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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chét diterpen méi, chét 1am tring da chira hop chét
diterpen va phuong phap san xuit hop chét diterpen nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Mau da phu thudc vao sic té melanin ¢6 trong da. Su xuét hién cta cac dbm,
tan nhang va sy hinh thanh séc td sau khi chay ning dudng nhu 13 do lrong ling dong
sic t6 melanin bi tao ra qua mirc bdi UV hoic tac nhan twong tu. Khi tyrosinaza tac
dong dén tyrosin trong cac té bao melanin, tyrosin bi bién dbi thanh
dihydroxyphenylalanin, dihydroxyphenylalaninquinon, dihydroxyphenylalanincrom,
va sau d6 thanh indolquinon, va cudi cing bi oxy héa va polyme hoéa dé trd thanh
melanin c6 mau ndu sdm. Do d6, dbi vai cac thanh phén trc ché su tu tao ra tan nhang
va cac dém trong co thé, cin phai xem xét dén viéc rc ché quy trinh san xuit melanin
hodc 1am tring hodc tAy melanin da tao ra. Cac hop chit da biét 1a cac chét (rc ché hoat
tinh tyrosinaza 1a axit kojic, axit elagic, cac hop chat luu huynh nhu glutathion, va céc
ché phdm hydroquinon, va céc hop chét da biét 1a cac tic nhan dé 1am tring hogc tiy
melanin da tao ra lé hydro peroxit, axit ascorbic va cac din xuét ciia ching. Bén canh
d6, ndm trong sb cac hop chét ¢6 tac dung trc ché sy san xuét melanin, cac chat trc ché
su san xuit melanin c¢6 thé dugce sir dung, nhu nerolidol, isophytol, va geranyllinalool
chira cAu tréic riéng phén 1 1-en-3-ol (Tai liéu sang ché 1) va 13-oxo-14, 15-dinor-8-

(17)-labdan dugc tdng hop tir nguyén lidu ban du 14 manool (Tai liéu sang ché 2).

Mt khac, chiét phdm tir stevia da dugc théng bio 13 chira mot thanh phan 1am
tréng da (Tai li¢u séng ché 3). Stevia 1a mot loai cdy 1au nam thudc chi Stevia cia ho
Asteraceae ¢6 ngudn gdc tir Nam phi. Stevia 12 mot loai cdy 1am cac thanh phan tao
ngot, 14 cac steviol glycosit c¢6 kha ning tao ngot gép 300 1dn so v6i kha ning tao ngot
clia sucroza va dugc sit dung thay cho dudng trong cac thuc phim n kiéng, cac thuc
don dung cho bénh nhéan bi bénh dai thdo dudong, va cac bénh twong tu. Céc steviol
glycosit bao gdm cac thanh phin nhu steviosit, rebaudiosit A, rebaudiosit C va dulcosit
A. Trong tai li€u sang ché 3, viéc danh gia dugc thuc hién vé cac murc dd e ché hoat

tinh tyrosinaza cta phan doan chiét trong nudc, phan doan chiét trong 50% etanol va
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phan doan chiét trong etanol tir cac 14 stevia (san phdm da dwoc 1am kho) va da cho
thdy rang c4c phan doan tuong tmg c6 mitc d6 trc ché hoat tinh tyrosinaza nim trong

khoang tir 50 dén 58% va tuyét ddi an toan cho da va c6 tac dung 1am tréng da.

Ngodi ra, con c6 mot chit e ché su san xudt melanin c¢6 chira chiét phém tir
stevia (Tai liéu sang ché 4). Viéc danh gia dugc thuc hién véi dung dich chiét da duoc
tao ra bang cach chiét san phdm ctia 14 va thin cia stevia d duoc nghién thanh bot
min cing v6i dung dich etanol 50% va di cho thdy rang dung dich chiét nay cé mirc
do6 e ché sy san xuit melanin khoang 20% va c6 tac dung trc ché cao hon so véi axit

kojic ¢6 mirc d9 rc ché su san xuat melanin khoang 10%.

Hon thé nita, ciing ¢6 mot m§ phdm lam tring da c6 chta sophoraflavanon G,
xentaureidin va axit ascorbic (Tai liéu sang ché 5). Da biét ring xentaureidin c6 thé
duoc chiét tir stevia, cd thi, yacon, va tuong tu, va 1,6g san phém vO dinh hinh chra
xentaureidin dugc tao ra tir 5 kg ré va than stevia. M§ phim lam tring da nay dugc mo
ta 1a ¢6 tic dung lam ting tic dung trc ché sy san xuit melanin cua axit ascorbic boi
xentaureidin va sophoraflavanon G d biéu hién cac tic dong ngan ngura va cdi thién
su hinh thanh sic t§ mét cach khong binh thuong do viém va c6 tac dong thir cap 1a

cho phép cai thién dang ké tinh trang ctia b& mat da sau khi tinh trang viém giam.
Tai liéu sang ché
Tai liéu sang ché 1: Patent Nhat s6 3236130.
Tai liéu sang ché 2: Patent Nhat sb 4235602.
Tai liéu sang ché 3: Cong bb don yéu clu cip patent Kokai s§ H09-77636.
Tai liéu sang ché 4: Cong bb don yéu ciu cip patent Kokai s§ H11-335233.
Tai liéu sang ché 5: Patent Nhat sb 4471722.

‘Ban chit ky thuat cia sang ché

Tuy nhién, céc tdc dong trc ché sur tdng hop melanin cua axit kojic, axit elagic,
va céc axit twong tu 13 cuc ky thap. Khi ham luong thanh phan dugc tang 1én dé tao ra
mot tac dong thoa dang, thi s€ c6 mot gidi han vé ty 1€ tron do kha nang hoa tan va céac
yéu td tuong tu. Ngoai ra, céc thanh phén dugc mo ta trong Tai liéu sang ché 1 va Tai
lidu sang ché 2 déu 1a cac san pham téng hop. Do cac thanh phin lam tring da c6 tac

dong dén da cta ngudi, nén tot hon 1a sir dung thanh phan ¢6 nguén goc tr nhién dé c6
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tinh an toan m§ man.

Do viy, khi tdp trung vao stevia dn duoc dé dam bao tinh an toan, cac chiét
phdm trong etanol ctia cac 14 stevia kho da biét 1a c6 tac dung trc ché hoat tinh
tyrosinaza, nhu duogc thé hién trong Tai li¢u sang ché 3 va Tai liéu séng ché 4.0 day,
trong trudng hop sit dung chiét phdm trong ché phim ding ngoai da hogc chd tuong
tw, thi dugc wu tién néu str dung thanh phdn tinh khiét khong chira cac tap chét bét ky
khac, nhim loai bd céc thanh phin di tmg va c4c thanh phan twong ty. Tuy nhién, Tai
liu sang ché 3 tinh toan mirc d6 trc ché hoat tinh tyrosinaza bang cach st dung san
phim déng kho nhanh cia dung dich chiét trong etanol nhu vn c6 va khong nhan dién
hop chit bit ky. Ngoai ra, Téi lidu sang ché 4 cling khong chi ra hop chét cu thé bat
ky. Do d6, viéc phat trién mdt hop chit méi c6 tac dung lam tring da my man da va

dang 1a di€u mong muon.

Hon thé nira, Tai li€u sang ché 5 mo ta tdc dung ciia mot thanh phéan phirc hop
- duogc tao ra béi viée két hop céc tac dung (rc ché sy sdn xuat melanin cia xentaureidin
dugc chict xuat tir stevia, sophoraflavanon G dugc chiét xuat tir cdy dau va axit
ascorbic, trong d6 chi duy nhat mot thanh phan, nhu xentaureidin, khong c6 tac dung
rc ch€ sy san xuat melanin bat ky. Do vay, dugc mong mudn néu phat trién mot hop
chat m&i ma ban than né cé tc dung lam tréng da.

Ngoai ra, dugc mong muon néu chat 1am trang da c6 thé duoc sir dung rong rai
trong nhiéu tmg dung khac nhau, nhu 1am cdc m§ pham co ban va trang diém va c6 thé
pht 6n dinh. Do d6, mong mudn ¢6 mdt phwong phép san xuit chat lam tring da nhu
vay véi chi phi thap.

Vi ¢6 cac van d€ n€u trén, mot muyc dich cia sang ché 1a dé xuat hgp chat méi
c6 tinh an toan m§ man va tac dung lam trang da m§ man.

Mot myc dich khdc cua sang ché 1a dé xuat ché pham 1am tring da chira hop
phén hiru hi€u 1a hgp chat méi c6 tac dung 1am trang da m§ man.

Mot myc dich khac nita clia sang ché 1a dé xuét phuong phap san xuét hgp chat
mdi c6 tc dung lam trang da m§ man.

Céac tac gia sang che da nghién ctru cdy stevia mdt cach chi ti€t va da thay ring

chét 16ng 1€n men dugc tao ra bdi viéc 1én men cay stevia bang nam men chira mot
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thanh phan khéc voi cdc thanh phan cta cdy stevia, va dung dich 1én men bing nam
men va cdy stevia nay chira hop chat diterpen bic¢u hién tdac dung (rc ché su san xuat
melanin cuc ky cao va ¢6 thé st dung dugc lam chat lam trang da do né c6 tinh gay

doc té bao thp, nho d6 da tao ra sang ché nay.

Dic biét, sang ché d& xudt hop chit diterpen c6 cong thuc (VII) sau day hodc

muoi duge dung cia nd.

Ngoai ra, sang ché dé xuét chit lam trang da chtra hop phén hiru hiéu la hop

chit diterpen c6 cong thirc (VII) & trén hodc mudi duoc dung cia nd.

Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phép san xuét hop chét diterpen, khéc biét &
chd, n6 bao gém bude tao ra san pham 1én men tir nAm men va cdy stevia bang cich
1én men ééy stevia hogic chiét pham tir cdy stevia bing ndm men va budc thu hdi hop
chit diterpen c6 cong thie (VII) & trén tir sén pham lén men bing ndm men va cdy

stevia.

Sang ché dé xudt hop chit diterpen méi c6 cong thirc (VII). Hop chét nay biéu
hién tdc dung trc ché su san xuét melanin m§ man va c6 thé st dung duge lam cht

lam trang da.
M0 ta van tiat hinh vé

Fig.1 1a hinh v& minh hoa cac budc tach va cac san lugng trong quy trinh san

Xuét hqp‘chét c6 cong thtre (VII) trong Vi du 1.
M ta chi tiét sang ché

~ Theo khia canh thtr nhét, sang ché dé xuét hop chit diterpen c6 cong thiac (VII)

dudi day hodc mudi dugce dung cua nd.
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Trong ban mo ta, thuit ngir “mubi dugc dung” chi mét dang cia mudi 13 hop
chét theo sang ché, c6 thé chép nhan dugc vé mat duge ly va hau nhu khong ddc cho
céc ddi tugng ding mudi ndy. Cac mudi duge dung clia hop chét diterpen bao ham cac
mubi cong bazo hoic cac mudi cong axit c6 hé sd ty luong thong thudng c6 ngudn gbe
tlr cdc axit hitu co hodc v co hodc cac bazo v6 co khong doc thich hop. Cac vi du vé
céc axit vo co thich hop bao gbm céc axit halogen nhur axit clohydric, axit sulphuric,
va axit phosphoric. Cac vi du vé c4c axit hitu co thich hop bao gbm cic axit cacbonic,
céc axit phosphoric, va céc axit sulfonic, nhu axit axetic, axit propionic, axit glycolic,
axit lactic, axit hydroxybutyl, axit malic, axit maleic, axit malonic, axit salixylic, axit
fumaric, axit‘ sucxinic, axit adipic, axit tartric, axit xitric, axit glutaric, axit 2- hoic 3-
glyxerophosphoric, va céc axit vo co khac da biét dbi véi céc chuyén gia trong linh
vuc k¥ thuat nay. P& tao ra mubi theo mot phuong phép théng thudng, mudi duge tao
ra béi viéc cho tiép xtc dang bazo tu do ctia mot hop chét véi mot luong thoa dang
~ clia axit dugc mong mudn. Cac hop chét chua phan tir thay thé axit cling c¢6 thé tao ra
mubi bang cach sir dung bazo vo co hodc hitu co. Cac vi du khong nhim gi6i han vé
céc bazo thich hop @ tao ra cac mudi bao gdm céc bazo vb co nhu cic hydroxit ctia
cac kim loai kiém hodc kiém thd (vi duy, natri, kali, lithi, canxi, hodc magie) va céc
bazo ¢6 ngudn gbc tir cac hydroxit amoni (vi du, céc hydroxit amoni bac bén nhu
tétrametyl amoni hydroxit). Ngoai ra, cac mubi dugc tao ra tr cic amin duge dung
cling dugc xét dén, nhu amoniac, alkylamin, hydroxyl alkylamin, N-metylglucamin,
benzylamin, piperidin, va pyrolidin. Cac hop chét nhit dinh, nhu cac hop chit ¢co
nh6m carboxyl hodc nhém phenol hydroxyl, c6 tinh axit. Cac mubi phenol c6 thé duge
tao ra bang cach gia nhiét hop chét c6 tinh axit va bat ky trong sb cic bazo néu trén
cing v6i nhau theo cac phuong phéap da biét dbi véi cac chuyén gia trong linh vyc k¥

thudt nay.
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Hop chét néu trén c6 thé duogc tao ra boi qua trinh téng hop hoa hoc, va vi du,
¢6 thé duoc chiét xuét tir san phdm 1én men bing ndm men cta cdy stevia. Theo mot
phuong 4n d6i véi cdy stevia, chiét pham tir cdy stevia c6 thé duogc str dung la da duoc
didu ché tir trude boi viée chiét xudt cac steviol glycosit va cac loai khac tir cdy stevia
nh¢ st dung mdt dung mdi nhu nudce. Pic biét, theo khia canh thir hai, sang ché dé
xudt phwong phép san xuét hop chét diterpen, khac biét & chd, phuong phép nay bao
gbm budc tao ra san phim 1én men tir n4m men va cdy stevia bang cach 1én men cdy
stevia hodc chiét phdm tir cdy stevia bang nim men va budc thu hdi hop chat diterpen

c6 cong thure (VII) tur sdn pham 1én men bang ndm men va cdy stevia.

N4m men 12 mot vi sinh vét san xudt cacbon dioxit va ruou tir dudng. tac dong
nay duoc sur dung dé tao ra cac dich 1éng nhu rugu xa-ké Nhat ban, bia, va rugu vang,
cac thuc phém lén men nhu sfta dau nanh, twong, pho mat, va kim chi, va banh mi. Cac
tac gia sang ché da tién hanh phan tich chi tiét dung dich 1én men bang ndm men dugc
tao ra bai viéc 1én men cdy stevia bang ndm men va da chi ra rang viéc tao ra hop chét
diterpen c¢6 cong thirc (VII) 1a mot thanh phin khong cé trong cdy stevia va co tac
dung lam tréng da cuc ky my man. Tt hon, néu ndm men duoc st dung la loai

Saccharomyces.

Cay stevia (tén khoa hoc: Stevia rebaudiana) duge st dung theo sang ché la
mot loai cdy 14u nam thudc chi Stevia clia ho Asteraceae c6 ngudn goc tir Nam phi.
Céc terpenoit glycosit nhu steviosit va rebaudiosit A duoc chiét xuit tir cdy stevia
duoc st dung lam chét lam ngot va hién cling dugc tr@)ng & Chau A nhu Nhat, Trung
qudc, va Han qudc. Pac biét theo sang ché, Stevia Revaudz’aﬁa Bertoni va céac thuc vat
cdy cung ho véi no c6 thé duoc sir dung mot cach thich hop. Cac vi du khéac vé cay
stevia 6 thé str dung dugce gdm than va céc 14 clia cy stevia, toan bd céc phan cia cdy

stevia truede khi nd hoa, va ré va hoa clia cdy stevia trudng thanh.

Thudt ngir “chiét pham tir cdy stevia”, 1a muc dich cta qua trinh 1én men, chi
chiét phdm duoc tao ra bai qué trinh chiét xudt mot thanh phan dic thu tir cdy stevia
nho st dung nude hodc dung moi khac. Cay stevia chtra cac steviol glycosit cd thé sir
dung dugc lam chét lam ngot, nhu céc steviol glycosit thd dugc tao ra bdi viéce chiét
xudt céc steviol glycosit ddm dic tir cdy stevia nho st dung nude. Sang ché co thé st
dung céc steviol glycosit thd nhu vdy lam chiét phdm tir cdy stevia. Ngay ca trong

trrong hop qué trinh 1€n men dugc tien hanh bang cach bo sung ndm men vao chiét
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pham tir cdy stevia, giai phap theo sang ché van co6 thé cho phép thu hoi hop chat

diterpen tir san pham Ién men.

Pé lam cdy stevia dugc mo ta ¢ trén, cdy stevia tho dugc thu hoach & mdt thoi
diém thich hop c6 thé su dung hodc cdy stevia dugc lam kho sau khi thu hoach ciing
¢6 thé duge sir dung. San pham da lam kho nay 1a m§ man vé kha nang luu trir va la
thich hgp. Khi ndm men duoc bd sung vao stevia da duoc lam kho, cay duoc cit thanh
cdc méu nho hodc duoc nghién thanh bot tdi kich ¢& duoc dinh trude béng cach cit
ngan, nghién thanh bot, hodc cac phuong phép khac va hdn hop nay duge khudy, quéa
trinh 1én men bét ddu. Tét hon 13, cly stevia duoc sit dung biang cach phan riéng cic 1a

va than cua né.

Khi san pham da lam kho nay duoc dung 1am nguyén liéu, nuéc va ndm men
duoc bd sung bt stevia da lam kho duoc tao ra béng cach cdt thanh cac mau nho hodc
nghién thanh bot, tiép do hon hop nay duoc khudy va dé yén, nho dé qué trinh 1én men
c6 thé duoc bit dau. Luong nude can bd sung chi 1a lwong can thiét cho qué trinh Ién
men, va di dé bd sung mot luong nudce cho phép bot duoge thim udt toan bo. Cay
stevia trudce khi 1€n men c¢6 tinh ngot do sy ¢ mat cla céac terpenoit glycosit, nhung
khi qué trinh [én men xay ra, tinh ngot bi mat. Theo sang ché, sy mét tinh ngot duogc
xem nhu mot chi bao vé su két thuc qué trinh 1én men. Su mét tinh ngot nhu vy xay
ra & thoi diém tir hai t6i ba tudn & nhiét do trong phong. Nélh men c6 thé dugc bd sung

khi bat déu ciing nhu trong qua trinh Ién men.

Theo sang ché, qué trinh 1én men c6 thé dugc thuc hién khéng nhitng bang cach
bd sung ndm men vao cély stevia ma con bang cach st dung chiét pham tir cdy stevia la
dung dich chiét xuit dun s6i dugc tao ra béi vice dun soi chiét phim tir cdy stevia da
lam kho duoc nghién thanh bot, dung dich ngdm dugc tao ra boi viéc ngdm no trong
nude nong, hodc mot phan doan duoc dinh trude duge chiét xudt tir cdy stevia bang
nude hoge mot dung méi khac va bd sung nim men vao no. Ngay ca trong truong hop
nay, viéc két thuc qué trinh 1én men c6 thé nhan dién duogc boi sy mét tinh ngot.

Tiép theo, san phdm 1én men bing ndm men va cdy .stevia dugc lam kho. San
pham 1én men bang ndm men stevia chtra ndm men, va viéc lam kho san phim 1én men
¢6 thé cho phép dirng hoat tinh ctia nAm men. Tét hon, néu viée lam kho duoc tién

hanh & nhiét d6 nam trong khoang tir 5 dén 35°C bang cach lam kho bang khong khi.
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lam kho ty nhién, hodc mot phwong phép khéc. Su phan hiy, sy thodi bién va/hodc cac
qua trinh khéc cta cic hop chat dugce bao gom trong san pham [én men tir nAm men va

cdy stevia co the tranh dugc.

San pham l€n men bing ndm men va cdy stevia bao gdm hop chat diterpen theo

sang ché.

Pé lam dung moéi chiét cho hop chét diterpen, mot dung moi phéan cuc hodc
dung moi khéng phén cue ¢6 thé duge st dung. Theo cach khéc, hdn hop cua hai dung
mdi nay 6 thé dugc str dung. Cac vi du vé dung moéi chiét bao gdm nude, cac ruou co
tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon c6 thé ¢6 mach nhanh, nhu metanol, etanol, propanol, va
butanol, cdc rugu da chic nhu etylen glycol, propylen glycol, va rugu butylen, cac
keton nhu axeton va metyl etyl keton, cac este nhu metyl axetat va etyl axetat, cac ete
nhu tetrahydrofuran va dietyl ete, cic polyete nhu polyetylen glycol, cac halocacbon
nhu diclorometan, clorofom, va cacbon tetraclorua, cac hydrocacbon nhu hexan,
xyclohexan, va ete dau mo, cdc hydrocacbon thom nhu benzen va toluen, pyridin,
cacbon dioxit si€u téi han, cac dau va md, sap, va cac dau khac. Chung c6 thé duoc sur

dung mot minh hodc ¢ dang két hop cta ching.

Theo sang ché, duoc wu tién néu st dung ruou. Céc ruou thich hop gdém cac
rugu hda tri mot ¢6 tr 1 t6i 5 nguyén tir cacbon, trong s6 do etanol la duoc wu tién dic
biét. Ru'(_iu co thé 1a rurou trong nude chira nude. Trong trudong hgp st dung ruou trong
nude, tot hon néu ruou nay ¢6 ndng do nim trong khoang tir 30 dén 99% (thé tich/thé
tich), va t6t hon nira 1a tir S0 dén 90% (thé tich/thé tich). Qué trinh chiét xudt bing
ruou hodc ruou trong nude duge tién hanh mot cach thich hop bing cach bd sung dung
moi voi lugng nam tir 0,1 dén 100 phan khéi lugng, va tét hon 1a ndm trong khoang tur
1 t6i 50 phan khdi lwong cho 1 phdn khéi lugng (khéi lugng kho) cua san pham lén
men bing nim men va cdy stevia va sau do ngdm & nhiét do nim trong khoang tir 5

dén 35°C trong khodang thoi gian tir 3 dén 30 ngay.

Sau khi ngdm san phdm 1én men trong ruou hodc ruou trong nude, chat ran va
dung dich chiét duoc tach bing cach ly tam, loc, hodc tvong tu. Dung dich chiét nay
chira hop chit diterpen theo sang ché. Vi du, hop chét nay ¢6 thé duoc tich bang cach
loai bd dung mdi ciia dung dich chiét va sau do tach chéit rin va dung dich chiét boi

viéc thue hién phan b 16ng-1ong, sic ky cot, sic ky long, loc gel, xu Iy bing cacbon
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da hoat hda, chung cét tinh, va/hodc twong ty & dang mot minh hodc & dang két hop.
Ching co thé dugc chon khi can tuy thudce vao loai dung moi chiét duoc sir dung va
twong tur. Do hop chét diterpen 14 mot thanh phan ua chét béo, nén hop chét nay co thé
dugc tdch mot cach hidu qua bang cich chiét xudt bing mot dung moi wa chat béo c6

kha niang hoa tan hop chét diterpen va sau do tinh ché chiét pham nay.

Céc vi du vé dung mdi ua chét béo c6 kha nang hoa tan hop chit diterpen nhu
viy bao gdm Acéc halocacbon nhu diclometan, clorofom, va cacbon tetraclorua, cic
hydrocacbon nhu hexan, xyclohexan, va ete diu mé, va cac hydrocacbon thom nhu
benzen va toluen. Theo sang ché, clorofom c¢6 thé dugce str dung mot cach thich hop.
bidu nay la do qué trinh chiét xuit bing dung moi c6 thé duogc ap dung cho cac hé
thdng c6 cbng sudt 16n va ciing m§ man vé hiéu qua thu hdi hop chét diterpen. Dung
dich chiét xuét béng dung moi va chét béo co thé su dung deQc lam phén doan ua chét
béo bang cach loai bo dung moi. Theo cach khac, dung dich chiét xuat bang dung moi
ua chit béo co thé duoc rira bang nudc va sau do dung moi ua chét béo c6 thé duge s

dung dé tao ra phan doan ua cht béo.

Theo mdt phuong an vé cac dung moi wa chét béo, dung dich hdn hop dung moi
wa chét béo/dung moéi wa nude cd thé dugc st dung dé chiét xuét duoc diéu ché béng
cach b sung dung méi va nude véi luong nam trong khoang tr 60 dén 100 phén thé
tich, nhu nuéc, rugu co tir 1 toi 3 nguyén tir cacbon nhu metanol hodc etanol, ruou da
chirc nhu etylen glycol, keton nhu axeton hodc metyl etyl keton, este nhu metyl axetat
hodc etyl axetat, ete nhu tetrahydrofuran hogc dietyl ete, hdn hop ctia bat ky trong s6
céc dung moi ndy, hodc tuong tw, cho 100 phan khdi lugng cta dung moi uva chat béo.
Dung mdi wa chat béo va dung moi ua nude ¢ thé duoc phan tach thanh hai 16p boi
viéc dé yén hon hop cia ching sau khi tron. Bang cach két hop mot dung moi va chit
béo nhu vay va mot dung mdi wva nudc nhu vy, doi twong duoc mong mudn cé thé
duoc chuyén vao 16p dung méi va chét béo, cling nhu axit axetic va cac thanh phan tan
trong nude khac duge bao gdm trong san phim 1én men bing ndm men va cay stevia
c6 thé duoc chuyén vao 16p dung mdi wa nude. Dung méi wa chit béo nhu vdy co thé
1a clorofom, va dung moi wa nuée nhu vay c6 thé 1a nuée hodc metanol. Khi dung dich
hdn hop dugc diéu ché b'fmg cach tron clorofom va nudc theo ty 1€ 9: tir 3,5 t6i 5 (ty 1€
thé tich) duoc dé yén sau khi chiét xudt, dung dich nay dugc phan tach thanh lop

clorofom va 1¢p nude. Do d6, thanh phan duge mong mudn ¢6 thé dwoc thu hoi trong
-10-
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16p clorofom, cing nhu dung mdi wa nuéc c6 thé duge chuyén vao 16p nude, nho d6
tach thanh phin dugc mong mudn ra khoi cac thanh phin tan trong nuéc mot cach d&

dang.

Hop chét diterpen mdi theo séng ché c6 thé duoc thu hdi tir phan doan wa chit
béo nho sir dung phuong phap da biét. Dé tinh ché, vi du, bing céch sir dung sic ky
cot silicagel hoic sic ky cot dao pha, hop chét diterpen c6 thé dwoc tach ra khéi cac
thanh pha“m khéc trén co s& su khac nhau vé tinh phéan cyuc hodc tuy thudc vao trong
lugng phén tir. Theo cach khac, viée tinh ché bdi sy khac nhau vé d6 tan hodc tuong tu
c6 thé dugc thuc hién nho st dung mot loat dung moi c6 d6 tan khéc nhau. Hop chét
diterpen theo sang ché c6 tac dung trc ché su san xuit melanin m§ mén. Do véy, thanh
phan dugc mong mudn c6 thé duoc tinh ché bang cach kiém tra su c6 mit hay khong
clia cac tap chét trong cic phan doan tuong vmg biang TLC va cac k¥ thuat khac va
dong thoi danh gid cac tac dung trc ché su san xuit melanin ca né dé sir dung céc két

qud nhu mot chi béo.

Theo khia canh tht ba ciia sang ché 1a dé xuét chét lam tring da chta hop phan
hiru hiéu 13 hop chét diterpen c¢6 cong thirc (VII). Hop chét diterpen theo khia canh thir
nhét ciia sang ché c6 tac dung e ché su san xuit melanin my man va tinh gy doc té
bao thap, nhu dugc thé hién trong céc vi du dugc md ta & dudi. Do d6, hop chét nay c6
thé sir dung dugc 1am chét trc ché su san xuét melanin va chit lam tring da. Chit lam
tring da theo sang ché c6 thé dé cung cdp qua da nhu boi, cling nhu dé cip qua duong

miéng, bao.gdbm cung cap qua miéng va cung cap dudi ludi.

Céc vi du vé céc dang lidu lugng dé st dung bén ngoai cua chit lam trang da
bao gdm thubc md, cac dich 16ng, ché phdm phun, cao dan, cic diu va md, va bot.
Chét 1am tring da c6 thé bt ky trong sd cac m§ phdm co ban nhu kem dudng da, nhii
tuong, kem boi, va kem dép, cac m§ phim trang diém nhu nén trang diém, kem chéng
ning, kem nén, va phin boi mit, cic ché pham 1am sach nhu diu g0i ddu va chét tdy
trang, va tuong tu. Lugng hop chét diterpen dé tron trong céc chét lam tring da nay co
thé dugc chon theo nhu ciu tuy thudc vao chit nén, va ndm trong khoang ttir 0,000001
dén 20% khéi luong, t6t hon 1a tir 0,00001 dén 10% khéi luong, tt hon nira 14 tir
0,0001 dén 5% khéi lugng, va cu thé 14 t6t hon 14 tir 0,0001 dén 3% khéi luong.

Pé 1am céc thanh phan khéac dé tao ra chét 1am trdng da, c4c thanh phan dugc
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trén trong cac thanh phin 1am tring da thong thuong nhu cac m§ pham, quasi-drug
(gén nhu thude), va duoc phém ¢ thé duoc tron tuy thudc vao dang lidu luong va
trong tw. Cac vi du vé cac thanh phan nhu vdy bao gdm cac chit bio quan nhu
paraoxy metyl benzoat, paraoxy propyl benzoat, phenoxyetanol, va thymol, cac chit
chéng oxy hc’)a nhu natri hydro sulfit, axit ascorbic, tocopherol, dibutyl
hydroxyltoluen, dinatri edetat hydrat, va benzotriazol, cac chét hoat dong bé mat nhu
glyxeryl monostearat, sorbitan monostearat, poly(oxyetylen) dau thau dau da hydro
hoa 60, va polysorbat 60, cic chat didu chinh pH nhu axit xitric hydrat, natri xitrat
hydrat, men, diisopropanolamin, axit axetic, va natri axetat hydrat, chat lam am, cac
chét lam ddc, cac chét don vo co, cac chét tao mau, cac chét tao huong vi, cac chét hap
thu UV, cic chit hoat hoa té bao, va cac thanh phan bo dudng cho da khac. Ngoai ra.
chit nén va tuong tu c6 thé duge bo sung khi can dé diéu ché bét ky trong s ché pham
long dé st dung bén ngoai, ché phim ran dé sir dung bén ngoai, chat phun xit, thudc

md, kem boi, kem gel, cao dén, va cac loai khéc.
Vi du thye hién sang ché
Vidul
(1) Tao ra san pham Ién men bang ndm men va cdy stevia

Cay stevia da lam kho duoc tao ra bang cach lam kho thin va l4 cia cdy stevia
(tén khoa hoc: Stevia rebaudiana) dugc thu hoach tir Hokkaido & Nhat da duoc nghién
thanh cdc méau nho ¢6 kich ¢& khoang lcm hodc nho hon. 2000g cdy cédy stevia da
nghién thanh bot nay duge bo sung 45g ndm men (Saccharomyces) va 4500g nudc, va
khi hdn hop nay duge khudy duci diéu kién nhiét d6 niam trong khoang tir 25 dén
35°C, qua trinh 1én men duogc bat dau. Hon hop nay dugce dé yén ¢ nhi€t do nam trong
khoang tir 25 dén 35°C trong 14 ngay dé thuc hién qua trinh 1én men. Viéc mét tinh
ngot clia san phim lén men, s& dugc xem 1a két thuc qua trinh 1én men. San pham qué
trinh 1én men thu dugce dugc lam khd & nhiét do nim trong khoang tur 25 dén 35°C

trong 10 ngdy, va qua trinh 1én men bing ndm men dugc dimg lai.
(2) Chiét bing etanol trong nuéc
Toan bd lwong san phdm 1én men da duoc lam kho duge bd sung vao luong

26m 28,5% (thé tich/thé tich) etanol gap 10 lan khdi lugng ctia san pham, va trong khi

khudy nhe hon hop nay, etanol dugc thim vio san pham & nhiét do trong phong trong
-12-
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vai ngdy. Sau khi thim, hén hop nay duge loc qua bd Ioc ¢c6 kich ¢& ludi loc khoang
140. Phin dich loc thu dwge duge c6 dudi &p suét giam (60mmHg) & khoang 60°C va
duogc hp phu vao trong cot DIAION-HP20, tiép d6 dugc rira giai bing dung dich
etanol trong nudc 85,5%. Dung dich thu duge dugc st dung lam dung dich chiét

etanol trong nudéec.
(3) Chiét bang clorofom

Dung méi dugc chung cét ra khéi dung dich chiét etanol trong nudce, va sau d6
chiét phim thu dugc (40g) duge si dung 13 sin phadm 1én men stevia, ma 1000mL
clorofom dugc bd sung vao d6 dé thue hién qua trinh chiét xuit & nhiét do nim trong
- khoang tir 23 dén 28°C (nhiét do trong phong). Phan cin dwgce loc ra, va 16p clorofom
dugc cat phan doan. Sau do, dung mdi dugc chung cit ra dé tao ra dung dich chiét
clorofom (12,1g).

(4) Phan lap dbi twong duge mong mudn

Dung dich chiét clorofom (12,1 g) thu dugc & trén (3) duoc tach thanh 10 phin

doan bang céch sic ky cot silicagel sic ky cot véi cac diéu kién tach & duéi (1).
Céc diéu kién tach (1):
Cot: dudng kinh trong 7cm, cao 22cm

Chat don: silicagel (Silica Gel 60 N (dang hinh cu, trung tinh), ¢& hat ndm
trong khoang tir 63 dén 210pm, dugc san xuét béi hing KANTO CHEMICAL Co.,
Inc.), 320g |

Dung mdi rira gidi: cac dung dich hdn hop cia clorofom:metanol = 100:1 —
50:1 - 30:1 —» 15:1 — 7:1 - 5:1 — 0:1 dugc s dung 1am céc dung moi ria giai,
1000mL ciia mdi dung dich ndy dugc cdp 1an lugt vao cot, va 200mL ciia mdi dung

dich ndy duoc thu gom dudi dang phin doan.

Céac phan doan dugc thu gom: cac chat trong binh ciu tuong tng dugc thu gom
bang cach cat phan doan dugc tién hanh TLC (MERCK Silica Gel 60 F,s4). Trong
phép TLC, sau khi hién hinh dia TLC bang dung moéi clorofom:metanol =10:1, dia nay
dugc phun bang 50% axit sulphuric va dugc gia nhiét & 110°C dé phét hién cac vét
. hop chét. Trén co s céc két qua phat hién, dung dich chiét duoc cit phén doan thanh
10 phan doan tir a téi j c6 cac vét trong duong. Bang 1 thé hién céc san lugng cua cac
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phén doan tuong ung.

Phéan doan d (1,784mg) duoc tach thanh 6 phan doan bing cich sic ky cot

silicagel c6 cac didu kién tach dugc thé hién & dudi 2).
Céc diéu kién tach (2):
Cot: dudng kinh trong 5,2cm, cao 20cm

Chét don: silicagel (Silica Gel 60 N (dang hinh cu, trung tinh), ¢& hat ndm
trong khoang tir 63 dén 210um, dugc san xuét boi hing KANTO CHEMICAL Co.,
Inc.), 160g

Dung moi rira gidi: cac dung dich hdn hop ciia n-hexan: axeton = 7:1 — 4:1 —>
2:1 - 1:1 — 0:1 dugc sir dung lam céc dung méi rira gidi, 700mL ctia mdi dung dich
nay duge cip 1an lugt vao trong cit ndy, va 150mL cta mdi dung dich nay duogc thu

gom dudi dang phén doan.

Céc phan doan dugc thu gom: cac chat trong binh ciu twong ung dugc thu gom
bang cach cit phan doan duge tién hanh TLC (MERCK Silica Gel 60 Fs,). Trong
phép TLC, sau khi hién hinh dia TLC bang dung méi clorofom:metanol =10:1, dia nay
dugc phun bang 50% axit sulphuric va dugc gia nhiét & 110°C dé phat hién cac vét
hop chat. Trén co s& cc két qua phat hién, phén doan d duoc cit phin doan thanh 6
phan doan tir d-1 t6i d-6 c6 cac vét trong duong. Sy két tia xuit hién trong phén doan
d-4 va sau d6 dugc loc ra. Do phan dich loc (d-4-fil.) ctia phan doan d-4 va phéan doan
d-5 dugc quan st 13 ¢6 cac vét c6 cac gia tri RF tuong duong cia TLC, d-4-fil., va d-5
cung duogc két hop thanh mot phan doan. Phan doan nay duoc goi 1a “d-(4, 5)”. San
luong’cﬁa d-(4, 5) 14 380,9mg. d-(4, 5) dugc thuc hién dé phén 14p mdt vét chinh trong
qua trinh tach dudi day (3).

Phan doan d-(4, 5) (380,9mg) dugc cét phan doan thanh 7 phan doan bing cich

sic ky cot silicagel c6 cac diéu kién tach dwoc thé hién & dudi (3).
Cot: duong kinh trong 1,0cm, cao 21cm
Chét don: silicagel (YMC GEL ODS-A, 12 nm, S-75 um, AA12S75), 16g

Dung moi rira giai: cac dung dich hdn hop ciia nude:metanol = 5:5 (100mL) —

4:6 (100mL) —> 3:7 (100mL) —> 2:8 (100mL) — 0:1 (100mL) dugc st dung lam céac
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dung moi rira gidi, 700mL cia mdi dung dich nay duge cip 1dn luot vio trong cot nay,

va 20mL ctia mdi dung dich nay dugc thu gom duéi dang phan doan.

Céc phan doan duge thu gom: céc chét trong binh ciu trong ung dugce thu gom
bing cach cét phan doan dugc tién hanh TLC (MERCK Silica Gel 60 F,s4). Trong
phép TLC, sau khi hién hinh dia TLC bing dung méi nudc:metanol =10:1, dia nay
duoc phun bang 50% axit sulphuric va dugc gia nhiét & 110°C d& phat hién cac vét
hop chit. Trén co s& céc két qua phét hién, phan doan nay dugc cét phén doan thanh 7
phan doan tir d-(4, 5)-1 t6i d-(4, 5)-7 c6 cac vét tuong duong. Phan doan d-(4, 5)-3
dugc quan sat 1a c6 mot vét don, va sau d6 dung moi cua phan doan nay dugc chung

ct ra dé tao ra bot mau trdng (29,1mg), nd duge ky hiéu 12 Hop chét VIL.
(5) Xac dinh céu trac

Bot mau tring nay dugc tién hanh phén tich "H-NMR va BC-NMR. Béang 1 thé
hién cac két qua. Tir cdc mau hinh tin hiéu trong phép phan tich 'H-NMR va *C-
NMR, c6 thé thiy rang hop chét nay c6 16 nguyén tir cacbon va nhan A va nhin B cia
n6 c6 cling cAu tric véi cac nhan cla sterebin A da duoc cong bd 1a duge tach ra tir
stevia, déng thoi nhan C- va cdc nhén ké tiép ¢6 cAu tric khac nhau. Do vay, su hi¢u
chinh gitra HMQC va HMBC dugc kiém tra mot cach chi tiét, két qua 1a sy hiéu chinh
v6i HMBC dugc thé hién trong Bang 1 dugc quan sat, nh& d6 hop chét nay cubi cing
duoc x4c dinh 14 hop chét diterpen ¢6 cong thire (VII) & dudi. Khung chinh va cac chi

s6 vi tri ctia hop chét nay dugc chira trong Bang 1 & dudi.
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Bang 1

Dit liéu NMR ctia Hop chéit VII trong CDCly

Vitri | 8C |da |8H (da vach, J tinh|'H-'H |NOESY |HMBC
vach | theo Hz) COSY
1 39,1 |CH, | 1,07 (1H, m) 9,18
1,42 (1H, m)
2 17,9 |CH, | 1,25 (1H, m)
1,48 (1H, m)
3 432 | CH, | 1,24 (1H, m) 1
1,47 (1H, m)
4 33,9 |qC
5 58,9 |CH |1,28 (1H, m) 6 7,9 6, 10
|6 73,0 |CH |3,73 (1H, m) 5 13,15 |7
7 81,5 |CH |[3,70 (1H, m) 59,14 |6
8 87,7 |qC
9 56,2 |CH |2,01 (1H, dd, J= 14,7, 5,7 1, 5, 8,
6,7) 10, 11,
16
10 354 |qC
1lo.  [28,4 |CH, |2,29 (1H, dd, J= 16,1, 8,12
5 6,8) 2,49 (1H, dd, J= 9. 12
16,1, 14,7)
12 176,3 | qC
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séng dugc dém, va lugng sén xuét melanin cho mdi dung dich duoc do, nhd d6 tinh
toan dugc lugng san xudt melanin cho mdi té bao séng (ng/10* té bao) theo céc
phuong phép do duéi day dé tinh toan lwong san xuit melanin trén s6 luong té bao va
mirc d6 san xut melanin so v6i di chimg. Ngoai ra, néng d6 melanin béi hop chét ¢6

cong thire (VII) theo lwgng san xuét melanin (ng/10* cac t& bao) cho mdi t& bao sdng
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13 17,9 | CH; | 1,35 (3H, s) 6, 11p,]7.8,9
16

14 357 |CH; | 1,17 (3H, s) 7 3.4

15 22,1 |CH; | 1,00 (3H, s) 6 3.4, 14

16 16,4 |CH; |0,97 (3H, s) 6, 11p,]1,9
13

Vidu?2

Lién quan téi hop chit dugc tao ra & Vi du 1, sb lugng t€ bao u melanin B16
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trong dbi chimg dugc tinh toan. Bang 2 thé hién céc két qua. Nong d6 ctia hop chét 1a
100uM, va 1000uM axit kojic dé so sanh duge xir 1y theo cung céach.

(Phuong phép do)

Céc phuong phép dé tinh toan lugng san xuit melanin trén sb luong té bao va

muc d§ san xuat melanin so véi d6i chirng 1a nhur sau.

MBbi truomg duogce loai bod ra khoi cac t& bao u melanin cta chudt nhit B16 da
dugc nudi cdy qua dém trong dia 6 15, mdi 13 nay duge bd sung 2mL mdi truong 10%-
FBS-DMEM (ndng d6 cubi cia DMSO duge st dung @& hoa tan miu: 0,1%)
theophylline (ndng do cudi: 10mM) duge cho vao né va miu c6 ndng d6 duge mong

muodn dugce bo sung.

Cic té bao dugc nudi cdy & 37°C vé6i su c6 mit ciia 5% CO, trong 72 gio. Sau
d6, mdi trudng dugc loai bod va céc té bao duoc rira hai 1an br?mg nude mudi duge dém
phosphat déng truong d6 pH 7,4 (PBS). Mdi 15 nay dugc bd sung 200p! dung dich
0,25% trypsin-EDTA dé xtr Iy bang trypsin; sau d6, 1mL mdi truong dugc bd sung
vao d6; va toan b lugng dung dich t& bao dugc thu gom trong 6ng ly tam loai 15mL.
Sau khi quay ly tdm dung dich t& bao nay véi 1000 vong/phut trong 5 phut, dich ndi
trén bé mit duoc loai bé va 2mL PBS dugc bd sung dé tao ra huyén phi mot 14n nira,
' 200p] huyén phit nay duoc chuyén vao vi 6ng dé dém sb lugng té bao nhd sir dung -
may dém té bao (SCEPTER (nhdn hidu hang di ding ky) duoc san xuét boi
hangMilipore Corporation). Dung dich té bao con lai cling dugc ly tdm trong cing mot
diéu kién, tiép d6 dich ndi trén bé mat duoc loai bd, va ImL 1M NaOH duoc bd sung,
tiép d6 1a xir 1y trong bé nudc & 80°C trong 1 gio. Mitc d6 hip thu cia phan c6 chit
dung giai té bao duogc do & bude song 475nm nhd st dung IMMUNO MINI NJ-2300
(duge san xudt bdi hang Cosmo Bio Co., Ltd.) d& tinh todn luong san xuét melanin
trén sd lugng t€ bao. Melanin téng hop (dugc san xuit boi hang Sigma-Aldrich Co.
LLC.) d4 hoa tan trong 1M NaOH dugc st dung cho dudng cong chudn. Dit lidu duge
dai dién béi mirc dd san xuit melanin trén sb lugng té bao va phén tram té bao séng
- khi céc gia tri ctia nhém ddi chimg (mdi trudng duogc bd sung 1mM theophylline) dugc
xem 12 100%, va dir liéu twong tng dugc trinh bay theo gi4 tri + d6 1&ch chudn (n = 3).
Ngoadi ra, viéc phén tich bién s6 (ANOVA) va thir nghiém da so sanh (Phuong phép
Dunnet) duge st dung cho phép phan tich thdng ké. J
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v6i d6i chimg (%)

Béang 2
Déi ching Axit kojic Hop chit c6
(100 uM)
Lugng san  xuit|71,6+6,3 32,7+ 1,1 13,0 £3,3
melanin (pg/ml)
S6 lugng t& bao séng | 84,4 + 1,7 91,3+ 0,9 80,7 £2,8
(x10*/ml)
Kha ning séng sot té | 100 1082 + 1,1 95,6 + 3,3
bao (%)
Lugng  san  xuit|8492+91,9 358,1 £13,4 |162,1+43.38
melanin
(ng/10* cac té bao)
| Néng d6 melanin so | 100 42,2 +1,6%%*% | 19,1 +52%%*

**%: sai khac dang ké so vdi ddi chimg (p < 0,001)

Séang ch€ khong chi gi¢i han & cac phuong an duge mo ta & trén, va cc cai bién

Séang ché nay dya trén co s¢ don yéu cdu cip patent Nhat No. 2012-257994 ndp

Hop chit diterpen méi theo sang ché c6 mirc do san xudt melanin thép hon so

hop vao ddy biang cach vién dan.

Kha nédng tmg dung trong cdng nghiép
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trén phuong 4n ¢6 thé dugc két hop tr do véi nhau.

chit diterpen 12 hop chit c6 ngudn gbc tir san phim tu nhién.

khéac nhau va céc tmg dung c6 thé dugc dwa ra. Ngoai ra, cac dau hiéu riéng 1é ciia &

ngdy 26/11/2012, ma toan bd Phin mo ta, Yéu ciu béo ho, va cc hinh vé duge két

voi axit kojic da biet 1a mot chat rc ché su san xuat melanin va do vay cé thé biéu hién

tac dung 1am tring da m§ man, cling nhu m§ man vé tinh an toan va hitu ich do hop
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét diterpen c6 cong thire (VII) hodc mudi duoc dung cua no:

2. Chat lam tring da chtra hop chét diterpen ¢4 cong thirc (VII) hodc mudi duge dung

cua no:

3. Phuong phap san xudt hop chét diterpen, khac biét & chd, phuong phap nay bao 2om

cac budc:

tao ra sdn pham lén men tir ndm men va cdy stevia bang cach 1én men cdy stevia hoic

chiét pham tur cay stevia bang nam men; va

thu hoi hop chit diterpen ¢ cong thire (VII) tir sén pham 1én men bing ndm men va

cdy stevia:
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[FIG.1]
phén chiét qué trinh 1én men stevia
SBP
Lot: Ty-11 |
40 g i
CHCl3-H,0

16p H,0
(9 9)

Séc ky cot silicagel (Si C. C.)

| TLC- | | (CHCIIz-McOH) | | |
Fr.a Fr.b Frc Fr.d Fr.e Fr.f Fr.g Fr.h Fr.i Fr.
(1-5) (6.7) (8.9) (10,11) (12,13) (14) (15,16) (17-19)  (20-23) {24-33)
(281 mg) (672mg) (808mg) (1784 mg) (3531 mg) (873 mg) (2344 mg) (1879 mg) (1454 mg) (469 mg)
. .
(SiC.C)
TLC-2 gn-hexan-axeton) .
Fr.d-1 Fr.d-2 Fr.d-3 Fr. d-4 Fr. d-5 Fr.d€
(26 mg) (21 mg) (21 mg) (340 mg)
fil. ppt. fil. ppt.

(469 mg) (101 mg)

(652 mg) (203 mg)

I

TLC-3

0,9 mg)

44,5
( CRome)

ODS SiC. C. (MeOH-H,0)

Fr. d-4,5-1 Fr. d-4,5-2 | Fr. d-4,5-3
(29,1 mg)

(16,4 mg) (26,1 mg)
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Fr. d-45-4 Fr.d-45-5 Fr.d-456 Fr.d457
(27,9 mg) (62,3 mg) (27,4 mg) (95,4 mg)






