyc hién.

0,4g chit 1ong dang gel theo sing ché tir vién nang ctia mot duoc pham theo séng
ché duoc vét trong dng ly tAm 50ml, tiép d6 bd sung 40ml nuée siéu tinh khiét dé hoa tan
hoan toan chét 1éng dang gel tao thanh dung dich mau. Tiép d6, 2ml dung dich mau dwoc
hoa tan véi chit 16ng dang gel duge loc qua mang 0,45pum vao trong lo HPLC dé phan tich
CUR. Dung dich pha loang 5 1in cua dung dich miu dugc tién hanh phan tich CUR HPLC.
2ml dung dich da pha loang dugc loc qua mang 0,45pum vao trong lo HPLC dé phan tich
CUR. Cac két qua c6 dugc duoc cung cAp trong Bang dudi day.

Vién nang gel nano Chét 16ng dang gel nano
Ham luong RSD Ham luong RSD
(% trong lugng/trong (%) (% trong lugng/trong (%)
luong) luong)

CUR 4,792 + 0,15708 3,28 5,084 +0,0201 1,25
(curcumin I)

DMC 0,241 £+ 0,00305 1,26 0,252 £+ 0,0037 1,49
(curcumin II)

BDMC 0,009 £+ 0,00013 1,38 0,01 +0,00013 0,40
(curcumin IIT)

Bang 3

Vidu4

H¢ théng Agilent 1260 Infinity HPLC bao gdm bo diéu nhiét G1330B, b bom tu
déng G1329B, bo do mang di 6t G13150, bd loai khi G1322A va bom nhi phan ap suét cao.
Ty 1€ tinh hiéu/nhidu cta sic ky dd tao ra tir bd HPLCnay duoc st dung dé phan tich dinh

tinh va dinh luong trong nghién ctru nay. Cot duge st dung 14 Angilent Poroshell 120 EC-
12



C18 (3,0 X 1150mm, 2,7um). HPLC dugc chay trong 10 phut & nhiét do cot 1a 35%C véi
the do dong 13 0,3ml/phut v6i thé tich bom 1a Spl. Pho phat hién duoc thiét 14p & 426nm
bing cach st dung mdi trudng rira gidi chira axetonitril va 0,1% dung dich axit formic véi
ty 16 thé tich 1a 1: 2.

2,0g NaCl va 7ml HCl dugc hoa tan trong 1L nude siéu tinh khiét. pH duge diéu
chinh dén 1,2, bing cach st dung dung dich NaOH 2M. 13,121g Na;HPO4 dugc hoa tan
trong 1L nuée siéu tinh khiét. pH dugc diéu chinh dén 6,8.

Hé théng hoa tan Vankel Varain VK 70000 bao gbm hé théng hoa tan VK7000, bo
tun hoan nhiét VK 750D, bd diéu khién hé thong, cc binh 6 Vankel va thiét bi vot Type
1L, dugc st dung trong qud trinh didu ché miu dung dich hoa tan tir cac vién nang chira chét

long dang gel.

Thr nghiém hoa tan dugc tién hanh phu hop v6i Dugc dién M§ (United States
Pharmacopoeia) st dung thiét bi vot Type II. 500ml ciia dung dich HCI ¢6 pH 1,2 duoc bd
sung vao binh hoa tan. 6 vién nang duoc bd sung vao 6 binh tuong tng. 1 -2 ml mau hoa
tan duogc thu gom & thoi didm 10 phit, 15 phut va 45 phut st dung bom tiém 3ml va duoc
loc ngay st dung mang 0,45pm vao trong lo HPLC. 2ul dich loc dugc bom vao hé thdng
HPLC dé phan tich.

Thém vao dé, 250ml dung dich c6 pH 6,8 duoc bd sung vao binh twong tu & thoi
diém 45 phut va pH duoc diéu chinh dén 6,8 st dung dung dich NaOH 2M trong thoi gian
5 phut. Tiép d6, 1 —2 ml cla mau hoa tan duoc thug om sau 60 phit, 75 phut va 120 phut
sau d6 bang cach loc qua mang 0,45um ngay. 2l dich loc dugc bom vao trong hé théng
HPLC dé phan tich. Cac két qua cua thir nghiém hoa tan c6 thé dugc thiy trong Bang 4
dudi day.
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CUR DMC BDMC

(curcumin I) (curcumin II) (curcumin III)

Trong luong RSD Trong lwong .~ RSD  Trong luong RSD
(W) (n) ()
pH 10 phut 59078 13% ND ND ND ND
1,2 15 phut 4250+686 16% 195422 11% ND ND
30 phut 18908+1819 9% 831+87 11% ND ND
pH 45phat  24155%1397 6% 745448 6% ND ND
6,8 60 phut 23746+1347 6% 747+45 6% ND ND
75 phut 23947+1859 8% 739+68 9% ND ND
120 phat ~ 13937+1826 8% 763+69 9% ND ND
ND: khéng phat hién
Bang 4

Can phai hicu rang sang ché c6 thé dugc thé hién & cac dang cu thé khac va khong

gi6i han ¢ phuong 4n duy nhét dugc mé ta & trén. Tuy nhién, viée sira dbi va tuong duong

ctia cac khai niém da boc 19, chang han nhu nhiing khéi niém d& dang xay ra v6i mot nguoi

¢6 k¥ ning trong linh vuc k¥ thuat nay duoc du dinh bao gbm trong pham Vi clia cdc yéu

ciu bao hd ma dugc bod sung trong do.
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Yéu ciu bao ho
1. Dugc phdm chtra hdn hop bao gbm:
4 — 8% trong lugng cla cac curcuminoid dugc tinh ché;
20 — 35% trong lugng cia pha dau;
25 —35% trong luong cia dbng dung moi; va
40 — 50% trong luong cua chit hoat dong bé mat,

trong d6 cac curcuminoid thu dugc bang cach hoa tan dich chiét phan cuc ctia bot
nghé véi hdn hop dung mdi chira paraffin va iso-propanol tiép do loc dé tao ra dich loc va
lam két tinh dich loc nay dé tao ra cac tinh thé chira cac curcuminoid dugc tinh ché sau d6

1am kho tinh thé nay dé thu duoc cac curcuminoid dugce tinh ché co dd chuin héa 95%,

trong d6 cac curcuminoid dugc tinh ché trong hdn hgp o kich c& trung binh khoang

19nm,
trong d6 cac curcuminoid dugc tinh ché bao gdm curcumin I, curcumin II va

curcumin 111 véi ty 1€ trong lugng 1a 80 dén 85: 10 dén 15: 1 d&én 5.

2. Duoc phém theo diém 1, trong d6 dich chiét phan cyc thu dugc bang cach chiét bot khd
ctia nghé v6i dung moi chiét hitu co phan cuc st dung phuong phap chiét ngdm tiép do6 tach

dung mdi chiét tir bot va co6 dung mdi chiét dé tao ra dich chiét phan cuyc.

3. Dugc phim theo diém 1, trong d6 pha dau 1a pha dAu bat ky trong s6 hodc td hop cia

diu dau lanh, dau thiu diu, d-alpha tocophenol, va dau huéng duong.

4. Duoc phdm theo diém 1, trong d6 ddng dung mdi 1a dung moi bét ky trong s6 hoiic tb

hop cua propylen glycol, polyetylen glycol 600, glyxerin va sorbitol.

5. Duoc phém theo diém 1, trong d6 chét hoat dong bé mit 14 chit hoat dong bé mit bat
ky trong sé hogc td hop ciia diu thau dau polyoxyl 40 dugc hydro hoa, diu thau da
polyoxyl 35 dugc hydro hoa, polysorbat 80, va poloxamer 407.

6. Dugc pham theo diém 1, 1a ché phim bao ché dang vién nang gel hodc gel dang long.

15
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7. Duoc phém theo diém 2, trong d6 dung moi chiét hitu co phan cyc 1a ruou, este, hodc

t8 hop bat ky c6 duoc tir ching.

8. Phuong phép san xuit duge phdm bao gbm:

tao ra bot nghé dugc tan kho;

cho bdt nay tac dung véi dung moi chiét hiru co phan cyc sir dung phuwong phép chiét
ngam;

thu dich chiét phan cyuc cta bot tir dung mdi chiét da tac dung;

tinh ché dich chiét phan cuc dé thu dugc cac curcuminoid dugc tinh ché;

trdn cac curcuminoid dugc tinh ché nay véi pha dau, d@)ng dung moi, va chit hoat
dong bé mit v6i ty 1¢ trong luong 1a 4-8: 20-35: 20-35: 40-50 d2 tao ra duoc pham, trong
d6 cac curcuminoid trong dugc phim dugc tao ra c6 kich ¢& trung binh khoang 19nm, trong
d6 viéc tinh ché bao gdbm hoa tan dich chiét phan cuc v6i hdn hop dung mdi chira paraffin
va iso-propanol tiép do loc dé tao ra dich loc va 1am két tinh dich loc nay dé tao ra cac tinh
thé chira cac curcuminoid dugc tinh ché sau d6 lam kho tinh thé nay dé thu duoc cac
curcuminoid dugc tinh ché c6 dd chuin hoéa 95%, trong d6 céc curcuminoid dugc tinh ché
chira curcumin I, curcumin II va curcumin III véi ty 1€ trong luong 12 80 dén 85: 10 dén 15:

1 dén 5.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 dich chiét phan cuc thu dugc bang cach ¢d dung moi

chiét da phan tng.

10. Phuong phép theo diém 8, pha dau 14 pha dau bat ky trong s6 hoic t6 hop cia dau dau

lanh, dAu thau dau, d-alpha tocophenol, va dau huéng duong.

11. Phuong phép theo diém 8, trong d6 dong dung mdi 1a dung moi bét ky trong s hoic td
hop ctia Propylen glycol, polyetylen glycol 600, glyxerin va sorbitol.

12. Phuong phép theo diém 8, trong d6 chét hoat dong bé mit 13 chit hoat dong bé mit bat
ky trong s6 hodc tb hop cua diu thau dau polyoxyl 40 duogc hydro hoa, diu thau dau
polyoxyl 35 dugc hydro hoa, polysorbat 80, va poloxamer 407.
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