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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thuge linh vure tim kiém cac hop chét thién nhién c6 hoat tinh
“sinh hoc ¢6 ngudn gbc tir thuc vat. Cu thé, giai phap hitu ich dé cép dén quy trinh tach
chiét hdn hop gidu hai hoat chét vitexin va isovitexin tr vé hat dau xanh (Vigna
radiata) thudc chi dau (Vigna), ho dau (Fabaceae). Hon hop theo giai phap hitu ich
chira hai bhqp chit vitexin va isovitexin c6 hoat tinh trc ché enzym 3-hydroxy-3-
metylglutaryl Coenzym A reductaza (HMGR), mot enzym déng vai trd rit quan trong
trong vi€c khéi phat hinh thanh cholesterol ndi sinh va lam tang ham lugng cholesterol

trong mau.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Loai ddu xanh hay d6 xanh c6 tén la tinh 1 Vigna radiata, cdy thao, moc dimg,
- sdng hang nam, it phan canh, cao 50- 60cm. Than canh hoi c6 canh va rénh, phu day
long mém. L4 kép moc so le, gdm 3 14 chét hinh trai xoan tam giac, gbc tron, dau
nhon, dai 5-11cm, rong 4-9 cm, mit trén mau luc sim, mit dudi nhat, gan 3 tda ra tir
gbc, cubng 14 dai 10-15cm. Cum hoa moc & k& 14 thanh chim, hoa nhiéu mau vang
nhat hodc mau luc, dai hinh chudng, nhén, trang cd canh co rong, canh thia hinh liém,
canh bén c¢6 tai nhon, nhi 2 bo, bau ¢ 16ng. Qua dau, hinh tru, dai 5-10cm, lic dau ¢
16ng, sau nhén, hat nhidu, mau luc. Muia hoa: thang 3-5, mua qua: thang 6-8. Bo phén
thuong dung 1a hat (Vién Duogc li€u, Nhitng cay thube va dong vat lam thubc & Viét
Nam, NXB Khoa hoc K¥ thuat, tr. 771-774, 2004).

Loai d4u xanh c6 ngudn gbc & An Do va Trung A, tir d6 duoc phd bién sang nhiéu
| khu vuc khac cta chau A va trén thé gioi. Cdy dau xanh c6 kha ndng thich Ung rong,
chiu han kha va c6 thé thich nghi véi cac viing c6 diéu kién khic nghiét. O chau A cay
dau xanh duoc tréng nhiéu & cac quéc gia nhu: An D9, Pakistan, Bangladesh, Sril.anka,
Nepal, Trung Quéc, Mianma, Thai Lan, Viét Nam, Campuchia, Lao, Philippines,
Malaysia va Indonesia. Sau nay cdy ddu xanh con duoc tréng ¢ Trung Phi, cic ving kho
va néng & Nam Au, phia Péng Béc chau Uc, Nam My va mién Nam Hoa Ky. P4u xanh
1a cay thuc phim quan trong thir 3, sau cdy ddu twong va cdy lac. Ngay cang nhiéu cac

nghién ciru khoa hoc cho thiy tac dung tich cuc ctia hat dau xanh dbi véi sirc khoe con
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nguoi. Cay dau xanh 1a mot vi thudc quy gi4 ma thién nhién ban ting va dugc ménh

danh 12 “thuc phim cua twong lai”.

Theo Pong y, hat ddu xanh cd vi ngot, hoi tanh, tinh mat, khong ddc, co tac
dung didu hoa ngii tang, mat gan va budng mat, bd nguyén khi, chira 16 loét, 1am sang
mét. Theo Y hoc hién dai, ddu xanh c6 thanh phan dinh dudng rat cao v6i nhiéu
vitamin, axit folic va cac khoang chét, 12 ngudn cung cip chét xo hoa tan loai bo cac
doc tb trong co thé, ngan ngira cac bénh ung thu. Trong ddu xanh con c6 thanh phan ha
m& mau hiru hiéu, gitp cho co thé phong chéng chimg xo cing dong mach va bénh
cao huyét 4p, ddng thoi lam dn dinh lwgng duwdng trong mau nén rat t6t cho ngudi mic
bénh dai thdo duong. Chuyén gia dinh dudng tai Dai hoc Kentucky - Lexington (M¥)
va la tac gia ctia chuong trinh “Magic Bean” - hat ddu xanh ky di€u, da thuc hién rét
nhiu nghién ctru va ghi nhan néu st dung ddu xanh niu chin mdi ngay co thé ha thap
20% luong cholesterol trong 3 tudn, giam dén 40% nguy co méc bénh tim mach va
huyét 4p. Céc nghién ctru trong nhitng nim gan day da chi méam hat dau xanh c6 cac
chét chuyén hoa thu cdp phong pha hon va hoat tinh sinh hoc da dang hon dang hat
ban dau (Kim DK et al., Plant Foods Hum Nutr., 67, pp. 71-75, 2012).

Nghién ctru vé thanh phén hoéa hoc cho théy hat va mam hat d4u xanh chira chi
yéu cac hop chét flavonoit, v6i thanh phin cha yéu 1a vitexin (apigenin-8-C-B-
glucopyranoside) va isovitexin (apigenin-6-C-B-glucopyranoside), chiém ham luong
1an luot khoang 51,1 va 51,7 mg/g; 12 axit phenolic; 21 axit hiru co va 16 chat béo da
duoc phat hién bing phuong phap sac ky khi/phd khdi (GC/MS) (Dongyan Tanget al.,
Chemistry Central Journal, 8:4 ,2014).

Trong céc ghi chép cd, dau xanh dugc biét dén véi tac dung giai doc va thanh loc
co thé. Trén mo hinh thuc nghiém, cic protein, peptitpolypeptit, polysacarit va
polyphenol tir hat, mim vé vo ciia d4u xanh déu cho thdy hoat tinh chéng oxy hoa tiém
ning. Hoat tinh chéng oxy héa cia dich chiét nay trén hé DPPH va 2,2'-azino-di-(3-
etyl-2,3-dihydrobenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS) l4n lwot 1a 11,33 + 0,24 va 36,65
+ 0,63 mmol/g (Lee JH et al., Int J Food Sci Tech., 46, pp. 2513-2519, 2011). Céc nha
khoa hoc da chitng minh kha nang giit gbc tu do ctia 100g d4u xanh twong dwong véi
36,3g tra xanh kho va 1462 mg vitamin C. Hoat chét vitexin e ché khoang 60% gbc
tu do DPPH ¢ 100 mg/mL va ngén chan mot cach c6 hiéu qua cac té bao da chét do tia

UV géy ra (Kim JH et al., Arch Pharm Res., 28(2), pp. 195-202, 2005).
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Trén mo hinh tang lipit mau, thé thtr nghiém dugc cho dn mot hdn hop 70% bot
dau xanh va mam dau xanh va két qué lam giam triéu chung cua bénh dong mach vanh
(Li ZX., Chin J Cardiol ., 3, pp. 228-231, 1981). Khi nghién ctru trén chudt khoe manh
duoc an dich chiét dau xanh trong 7 ngay, ham luong cholesterol tong s6 da giam dang
ké. Tac dung nay dugc cho 1a do thanh phan phytosterol ciia ddu xanh, ching c6 kha
ning ngin ngira sinh tdng hop va hap thu cholesterol (Zhang HMH et al., Lishizhen
Med Mat Med Res., 6, pp. 34-35, 1995). O lidu 600 mg peptit/kg thé trong, sau khi
chudt dwoc tiém dich chiét mdm va hat ddu xanh tir 3-9 gio da lam giam dang ké huyét
ap tAm thu va duy tri trong thoi gian thir nghiém tir tudn 1 dén tudn 4 (Hsu GSW et al.,
J. Food Biochem.,35(1), pp. 278-288, 2011). T4c gia Yao Y va cdng sy da tién hanh
nghién ctru ndm 2008 vé tac dung diéu tri cta dich chiét mam va vo hat dau xanh trén
2 loai chudt bi bénh dai thdo duong. Céc 16 chudt duoc uéng trong 5 tudn véi néng do
dich chiét mam dau xanh 1a 2 g/kg va v6 hat dau xanh 1a 3 g/kg thé trong. Két qua cho
thdy c6 su giam lugng glucoza, cholesterol tong s, triglyxerit va uré mau, ddng thoi
néng do cua insulin & c& 2 16 chudt con cai thién rd rét (Yao Y et al., J Agric Food

Chem., 56(19), pp. 8869-8873, 2008).

Pau xanh dugce chimg minh c6 kha ning chdng ting sinh té bao qua thtt nghiém
MTT [3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] trén dong té bao
ung thu biéu mé (CAL27) va mot s6 dong té bao ung thu khac nhw DU145, SK-OV-3,
MCF-7, va HL-60) (Xu B et al., Food Chem., 134(3), pp. 1287-1296, 2012). O ndng
do 10 mmol/L va sau 72 gid, trypsin phan 18p tir hat déu xanh c¢6 kha ning lam giam
xap xi 50% su di cin va ting sinh ctia dong té bao ung thu rudt két (SW480) so véi
nhém dbi chimg (Zhao YR., Nat Sci Ed., 1(29), 2012).

Céac nha nghién ctru da phan tich tic dung chéng viém cua dich chiét con hat dau
xanh bao gém céc polyphenol, axit gallic, vitexin, va isovitexin trén dai thuc bao cua
chudt. Két qua hoat dong cuia céc dai thuc bao giam rd rét thong qua viéc ngin nglra
biéu hién gen gay viém (Yeap SK et al., BioMed Res In., pp. 1-7, 2012). Piéu nay cho
thdy dich chiét etanol c6 tiém ning rit 16n dé cai thién cac triéu ching lam sang cua
céc bénh lién quan dén viém, nhu bénh di ung va bénh déi thdo duong (Bellik Y et al,
Recent Patents on Inflammation & Allergy Drug Discovery, 6(2), pp. 147-158, 2012).
O ndng d6 20 mg/mL, genistein, axit phytic va axit syringic dd gdy phan tng mién

dich, thuc ddy san xut IFN-y, mé ra nhiéu trién vong trong viéc str dung hat dau xanh

-4-



2096

dé bao ché thudc mién dich (Cherng J-M et al., Food Chem., 104(2), pp. 613—618,
2007).

Dich chiét polyphenol tir mdm d4u xanh ciing dugc ching minh c6 hoat tinh
khang vi khudn Helicobacter pylori va ching loai ndm nhu Rhizoctonia solani,
Coprinus comatus, Mycosphaerella arachidicola, Botrytis cinerea va F. Oxysporum
(Randhir R et al., Process Biochem., 39, pp. 637-646, 2004). Dich chiét tr vo dau
xanh thé hién kha ning khang khuan trén mo hinh in vitro va in vivo (Lee CH et al.,

Mol Med., 18(1), pp. 1437-1448, 2012).

O nuée ta, d4u xanh da dugc trdng tir 1au doi & cac ving ddng bang, trung du va
mién nui sudt tir Bic dén Nam. Pau xanh khéng chi 1a thyc phdm ma con duoc sir
dung lam thubc chira bénh. Sach "Nam duoc than hiéu" cta danh Y Tué Tinh viét:
“P4u xanh khong doc, thanh nhiét, c6 thé 1am sach mét nudc tiéu, chira 16 loét, lam
séng miét, tri dugc nhiéu bénh”, v.v., dé cap dén tac dung chita bénh ctia dau xanh, dac
biét 1a van dé giai doc, sach "Béan thao cwong muc" cia Ly Thoi Tran (ddi Minh) c6
ghi néu 4n ubng bi ngd doc, budn buc trong nguoi, co thé ding d4u xanh dé chia tri.
Loai thuc pham nay c6 tac dung giai doc khi uéng nham thubc (thiy ngan, thach
tin...); ubng thudc qua lidu (6 dau, phu tr...); giai doc do ngd doc thirc an, ngd doc

san, nAm.v.v..

Céc nghién ctru vé vé hat ddu xanh & nuée ta cho dén nay ciing khéng ¢6 nhiéu.
Nhém nghién ctru ctia Trin Lé Van Hién va cong su dd cong bd thanh phin hoa hoc
ctia cht yéu trong vo hat d4u xanh 1a flavonoit, véi cac hoat chit chinh 14 vitexin va
isovitexin c6 tac dung bao vé co thé khéi chit phong xa, chéng dot bién nhiém sic thé,
trc ché rd cac phan tng peroxit hoa trong co thé (Trin Van Hién, Ky yéu cac cong
trinh nghién ctru khoa hoc, Vién y hoc cb truyén Viét Nam, 1998). Trong mdt nghién
ctru khac nim 2010, tac gia Nguyén Thi Huong ciing di phan 1ap dugc hai hoat chét
vitexin va isovitexin tir vo cua loai dau nay (N guyén Thi Huong, khoéa ludn tbt nghiép,
Dai hoc Dugc, 2011). Tuy nhién day ciing chi la cong trinh céng bd vé thanh phin héa
hoc cta vé hat dau xanh. Cho dén nay, chua c6 cong bd cu thé nao vé quy trinh tach
chiét, ciing nhu nghién ctru vé hoat tinh trc ché enzym HMGR ciia hén hop chira hoat

chat vitexin va isovitexin tir hat dau xanh.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hitu ich
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Muc dich ctia gidi phdp hitu ich 1a d& xuit quy trinh tach chiét hdn hgp chira hai
hop chét vitexin va isovitexin tir v6 hat d4u xanh, véi ham lwong hai hop chit vitexin
va isovitexin trén 80%. Hon hop nay ¢6 hoat tinh e ché enzym HMGR, Ia enzym
dong vai trd rit quan trong, quyét dinh phén Umg khir 3-hydroxy-3-metylglutaryl-
coenzym A (HMG-CoA) thanh axit mevalonic, mét tién chét cua cholesterol. bay la
enzym khéi phat gitip hinh thanh cholesterol ndi sinh va lam tidng luong cholesterol
- trong mau.

Cu thé, giai phap hitu ich d& xuét quy trinh tach chiét hdn hop chira hop chét
vitexin va isovitexin tir vé hat ddu xanh (Vigna radiata), trong d6 quy trinh nay bao

gdm céac budc:

i) phoi khd vé hat dau xanh, sau d6 ngam chiét vé hat dau da phoi kho véi dung
mdi con 70% bang siéu 4m trong 30 phut & 45°C theo ti 1€ 1/3 (trong lugng/thé tich),
tién hanh ngam chiét lap lai 3 l4n; sau do loc léy phén dich chiét, cét loai hoan toan
dung moi duéi ap sudt giam dé thu duoc cin chiét con; phan cin nay duge phan bé lai
trong hdn hop cdn nuéc, chiét véi dung mdi n-hexan hai 1an, thu phan dich n-hexan dé

cit loai dung méi thu dugc cin n-hexan; tiép theo, axit hoa ph?m cdn nude béng axit |
| HCI 1% va chiét véi etylaxetat 4 14n, thu liy phén dich etylaxetat, cit loai dung moi

thu dugc can etylaxetat;

ii) sic ky cot silica gel can chiét etylaxetat thu dugc & budc (1) v6i hé dung moi
EtOAc/MeOH theo ty 18 thé tich 1an luot 12 100/0; 95/5; 90/10; 75/25; 50/50; 40/60;
20/80; 0/100 thu dugc 8 phan doan chinh ki hiéu tir F1 dén F8;

iii) phan 14p phan doan F3 thu duoc & bude (i) trén cot sic ky silica gel voi hé
dung méi CH,Cl,/MeOH theo ti 1é thé tich 95/5; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 50/50;
0/100, thu dugc 7 phan doan nho ky hiéu lan luot 14 F3.1 dén F3.7.

iv) tinh ché phan doan F3.5 thu dugc & budc iii) trén cdt Sephadex LH-20 véi
dung mdi metanol thu dwoc hdn hop chira hop chét vitexin va isovitexin du6i dang

chat ran mau vang;

Cong thirc cta hai hop chat vitexin va isovitexin la nhu sau:



Isovitexin (2)

Vitexin (1)

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1: Quy trinh tach chiét hdn hop giau hop chét vitexin (1) va isovitexin (2) tir vo
hat dau xanh.
Hinh 2: Thé hién dit liéu phd NMR cua hop chét vitexin (1) va isovitexin (2)
Hinh 3: M6 ta mét s6 hop chat flavonoit phén 1ap tir vo hat dau xanh (Vigna radiata).
M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phap hiru ich d& cip dén quy trinh tach chiét hdn hop chira hop chit
vitexin va isovitexin tir vé hat ddu xanh (Vigna radiata), trong d6 quy trinh nay bao
gdm cac budc:

i) phoi vo hat dau xanh (thudong 12 phoi trong béng mat), sau d6 ngam chiét vo kho
thu dugc véi dung moi cén 70% bing siéu am theo ti 18 1/3 (trong lugng/thé tich)
trong 30 phtt & 45°C, ngdm chiét lap lai 3 14n, sau d6 loc 1iy phan dich. Phén dich
chiét dugc co chan khong dudi didu kién 4p sudt giam dé loai hoan toan dung moi va
thu duoc can chiét cdn. Phén cin thu dugc dugc phan b lai trong hén hop ¢on nudc,
sau d6 chiét voi dung modi n-hexan/2 14n, thu phan dich n-hexan dé cét loai dung moi
thu dugc can n-hexan; tiép theo, axit héa phin con nude bang axit HCl 1% va chiét
véi etylaxetat 4 lan, thu 14y ph?ln dich etylaxetat, cét loai dung moi thu dugc cén etyl
axetat;

ii) chay sic ky c6t silica gel cin chiét etylaxetat thu duoc ¢ budce (i) néu trén véi
hé dung mébi EtOAc/MeOH theo ty 1& thé tich 1an luot 1a 100/0; 95/5; 90/10; 75/25;
50/50; 40/60; 20/80; 0/100 thu dugc 8 phan doan chinh ki hiéu tir F1 dén F8 (bang 1).

Béang 1: C4c phan doan ctia cdt cédn etyl axetat
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STT | Phén doan | Ti ¢ thé tich hé dung moi
(theo thé tich)

1 F1 EtOAc/MeOH 100/0
2 F2 EtOAc/MeOH 95/5

3 F3 EtOAc/MeOH 90/10
4 F4 EtOAc/MeOH 75/25
5 ES EtOAc/MeOH 50/50
6 F6 EtOAc/MeOH 40/60
7 F7 EtOAc/MeOH 20/80
8 F8 EtOAc/MeOH 0/100

iii) chay séc ky cot silica gel phan doan F3 thu dugc & budc (i) v6i hé dung
mdi CH,Cly/metanol theo ti 1& thé tich lan lwot 12 95/5; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40;
50/50; 0/100 thu dugc 7 phan doan nho ky hiéu l4n luot 1a F3.1-F3.7;

iv) tinh ché phan doan F3.5 thu dugc & budc (iii) trén cot Sephadex LH-20 véi

dung m6i metanol thu duge hdn hop dudi dang chat rin mau vang.

Hbn hop dugc nghién ciru thanh phan héa hoc, két qua cho thay hdn hop chira
hai hop chét vitexin va isovitexin véi ham lugng 16n hon 80% tinh theo tdng ham

luong ciia hon hop.

Hén hop thu duge duge danh gia hoat tinh e ché enzym HMGR. Két qué cho
thiy hdn hop nay co6 hoat tinh rc ché enzym HMGR manh véi gia tri ICsy 1a 2,14
png/ml. Hai hop chit vitexin va isovitexin dugc phan l4ap tir hn hop nay ciing thé hién
hoat tinh wrc ché enzym HMGR & mirc do yéu hon véi gia tri ICs lan luot 1a 83,1
pg/ml va 66,36 pg/ml.

Vi du thwc hién gidi phap hitu ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc minh hoa bé‘mg cac vi du cu thé, cac vi du nay
chi nhim muc dich 1am r5, nhung khong 1am giéi han pham vi bao hd cua giai phap
nay.

Céc vi du thuc hién giai phap hitu ich tién hanh do diém néng chay bang may
do diém néng chay hiéu Boetius. Phd khdi phun mu electron (ESI-MS) dugc do trén
méy ghi ph6 khbi Agilent 1100. Cac phd cong hudng tir hat nhan (NMR) duoc ghi trén
may do phd cdng hudng tir hat nhan hiéu Bruker Avance 500 MHz v6i TMS 1a chat

chuan ndi. Sac ky cot duoc thuc hién trén chat mang 1a silicagel (hé dung mdi rira giai vai
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do phan cuc ting dan) va sephadéx LH-20. Séc ky 16p mong dugc thuc hién trén ban
mong silicagel Merck 60 F254, day 0,25 mm.

Céac hoa chét dugc sir dung‘tvrong cac vi du gdm: enzym HMGR, co chit 3-
hydroxy-3-metylglutaryl Coenzym A (HMG-CoA), NADPH, EDTA, dithiothreitol
DTT, chét tham chiéu pravastatin do hing Sigma cung cip. D¢ hép thu quang duoc do

trén may quang phd Biotech.

Vi du 1 : Quy trinh tach chiét hdn hop chtra hop chét vitexin va isovitexin tr v hat

dau xanh

1) V6 hat dau xanh (7 kg) thu mua trén thi trrong dugc phoi kho tu nhién. Sau do,
nguyén liéu nay dugc ngam chiét véi con 70% bang siéu 4m trong 30 phut & 45°C/3
1an, theo ti 1& 1/3 (trong luc_mg/thé tich). Dich chiét sau d6 duoc loc, cét loai hoan toan
dung mébi dudi 4p sut giam dé thu duoc 1500 g can chiét con; Can EtOH téng dugc
phan bd lai trong hdn hop cbn nude, sau d6 chiét véi dung méi n-hexan/2 1n, thu phan
dich n-hexan dé cét loai dung méi thu dugce cin n-hexan (120 g). Tiép theo, axit hoa
phin cdn nudc bing axit HCI 1% va chiét véi etylaxetat 4 1an, thu liy phan dich
EtOAc, cét loai dung méi thu duoc cin etyl axetat (680 g). Loai bd nudc & phé”m dich
con lai thu dugc can nuée (800 g).

ii) Sac ky cot silicagel can chiét etyl axetat thu duoc & budce (i) voi hé dung moi
EtOAc/MeOH theo ty 1 thé tich 1an luot 1a 100/0; 95/5; 90/10; 75/25; 50/50; 40/60;
20/80; 0/100 thu dugc 8 phéan doan chinh ki hi¢u tir F1 dén F8 (bang 2).

Béng 2: Cac phén doan cta cdt cén etyl axetat

STT | Phandoan | Tilé thé tich hé dung méi | Khoi luong (Ca)c phan doan
1 Fl EtOAc/MeOH 100/0 3§0
2 F2 EtOAc/MeOH 95/5 58
3 F3 EtOAc/MeOH 90/10 26
4 F4 EtOAc/MeOH 75/25 49
5 F5 EtOAc/MeOH 50/50 57
6 F6 EtOAc/MeOH 40/60 25
7 F7 EtOAc/MeOH 20/80 25
8 F8 EtOAc/MeOH 0/100 50




iii) phan doan F3 (26g) dugc phan lap trén cot sic ky silicagel voi hé dung moi
CH,Cl,/MeOH theo ti 1& thé tich lan lugt 12 95/5; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40;
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50/50; 0/100,thu dugc 7 phan doan nhé ky hiéu 14n luot 1a F3.1-F3.7 (bang 3).

iv) liy phan doan F3.5 (3,9g) dugc tinh ché trén cot sephadex LH-20 véi dung méi

metanol thu duogc hdn hop (1,9g) chtra 2 hop chit vitexin va isovitexin du6i dang chét

rdn mau vang.

Bang 3: Cac phan doan nhé ctia phén doan F3

STT | Phan dogn Diclomezllrll/fn};faiirllg(tﬁcg thé tich) I?;,l}llzlnlgg;f (C;)C |
1 F3.1 95/5 1,4
2 F3.2 90/10 3.1
3 F3.3 80/20 2.9
4 F3.4 70/30 2,2
5 F3.5 60/40 3.9
6 F3.6 50/50 3.4
7 F3.7 0/100 7.7

Vi du 2. Phan 14p hai hop chét vitexin va isovitexin tir hdn hop thu dugc

L4y 20 mg hdn hop thu duge & trén dé thuc hién phan tach trén ban méng diéu ché
TLC, st dung hé dung moi EtOAc/MeOH (9/1) thu duge 9,78 mg hop chat (1) dudi
dang chit bot mau vang va 6,77 mg hop chét (2) duéi dang chit bot mau vang. Hop
chét (1) duoc x4c dinh la 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-[(2S,3R,4R,5S,6R)-
3.4,5-trihydroxy-6-(hydroxymetyl)oxan-2-yljchromen-4-one, con goi la vitexin, ¢o
diém néng chay 247-249°C. Hop chét (2) duoc xac dinh la 5,7-dihydroxy-2-(4-

hydroxyphenyl)-6-[(2S,3R,4R,58S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymetyl)oxan-2-

yl]chromen-4-one, con goi 1a isovitexin, c6 diém néng chay 220-221°C. CAu tric héa

hoc ciia cac hop chét nay dugc xac dinh bing cac phuong phap phéd NMR 1D va 2D,

phd khéi lwgng ESI-MS, phé hdng ngoai.

- Hop chét 1: Vitexin
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CTPT: C21H20010
ESI-MS m/z433 [M+ H]"
- Hop chit 2: Isovitexin

CTPT: C21H200]0
ESI-MS m/z 433 [M+ H]"

Vi du 3: Danh gi4 hoat tinh trc ché enzym HMGR ctia hdn hop chira hop chét vitexin
va isovitexin va cac hgp chét vitexin va isovitexin duoc tinh sach .

Nguyén ly cta phwong phap:

Co chit HMG-CoA va NADPH dugc chuyén thanh mevalonat va NADP* duéi
tac dong cta enzym HMGR. Sy kim ham hoat dong cta enzym nay s& lam giam qua
trinh oxy h6a NADPH thanh NADP". Kha ning trc ché hoat dong enzym HMGR cua
mot chét dugc xéac dinh thong qua do hép thu cua dung dich sau phan ung & budc séng
340 nm.

9 HyC \\\OH 9 HMGR 0 H,c OH OH .
o /U\)“\/U\S/CoA + 2NADPH + 2H* ——> & +2NADP" + CoA

(o]
HMG-CoA Mevalonate

Quy trinh thi nghiém:
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Thi nghiém x4c dinh hoat tinh Gc ché HMGR in vitro cia mau dugc thuc hién
trén dia 96 giéng véi téng thé tich phan tmg 13 200 pl. Hén hop phan tmg gdm: 181 pl
dém kali phosphat pH 7,4 (200 mM NaCl, 30 mM EDTA, 10 mM dithiothreitol DTT);
4 pl NADPH (400 pM); 12 ul HMG-CoA (400 pM); 1 ul chit thir & cac ndng do khac
nhau; 2 pl HMG-CoA reductaza. Trn that ki phan tmg va do d6 hip thu ¢ budc soéng
340nm. Trong d6, mau ddi ching khong chtra chét thir; mau dbi ching: enzym duogc

thay bang dém phan tmg. Chét tham khéo 12 Pravastatin.
Phén trim trc ché hoat d9 clia enzym HMGR mau thtr dugc tinh theo cong thuc:
% trc ché = [AbS349 (46i chime)— ADS340 (miu thin)/AbS340 (aéi ching) X 100%
Gia tri ICs (néng d6 tc ché 50% hoat d§ enzym) duogc tinh toan theo phﬁn mém
may tinh excel table curve.

Hén hop chira hop chét vitexin va isovitexin va cac hop chit vitexin va
isovitexin da tinh sach dugc danh gia hoat tinh wc ché enzym HMGR. Két qué cho
thdy hdn hop theo giai phap hitu ich ¢6 hoat tinh e ché enzym HMGR manh véi gia
tri ICso 1a 2,14 pg/ml. Hai hop chét vitexin va isovitexin dugc tinh sach tir hdn hop
nay ciing thé hién hoat tinh trc ché enzym HMGR & mtrc d§ yéu hon véi gia tri ICs,

14n luot 12 83,1 va 66,36 pug/ml (bang 4).

Bang 4. Thir nghiém hoat tinh rc ché enzym HMGR

% trc ché hoat tinh cia enym HMGR o
Chét thit & cac ndng do (ug/ml) Gl trh 1G5,
100 25 5 1 (ug/ml)
Honhop theo sang |, 66 65 44 2,14
ché
Vitexin 74 12 6 0 83,1
Isovitexin 86 14 9 0 66,36

Hiéu qua dat dwgc cia giai phap hiru ich

Quy trinh theo gidi phdp hitu ich da thu nhan dugc hdn hop gidu hai hop chét
vitexin va isovitexin tir vo hat ddu xanh (Vigna radiata). Quy trinh dugc thyuc hién
don gian va hiéu qua nhim thu dugc hdn hop giau hai hop chit vitexin va isovitexin
v6i ham luong 16n hon 80% tinh theo tong ham lwong ctia hdn hop thu dugc. Hon hop
nay thé hién kha ning wc ché enzym HMGR manh véi gia tri ICs 12 2,14 pg/ml, 1a
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tién dé cho cac nghién ctru tiép theo nhim phat trién va st dung hdn hop nay trong hd

trg diéu tri bénh tang cholesterol mau.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh tach chiét hdn hop chira hop chét vitexin va isovitexin tir vo hat dau xanh

(Vigna radiata), trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc:

i) phoi kho vé hat ddu xanh, sau d6 ngdm chiét v6 hat dau da phoi khd véi dung
mdi con 70% bing siéu 4m trong 30 phut & 45°C theo ti 1€ 1/3 (trong lwong/thé tich),
tién hanh ngam chiét 1ap lai 3 1in; sau d6 loc 1y phan dich chiét, c4t loai hoan toan
dung moi dudi ap suat giam dé thu dugc cin chiét con: phan cin nay dugc phan bb lai
trong hdn hop cdn nudce, chiét voi dung mdi n-hexan hai 14n, thu phén dich n-hexan dé
cét loai dung mdi thu duge ciin n-hexan; tiép theo, axit hoa phén cbn nude bang axit
HCI 1% va chiét véi etylaxetat 4 14n, thu liy phan dich etylaxetat, cat loai dung moi

thu dugc can etylaxetat;

ii) séc ky cot silica gel can chiét etylaxetat thu dugc & bude (i) véi hé dung moi
EtOAc/MeOH theo ty 1§ thé tich 1an lugt 14 100/0; 95/5; 90/10; 75/25; 50/50; 40/60;
20/80; 0/100 thu dugc 8 phan doan chinh ki hiéu tir F1 dén F8§;

iii) phén 1ap phan doan F3 thu dwgc & bude (ii) trén cot sic ky silica gel voi hé
dung mdi CH,Cl,/MeOH theo ti 1& thé tich 95/5; 90/10; 80/20; 70/30; 60/40; 50/50;
0/100, thu dugc 7 phan doan nhé ky hiéu 14n lwot 1a F3.1 dén F3.7; va

iv) tinh ché phéan doan F3.5 thu duoc & budc iii) trén cot Sephadex LH-20 v6i dung
moi metanol thu duge hdn hop chira hgp chét vitexin va isovitexin duéi dang chit rin

mau vang;

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hdn hop thu duge tir quy trinh nay chira hop chit
vitexin va isovitexin véi ham Iugng 16n hon 80% tinh theo tong ham lugng cua hdn

hop.

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 hdn hop thu duge c¢6 hoat tinh ¢rc ché enzym
HMGR.
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Hinh 1

V6 dau xanh
Vigna radiata

-Ngam chi€t 31an EtOH/H20
-Co quay loai dung moi

[ Cin téng EtOH/H20 J

-Phan b6 can chi€t trong n-hexan 2 14n
-Co quay loai dung moi

Dich Hz0

-Axit héa bang HCI 1%, pH 2-3
-Chiét 4 1an v6i EtOAc
-Co6 quay loai dung moi

Y Y

Can EtOAc Dich H20

Y

{ Cén n-hexan]

-Co kho

Chay cot sillicagel
EtOAc/MeOH gradient
thu 8 phan doan Cin H20
Chay cot sillicagel
CH:Cl2/MeOH gradient
thu 7 phan doan
Chay cot shephadex
LH 20, h¢ MeOH Hén hop
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Hinh 2
Vitexin (1) Isovitexin (2)
C [0c*° [ 6x™ (J, Ha) C__ [6™° [ou*(J, Ho)
Aglycone Aglycone
2 164,2 | - 2 165,7 | -
3 102,4 |6,75s 3 103,3 | 6,60 s
4 182,1 |- 4 180,3 | -
5 160,4 | - 5 157,5 | -
6 98,4 |6,24s 6 110,0 |-
7 162,8 |- 7 163,3 | -
8 104,7 | - 8 96,4 |6,51s
9 156,1 |- 9 159,1 | -
10 104,7 | - 10 104,3 | -
Iy 121,1 |- 1’ 123,0 | -
2 129,7 |8,01d (8,0) 2’ 129,3 | 7,85d (8,5)
3’ 115,9 16,89d (8,0) 3’ 117,2 16,94 d (8,5)
4 161,1 |- 4 162,0 | -
5’ 115,9 [6,89d (8,0) 5’ 117,2 16,94 d(8,5)
6’ 129,7 |8,01d (8,0) 6’ 129,3 | 7,85d(8,5)
OH-5 13,15 s
8-C-Glc 6-C-Glc
1” 73,9 [4,71d(9,0) 17 75,5 14,92d(10,0)
27 69,3 3,85dd (8,0; 8,5) |2” 72,3 [4,21t(8,0)
37 78,2 3 80,4
4” 68,2 |3,27-3,53 m 4 71,6 | 3,42-3,54
57 80,5 5 82,5
6"’ 61,4 |3,76d(11,0) 6"’ 62,7 | 3,77 dd (5,0; 12,0)
3,53 m 4,89 dd (2,0; 12,0)
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Hinh 3

OH "

Isovitexin OH o

OH (e}
Vitexin OH ° Catechin
Taxifolin
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