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1. GIGI THIEU LUAN AN

a. Ly do va tinh can thiét cia nghién ciu

Actisd (Cynara scolymus L.) duoc ding dé hd tro diéu tri cac bénh
vé gan, mat va ha lipid méau. Hién nay Actiso dugc trong phé bién ¢
nhiéu noi trén thé gidi véi quy md va san luong 16n. Tai Viét Nam,
Actisd dugc trong nhidu & Pa Lat, Sa Pa, Tam Pao nhung céac dé tai
nghién ctru vé& hda thuc vat con han ché, cac dé tai thuong lién quan
dén nganh chin nudi va néng nghiép. Hién nay, viéc nghién ciru phat
trién thudc tir Actisd 1a hoan toan phu hop véi chinh sach quéc gia vé
thudc va dinh hudéng phat trién duoc lidu caa Bo Y té vi Actisd 1a mot
trong 40 cay thudc dugc dinh huéng wu tién dau tu phat trién.

Hién nay thi treong Viét Nam va thé gioi cé rat nhiéu ché pham
tir Actisd. Cac nghién ciu 1am sang cho thay cé nhiéu két qua khéng
tuong dong va mat trong nhitng nguyén nhan dugc cho la do céc cao
chiét 14 Actisd chua duoc tiéu chuan hda nén co su khéc biét 16n vé
ham lugng polyphenol giita cac ché pham. Chinh vi vdy, muc dich
chinh ciia nghién cau 1a san xuat ra cac cao chiét ciing nhu ché pham
dat chét lugng twong duong hodc cao hon mdt s6 ché pham uy tin va
ndi tiéng ciia nudc ngoai (Chophytol - Rosa Phap,...).

b. Muc tiéu nghién cau

1. Nghién ctru tiéu chuan héa dugc lieu 14 Actisd.

2. Nghién cau quy trinh san xuat ban thanh pham (cao chiét) va
thubc (thanh phdm) tir cao Actisd ¢6 ham lugng cynarin va acid
chlorogenic twong duong hodc cao hon ché pham nuéc ngoai
(Chophytol cua Phap).

c. P6i twgng va phuong phap nghién ciru
% Doi twong nghién ciu: LA Actisd (gidng xanh) 1a nguyén liéu
chinh dung trong chiét xuét, phan lap, xay dung quy trinh dinh



lwong va nghién ctu san xuat cao chuan hda. Viéc dinh danh dwoc
thuc hién boi TS. V6 Van Chi. Céc bd phan dung khéc (hoa, théan,
ré, gan 14) cua 2 gidng Actisd (xanh va tim) dugc dung dé nghién
ctru so sanh vé thanh phan va tac dung sinh hoc. Cac mau duoc luu
tai b6 mon Duoc liéu, khoa Dugce, PH'Y Dugc TPHCM.

% Phwong phdp nghién curu:

Duoc ligu duogc chiét xuat bang phuong phap chiét nong, phan lap
cac chat bang sic ky cot silica gel, sephadex va sic ky diéu ché,
xac dinh cAu tric cac hop chit bang phé MS va NMR.

Céc chét chinh gdm cynarin, acid chlorogenic, cynarosid duoc
phan lap va thiét 1ap chét ddi chiéu theo 1SO 13528 va 17025. Xay
dung quy trinh dinh lwong bang HPLC hoic UPLC-PDA va thim
dinh qui trinh theo huéng dan cua ICH.

Céc cao chiét va cac chit tinh khiét phan lap dwoc thir hoat tinh
chdng oxy bang thir nghiém DPPH va MDA véi chiing duong va
acid ascorbic va silymarin.

Khao sat phuong phép chiét xuat cao Actisd giau ham lugng cynarin
va acid chlorogenic & quy mé phong thi nghiém, va trién khai chiét
Xuat cao Actisd & quy md 16n (500 kg phién 1a/mé).

Duya vao cong thirc va quy trinh bao ché di khao sat trude day, ap
dung bao ché véi nguyén liéu cao Actisd chuan hoa da nghién ciru
va nang cap c& 16 san xuét vién nén bao phim quy mé 15.000
vién/16. Khao sat do 6n dinh caa ché pham.

d. Nhitng déng gép méi cia nghién ciru vé mit ly luan va thyec tién

Lan dau cung cap quy trinh phén lap dong thoi 3 CBC (CY, AC,
CR) dat hiéu suét cao, quy trinh don gian d& thuc hién véi diéu
kién nghién ctru trong nudc.

Lan du cong bd vé dong thai tich liiy ham luong acid chlorogenic



trong 14 Actiso theo thoi gian thu hai va ham lugng cynarin trong cac
cao chiét twong ing cuia ching.

- Lén dau cong bd sy khéc biét vé 12 thanh phan polyphenol chinh
va hoat tinh chéng oxy hoa cua 2 gidng Actisd tréng pho bién tai
Pa Lat (gidng xanh va tim).

- Landéu cdng bd vé su khéc biét 12 thanh phan polyphenol chinh cua
cac bo phan dung (14, gan 14, than, ré, hoa) cua 2 giéng cay Actiso.

- Lén dau cong bé so sanh ham lwong 12 polyphenol chinh cua céc
ché pham Actisé trong nuéc so véi ché pham nuéc ngoai.

- Lén dau c6ng bé so sanh hoat tinh chéng oxy héa trén 2 mé hinh
(DPPH va MDA) cua 9 hop chét tinh khiét phan lap tir 14 Actisé.

- Lén dau cdng b so sanh HTCO trén 2 md hinh (DPPH va MDA)
ctia cac cao chiét tir cac cac bo phan dung cua 2 gibng Actiso.

- Lan d4u san xuit thanh cdng cao chiét Actisd chuan héa va vién
nén bao phim tir cao Actisd véi ham luwong acid chlorogenic va
cynarin dat chét luong cao.

e. B6 cuc caa luin an
Luan an gom 151 trang: M¢ dau 2 trang, tong quan tai liéu 33
trang, dbi tuong va phuong phap nghién ctru 22 trang, két qua nghién
ctru 66 trang, ban luan 25 trang, két luan 2 trang va kién nghj 1 trang.
Luan an c6 80 bang, 47 hinh, 198 tai liéu tham khao gom 15 tai
lidu tiéng viét, 174 tai liéu tiéng Anh va 9 trang web; 63 phu luc thé
hién cac két qua thuc nghiém.

2. TONG QUAN TAI LIEU
2.1. Thyc vat hec
Cynara la loai ludng boi (2n = 2x = 34) nén chiing da dang vé
kiéu gen. Lanteri va cong su (2012) d bao cao vé sy da dang kiéu hinh
duoc tao ra & cac thé hé con nho lai hoa kiéu gen cua Actisod trong Véi
cay Cardoon trong va Cardoon dai. Porceddu va cong su (1976) d&
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Xuit chia cac giéng cdy Actisd thanh 4 nhém (Spinosi, Catanesi,
Violetti, Romaneschi) dua vao dic diém hinh thai cia hoa dau.

O Viét Nam, Actisoé dugce ngudi Phéap di thyuc tir thé ky 20. Hién
nay, 2 giong Actisd A80 (“giéng tim”, ky hiéu AT) va giéng A85
(“gidng xanh”, AX) dang durgc trong va nhan gidng rong réi tai Da Lat.
Cay Actisd c6 nguy co thoai hoa ngudn gen vi ¢d su suy giam nghiém
trong vé san lugng va chét lugng trong nhimg nim gan day do phuong
phap nhan gidng vé tinh truyén thong dé bi lay nhidm bénh tir cay me.
Hién nay, chua c6 nghién ciru so sanh ham lugng polyphenol chinh trong
2 giéng Actis6 nay dé cung cap co sé khoa hoc cho viéc lya chon gidng
trong san xuat ché pham.

2.2. Thanh phan hoéa hec

La Actisd giau polyphenol (acid phenol va flavonoid); sesquiterpen
lacton (vi déing cua 14 Actisd 1a do cynaropicrin). Polyphenol chinh 1a céc
acid caffeoylquinic (CQA) goém acid mono-CQA, di-CQA va
flavonoid (cynarosid va scolymosid). Trong d6, acid chlorogenic (5-
CQA) va cynarosid (flavonoid) dugc xem la “marker” quan trong
trong 14 Actisd. Cynarin (1,3-diCQA) Ia hop chat dwoc tao ra trong qué
trinh chiét xuat ¢ nhiét d6 cao nén chi cé trong céc cao chiét.

2.3. Tac dung sinh hec

Dich chiét tir 14 Actisd thé hién mot sb tac dung c6 hiéu qua trén
Iam sang trong diéu tri rbi loan tiéu hoa, hd tro diéu tri cao lipid huyét,
cao huyét ap va viém gan nhiém m& khong do ruou la nho tac dong
chéng oxy héa, lgi mat va ha lipid cta cac hgp chat CQA va flavonoid.
2.4. Phan tich polyphenol trong Actisd

DDVN V dinh lugng cynarin trong cao Actisd bang phuong phép
UV-Vis. Tuy nhién phuong phap nay cé do chon loc khong cao vi
trong la Actisd c6 cac dong phan khac déu co cung phd UV. Ngoai ra,
DDVN yéu cau dinh tinh cynarin trong 14 Actisd, nhung hop chit nay
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duoc chizng minh khdng ¢é & trong 14 ma chi ¢6 & cao chiét Actisd (do
duoc tao ra khi chiét xuat ¢ nhiét d6 cao). Do d6, Duoc dién Anh,
Phap, Y, Chau Au déu khdng ¢ chi tiéu kiém nghiém cynarin trong Ia
Actisd. Chinh vi vay, cac tiéu chuan chat luong cho “14” va “cao”
Actisd cia DBVN can phai dugc xay dyng lai vé chi tiéu ciing nhu
phuong phap thir cho phii hop véi céc tiéu chuan quéc té.
2.5. Quy trinh chiét xuét polyphenol tir 1a Actisd

Eich va cong su (2004) da dang k¥ sang ché (US 2004/0234674
Al) vé phuong phap chiét xuat lam giau céc thanh phan CQA va
flavonoid tir 14 Actisd nhu sau: L4 Actisd (tuoi hoic khd) dugc chiét
Xuat véi nudc hoic véi methanol, ethanol hoac hdn hop dung méi nay
Vv6i nuéce, €6 thu hdi dung méi, rira dich chiét voi dung méi hitu co
kém phén cuc (alkan, alken, ete, este, hoac dung méi c6 chlor), tach
loai bo phan dung méi hitu co. Sau d6 lic phan bd véi hdn hop 2-
butanol va ethyl acetat, c6 cin thu duoc cao chiét A. Phan dich chiét
nuéc con lai thu duoc cao chiét B. Cao chiét A giau céac polyphenol
hon cao chiét B, c6 tac dung trc ché sinh tong hop cholesterol va chdng
oxy hda manh hon dang ké so véi cao khac. Nguoc lai, cao chiét B c6
hoat tinh cha yéu trén chimng khoé tiéu cao hon cao chiét toan phan.
2.6. Téng quan vé dang bao ché

Cao kho Actisd 1a mot trong sb cac cao chiét tir duoc liéu da dugc
trng dung 1am thubc duoc liéu véi nhidu dang bao ché khac nhau dung
tri liéu cac bénh lién quan vé gan mat. Tir ché phdm dau tién Chophytol
(Rosa — Phap) nhap vao Viét Nam, dén nay Viét Nam c6 khong dudi
20 loai san pham chii yéu 1 vién nén chira cao chiét tir 14 Actisd. Tuy
nhién, ngoai trir céc doanh nghiép uy tin, phan 16n cac co sé san xuat
khong dua keém chi tiéu co s&; hodc ¢6 nhung cac chi tiéu don gian,
thiéu tinh khoa hoc cua cao chiét Actisé giy kho khan trong danh gia
chat lugng ciia cac thanh pham.
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3. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. P6i twong nghién ciu
3.1.1. Nguyén v4t ligu: L4, hoa, ré, than gia ciia 2 giong cay Actisd
(gidng xanh va tim) dwoc thu héi tai vuon & phuong 5, Da Lat tir
10/2014 dén 5/2017. Cao khod Actisd (BV Pharma). Cac ché pham tra
Actisd tdi loc duoc mua & thi truong trong nudc 5/2017. Cac ché pham
tir cao chiét Actiso duoc mua ¢ Viét Nam, Phap, My, Buc (2/2020).
3.1.2. Hoa chdt va dung méi: Dung méi dat tiéu chuan phan tich gém
CHCIs;, MeOH, EtOH, EtOAc, n-BuOH. Dung mobi dung cho
HPLC/UPLC gom ACN (Scharlau), MeOH, acid formic (Merck), acid
trifluoroacetic (Prolabo). Silica gel 60 va Cis (40-63 um). Chuén acid
chlorogenic, cynarin va cynarosid (Phytolab-buc). Silymarin (Sigma,
31K1467) va acid ascorbic (Sigma, A92902). DPPH (Sigma,
STBD1145V). KClI 1,15 %; dém phosphat 50 mM, pH=7,4 (KH2POs4,
K2HPO,); trichloroacetic (TCA) 10 %; acid thiobarbituric (TBA) 0,8 %.

Pong vat thi nghiém: Chuot nhit tring duc khoe manh, chang
Swiss albino, trong lwong 25 + 2 g, 5 - 6 tuan tudi, dugc cung cap boi
Vién Vic xin va Sinh pham Y té - TP. Nha Trang. Chudt duoc nudi 6n
dinh bang thuc phim vién, rau xanh va nudc udng day da it nhat 1 tuan
truge khi thir nghiém. Chudt sinh 1y duge mé lay gan dang trong thir
nghiém MDA (malondialdehyd) (ex vivo).

Bang 2.2. Cac ta dwgc diing trong nghién ciru bao ché

T4 dwoc Xuét xir Ta dwoc Xudt xir
Cao kho Actisd* Cao nghién cuu Glyceryl behenat Gattefossé - Phap
Microcrystallin cellulose Trung Quéc Magnesi stearat Trung Quéc
Silicon Dioxid Grace - buc Vivacoat JRS Pharma - buc
Natri Croscarmellose JRS Pharma - An B Mau nau (Brown) Fiorio colori - Y
Magnesi carbonat Scora-Phép

*Cao nghién ciu chira 2,6 % cynarin va 2,3 % acid chlorogenic ( TCCS)
3.1.3. Thiét bj duing trong nghién cizu
May déng kho; MPLC; prep-HPLC; may do phé NMR, MS;



HPLC; UPLC; may ly tdm; cot Sunfire Cis (250 x 4,6 mm; 5 um);
ThermoFisher Cig (100 x 2,1 mm; 2,6 um); may do phd UV, may do
pH, may khuay gia nhiét, may nghién dong thé, may doc ELISA. May
rira dugc lidu, ndi chiét xuat co &p luc 3.000 lit, thiét bi cd quay tuan
hoan ap suat giam (1.000 lit/gio), may siy phun suong 50 lit/gio. May
tron chir V 500 lit, dap vién 27 chay, bao phim 150 lit, dong lo, do ty
trong, do do chay, do cung; thir d6 ra, do mai mon va do hoa tan.

Noi nghién ciu: Cac b moén (Duoc li¢u, Dugc ly, Cong nghiép
duoc); Trung tam Pao tao va Nghién cau phét trién thue ¢d nguon
géc ty nhién. Vién Kiém nghiém thudc TP. HCM: Khoa Thiét Iap chat
chuan va chét ddi chiéu. Co s& chiét xuit duoc liéu tai phuong 5, Pa
Lat; Nha may BV Pharma-Cu Chi.

3.2. Phuong phap nghién ctiru

Noi dung nghién ciru ciia dé tai dwoc tom tit nhu sau:

LA ACTISO
[ \
[ THANH PHAN HOA HOC ‘ | KIEM NGHIEM | ‘ CHIET XUAT TAC DUNG SINH HOC
Chigt xust, phan l3p Thiét I3p chat di chiéu Tham do Chéing oxy héa
o — A phuong phap
Xac dinh céu tric —|__Quy trinh dinh lugmg | chiét xut DPPH—
Phan I4p chit Dong thii tich 1oy | [ L ppa—
d8i chiéu Binh lugng cic cao chiét '\M‘
—Dinh lrgng cic ché phdm
| Chat tinh khiét ‘

|| Sanxudt cao chuin héa
(500 kg phién 1a/mé)

San xudt vién nén bao phim
200 mg cao Actis6é (15.000 vién/I8)

Hinh 2.1. Se dd tém tit ngi dung nghién ciu
3.2.1. Nghién ciru thanh phan hoa hec
Chiét xuat: Phién 14 tuoi (90 kg) dwoc rira sach, hip & 100 °C/ 10
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pht, ngdm néng voi ethanol - nude (1:1), ¢d dén cao long, lic phan

bé véi chloroform (Cf), ethyl acetat (EA), n-butanol (Bu) thu dwoc 60

g cao Cf, 30 g cao EA va 90 g cao Bu. Phan lap: Bang cac phuong

phap sic ky VLC, MPLC, sephadex LH-20, tinh ché bang semi-prep.

HPLC; pha tinh gém silica gel 60 va Cyg (40-60 um).

Chiét xuat, phan lap chit doi chiéu (CPC): Dya vao quy trinh
phan 1ap cac chat dé dua ra phuong phap phu hop va 6n dinh dé phan
lap cdc CDC (= 500 mg), do tinh khiét HPLC > 95 %.

Xic dinh ciu tric: Bang phd MS va NMR, so sanh voi tai liéu.
3.2.2. Nghién ciru phén tich kiém nghiém
a. Thiét 1ap chat dbi chiéu (CPC):

Theo huéng din cua tai liéu do ASEAN 4n ban. Binh tinh bang phé
UV, IR, MS, NMR. Binh luong bang HPLC-PDA so véi chuan so cap
(CSC). Panh gia dong nhat 18 va lién phong thi nghiém dat GLP. Gi
tri 4n dinh va cdng b duogc xac dinh theo hudng dan cua 1SO 13528.
b. Xay dung quy trinh dinh luwong:

Xay duwng 3 quy trinh dinh lwong tity vao doi twong nghién ciru:

- L& khd Actiso: (1) Dinh lwong dong thoi 3 polyphenol chinh bang
HPLC-PDA phuc vu cho tiéu chuan héa duoc liéu, nghién ctru dong
thai tich lity hoat chat va kiém nghiém céac ché pham tra tdi loc.

- Cao khd Actisd: (2) Pinh lwong dong thoi 4 polyphenol chinh
bang HPLC-PDA phuc vu cho tiéu chun héa cao chiét, ban thanh
pham va ché pham. (3) Pinh lwong dong thoi 12 polyphenol bang
UPLC-PDA nham so sanh TPHH trong cac cao chiét ciia BPD (l4,
gan, than, ré, hoa) va cac ché pham tir cao Actisd trén thi truong
trong va ngoai nudc.

Cic bwéc xay dung quy trinh dinh lirong bao gom: (a) Khao sat diéu

kién sic ky (HPLC/UPLC); (b) Khao sat quy trinh chuan bj mau thu;



(c) Panh gia quy trinh dinh lugng theo huéng dan cua ICH.
Cong thac tinh ham lweng cua cdc polyphenol dinh luwgng trong

mau the (14 kho, cao khé va ché pham):
X :E x CC x
Sc m (1-h)

x px100

Trong dé: X (%); Sc (dién tich dinh cia chudn); St (dién tich cua thi); Cc (néng d@é
ciia chudn); k (@6 pha lodng); m (khéi Lirong can); h (dé am); p (dg tinh khiét CBC)
3.2.3. Nghién ciru hoat tinh chéng oxy héa (HTCO)
a. Mdu tha: Cao chiét nudc va cao EtOH 40 va 96 % dugc hoa tan
trong dung méi da khao sat (20 % DMSO, 60 % H,0 va 20 % MeOH).
b. Phwong phdp thii nghi¢gm HTCO:
Thi nghigm DPPH (in vitro): DPPH 0,08 mM, buéc song 517 nm,
thoi gian phan tng 30 phut. Chung duong (acid ascorbic, silymarin).
Thir nghiém MDA (ex vivo): Mau thir phan ang véi dich ddng thé
gan. Thém dém phosphat, i hdn hop 60 phut va ding phan ang bang
TCA 10 %, ly tam, lay dich trong phan ng véi acid thiobarbituric, 1am
lanh va do ¢ 532 nm. Chirng duong la silymarin.

% HTCO = [(ODehing - ODins)/(ODeimg - ODiréng] X 100.

Trong d6: OD: Optical density (P hap thu). Thong qua phuong
trinh hdi quy, xac dinh ICs cia mau thir. Xir Iy thong ké bang Minitab.
3.2.4. Nghién ciru chiét xudt cao chuin héa
a. Xay dung TCCS cho nguyén li¢u la Actisd
b. Khdo sdt phwong phdp chiét xuat lam ting ham hrong cynarin
c. Nang cdp ¢4 16 cao chiét 14 Actisd: 500 kg phién 14, rira sach, thém
400 lit nwdce, dun 100 °C ¢ 60 phut, rat dich chiét va ép ba. Chiét lan 2
vé6i 200 lit nudc, 100 °C, 30 phit. Loc va ¢ thanh cao long, sdy phun
swong duoc cao khd nguyén chit (khong don ta dugc). Thuc hién tai
BV Pharma (Lam Ddong va Cu Chi).

d. Xay dung TCCS cho cao chiét Actisd
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3.2.5. Sdn xudt vién nén bao phim chira cao Actisé (16 15.000 vién)

a. Bao ché: Dua vao cong thiic va quy trinh bao ché da khao séat
true day, tién hanh bao ché theo quy trinh & Hinh 2.2. Kiém nghiém
bgt ddp vién (cam quan, do am, tc d6 chay, géc nghi, dinh tinh, dinh
lwong). Ddp vién (Vién tron, 2 mit khum, duong kinh 10 mm, khéi
luong trung binh 352 mg). Kiém tra trong qué trinh dgp vién (tinh
chat vién, KLTB vién, d6 dong déu khdi lugng, d6 cimg, 4o ra, d6 mai
mon va dinh tinh, dinh luong, d6 hoa tan). Bao phim (vivacoat va mau
nau tan trong nudc) voi lugng con nude (1:1) vira dii tao dich c6 ndng
d6 10 %. Pong goi (lo thuy tinh ndu, 120 vién/ 19).

Céc thong s6 bao phim: Nhiét d6 gi6 vao (55-60 °C); luu luong
gi6 vao (12-16 cm®/giay); nhiét do gio ra (48-52 °C); luu lugng gid ra
(10-14 cmP/gidy); nhiét d6 san pham (42-45 °C); ap suét sting phun (2,5
bar); tc d6 bom dich (7-8 vong/phut); tbc d6 ndi bao (8 vong/pht).

Cao khé Ta duge Ta duoc Dich bao
Actisd don 1,2,3 tron bong Bao phim

~N g s TN 7N AT
/ Bt

{ on [ [ aap | { Vien | { vien | [Thinh |

% déu 1 i [ { nhin ; i bao | \ phim |
L/ \ @) / \© \ vien  mhan  Pre ) L 4
N S S N / vy e

- e S i e
Té duge Dip vica Dang i
chong am

Hinh 2.2. So' dd qui trinh bao ché vién nén bao phim chira 200 mg cao khd Actisd

b. Kiém tra chdt lweng ché pham theo TCCS

c. Khdo sdt d¢ én dinh ciia ché phdm: Do 6n dinh caa san pham
nghién ctru duoc khao sat ¢ 2 diéu kién (Bang 2.9) trong khoang thoi
gian phu hop. Panh gia cam quan, khéi lugng, do hoa tan, ham luong.

Bang 2.9. Piéu kién danh gia dé 6n dinh ciia ché phim

Pidu kign Dai han L&o hoa cap toc
Nhiét do 30 +2°C 40+2°C
D) 4m 75+ 5% 75+ 5%

Thoi diém lay miu 0,3,6,9, 12 thang 0,1,2,3,6thang
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4. KET QUA NGHIEN CUU
4.1.Nghién ciru thanh phan héa hoc
4.1.1. Chiét xuit

o7, Cao toan phan

La twoi Actisd (90 kg) e s

am
o

Chiét vdi ethanol - nurdc (1:1) o

w

Cao léng (5,2 kg)

CHCl3 (12 lit)

Cao Cf (60 g) Dich cén lai

EtOAc (9 lit)

Dich con lai Cao EA (30 g)

n-BuOH (15 Iit) "
© HBn hop chuin

Dich con lai Cao Bu (90 g)

§id
acid chlorogenic 5.
—_—
cynarin
——

:
H
X
H
¥
5

Hinh 3.1. So' @b chiét xuét va SKD phan tich cao EA va Bu bing HPLC-PDA & 330 nm
Ch thich: Céc dinh danh s6 tir 1 - 13 12 cac chdt diroc phan ldp ciia d@é tai.

4.1.2. Phén ldp cdc chit tir cao n-butanol (Bu)
CaoBu(10g)

| MPLC

J l

| Bu2 3 || Bu-4 Bus || Bus |[Bu7 || Bus |[ Buo |

semi- prep HPLC két tda
tinh
cynarln
Bu 2 1 Bu 2.2 (83,5 mg) Scolymosid  cynarosid  3,4-diCQA
(6) (197,8 mg) (20mg) (50 mg)
8 (9) 10
- ® o

tia

acid succinic

semi-prep.HPLC

(133,5 mg)
(14)
1-CQA  3- CQA feruloylquinic
(12,36 mg) (13,43 mg) (9,49 mg)
(1) (2) (7)
acid  4-COA [Buo3| [Buoa| [Buos]
chlorogenic (21,7 mg)
(49,4 mg) (5)
3,5-diCQA  1,5-diCQA Apigenin 7-rutinosid
(63,3 mg) (74,4 mg) (2,4 mg)
(11) (12) (15)

Hinh 3.2. So' d6 phan lap c4c hep chit tir cao Bu
Chi thich: Cac chdt diroc xdc dinh cdu tric bang phé NMR
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Hinh 3.3. SKP phan tich cac phan doan cét MPLC cia cao Bu (MPLC-Bu)

4.1.3. Phan ldp cac chat tir cao ethyl acetat (EA)

Cao EA (30 g)

J vLC
[ea2 |[eas | [ eas | [ eas | [ eas | [ eat0 | [ Ea1s |
két tia ‘ MPLC x tua sephadex
tinh ‘ § ‘
S
ol 3 EA-10.4 EA-10.2
Cynaratriol  Luteolin [EAS'ZJ [ ] [ Q
(180,7 mg) (16,7 mg) sephadex %
(17) :
(16) acid 4-hydroxy Cynarosid Scolymosid
protocatechuic benzaldehyd (552,3 mg) (225,4 mg)
(13,2 mg) (6,2 mg) (9) (8)
20,
(9) aldehyd acidcaffeic( ) |
protocatechuic (49,9 mg) _
(48,6 mg) (3) ‘
(18) | EA16.2 | EA-16.6
3,4-diCQA 4,5-diCQA
(35,2 mg) (43,1 mg)
(10) (13)

Hinh 3.2. So dd phan 1ap cac hgp chit tir cao EA
Chi thich: Cac chdt diroc xdc dinh cdu tric bang phé NMR.

4.1.4. Phan lgp chdt déi chiéu (CPC)

Acid chlorogenic (AC), cynarin (CY) va cynarosid (CR) la cac
thanh phan chinh va c6 tac dung sinh hoc di dwoc ching minh cua la
Actisd. Do d6, cac chit nay s& duoc lva chon 1am nguyén liéu thiét lap
CPC. Cao kho Actisd (S6 16 CNC1.1 ¢6 ham lwgng CY 2,6 %; AC 2,3
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%) da nghién ctru diéu ché & Muc 4.4 duoc lya chon 1am nguyén liéu
chiét xuat phan lap cac chat CDBC.

Cao khé Actiso (3,0 kg)

- Thém Ethanol 20 % (20 Iit)
- Loc, €6 thu hdi dung méi

Cao long (9 kg)

- Léc phén bé Idng - Idng

l+ CHCly (9 lit x 3 1&n) l+ EtOAc (9 Iit x 2 1an) l+ n-BuOH (8 lit x 3 I&n)
Cao CHCI,4 (150 g) Cao EA (90 g) Cao Bu (200 g)
VLC (n* = 2)
Bu-6@ (55 g) Bu-7,82 (52 g) Bu-9% (32g)
| MPLC (n = 24)
Tua (4 g) | |
Ket tinh Igi l Bu-9.2 (5 g) Bu-9.3 (1,2 g)
Cynarosid (2,0 g) l ?:l’:;g;jp HPLC Loc, riva tia
Acid chlorogenic (1,0 g) Cynarin (450 mg)

Hinh 3.3. So @b chiét xuét va phan lap cac nguyén liégu CPC

Ghi chi: *n: Lap lgi n 1dn véi cimg diéu Kién sdc ky (n=2, mdi ¢t VLC thyc hién 1-2 ngay;
n=24, moi cgt MPLC thuc hién 3 gio; n=107, moi cgt semi-prep.HPLC thyc hién 15 phut)
@Cdc PP gidu CY va AC, ¢6 thé duing phan lp tiép cac hop chat nay bang MPLC

4.1.3. Xdc dinh cdu trac
Céc chét phan lap da duoc xac dinh ciu tric bang phé MS va
NMR, két qua déu c6 su phi hop véi cac dit liéu di cong bd (Bang 3.2).

Bang 3.1. Téng két cac hop chét phan lap tir cao EA va Bu

stT | WY Nhém KLe Tén hop chit e kLT | crer | HPLC
higu %
1 1 12,36 1-CQA® 354,1 Ci16H1809 99,17
2 2 13,43 3-CQA® 354,1 Ci16H1809 97,78
3 3 mono-CQA 49,9 | acid caffeic®h 180,6 CoHs04 97,53
4 4 49,4 | acid chlorogenic® 354,1 Ci6H180s 98,69
5 5 21,7 4-CQA® 354,1 C16H1809 97,16
6 7 9,49 3-feruloylquinic® 368,2 Ci17H2009 99,67
7 6 83,5 cynarin 516,4 CosH24012 98,60
8 10 85,2 3,4-diCQA® 516,3 CosH24012 90,47
9 11 di-CQA 63,3 | 3,5-diCQA® 516,1 CasH24O12 91,22
10 12 74,4 1,5-diCQA® 516,1 CosH24012 95,99
11 13 43,1 4,5-diCQA°® 516,2 CosH24012 96,39
12 18 Dan xudt 48,6 aldehyd protocatechuic 138,0 C7Hs03 95,99
13 19 acid benzoic 13,2 acid protocatechuic ® 154,0 C7HsO4 97,36
14 20 6,2 4-p-hydroxy benzaldehyd ° 122,1 C7Hs0> 95,24
15 8 245,4 | scolymosid>© 594,4 C27H30015 99,61
16 9 . 750,1 cynarosid " 448,6 C21H20011 97,70
17 | 17 | Favonoid 16,7 | luteolin " 2861 | CusHiOs | 9561
18 15 2,4 apigenin-7-rutinosid © 578,0 C27H30014 96,47
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19 | 16 Isaecstg‘r‘]”erpe” 1807 | cynaratriol® 2823 | CisHzOs .o
20 14 Acid hitu co 133,5 | acid succinic 118,0 C4HeO4 97,21

a: Khoi liwong (mg); °: Hop chat ldn dau tién duoc phan ldp trong loai Actisd tgi Vit Nam.
©: C&c chdt dd duoc xdc dinh bang phé NMR. % Khong kiém tra HPLC do kém phan cuc va kém
nhay véi dau do PDA. &: Trung vdi cac char da dwoc phan ldp nam 2011 cia nhém nghién ciru.

4.2.Nghién ciru phwong phap kiém nghiém
4.2.1. Thiét lap chit déi chiéu (CDC)
Bing 3.19-3.20. Két qua thiét lap CPC

Chi tiéu danh gia A. chlorogenic Cynarin Cynarosid
Téng khéi lugng (mg) 1000 450 2000
Péng nhét 16 Khoi lugng dong r?"lol lo (mg) 10 10 10
Ham luong (0 v6i CSC) (%)*  92,18-92,74 93759443  91,31-92,00
(nlo) (n = 20) (n=14) (n=28)
]  PTN1I®%)(n=6) 92,19-92,68 93,66-9460  91,23-91,91
B“”gp'mt lien o 2 96) (0 = 6) 92,10-92,86 94,07-94,72  91,27-92,09
RSD % (n = 12) 0,28 031 0,32
P 0,
Ham luong T8 (%) (RSD) g, 54 5 49 9426 (0,85) 91,53 (0,94)
Gi4 tri &n dinh tinh trén nguyén trang
N N Do léch s 0,22 0,21 0,24
Dg khong dam bao do p 0,088 0,086 0,097

CSC (chudn so cap); PTN (phong thi nghiém); *Ham lirong so véi CSC (HPLC-PDA)
PTN 1: Khoa Thiét lap chdt chudn — chét déi chiéu, Vién Kiém nghiém thuée TPHCM
PTN 2: Khoa Vdt Iy do lirong, Vién kiém nghiém thusc TPHCM
Xay dung TCCS cho cac CPC gdm: Cam quan, do tan, do am,
dinh tinh (phé UV, IR, MS, NMR), ham lwong % biang HPLC-PDA.
4.2.2. Xdy dung 3 quy trinh dinh lwong
a. Khdo sdt diéu kién sdc ky:
AC 323 nm

ow!  DLL: Dinh lwgng 3
polyphenol trong |4 Actiso

S

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 22/00 24.00 2600 2800 3000 320C

PL2: Dinh lvgng 4 polyphenol trong cao 323 nm
AC

000 600 1000 1800 2000 200 2000 2400 40.00 481
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BL3: binh lwvgng 12 polyphenol trong cao 323 nm
- >
o

> Q
o <

g
: g"38
& S D
L] o -~
‘‘‘‘‘‘ P 1]

CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic);
CY (cynarin); CR (cynarosid); SCO (scolymosid)

CQA
4-CQA

4,5-diCQA

1-CeA

Hinh 3.12-3.15-3.18. Sic ky db ciia 3 quy trinh dinh lwgng polyphenol trong l4 va cao Actisé

DL 1: Cgt Sunfire C15(250 x 4,6 mm; 5 um). Pha dong: ACN (A) - FA 0,1% (B). Chuong trinh:
8-20% A (15p); 20-25% A (3p); 25-30% A (5p); 30% A (2p); 30-95% A (1p); 95% A (5p). Toc
dé 1 ml/phut, tiém 10 pl. Phét hién: 325 nm (AC) va 349 nm (SCO va CR).

DL 2: Cot Sunfire Cyg (250 % 4,6 mm; 5 um). Pha dong: ACN (A) - FA 0,1% (B). Chuong trinh:
8-15% A (20p); 15% A (1p); 15-30% A (9p); 30% A (5p); 30-95% A (1p); 95% A (5p). Téc do 1
ml/phut, tiém 10 pl. Phat hi¢n: 325 nm (AC va CY) va 349 nm (SCO va CR).

DL 3: Cgt ThermoFisher Cyg (100 x 2,1 mm; 2,6 um). Pha dong: ACN (A) - TFA 0,1% (B).
Churong trinh: 0-3% A (20p); 3% A (2p); 3-10% A (3p); 10% A (2p); 10-12% A (2,5p); 12% A
(2,5p); 12-15% A (2p); 15% A (4p); 15-90% A (4p); 90% A (3p). Tdc dg 0,8 ml/phdt, tiém 5 pl.
Phét hi¢n: 325 nm (mono va diCQA) va 349 nm (SCO va CR).

b. Két qud khdo sdt diéu kién chudn bj mdu thez: LA kho (0,1 g 14, 15ml
EtOH 50 %, 70 °C, siéu @m 20 phat, vd 25 ml). Cao khé (20 mg cao, 1
ml MeOH 40 %, 50 °C, siéu &m 10 phdt, lan 2 tuong ty, vd 5 ml).
¢. Két qua danh gid quy trinh dinh lwong theo ICH: Ca 3 quy trinh déu
dat tinh tuong thich hé thong, do dac hiéu. Khoang tuyén tinh, LOD,
LOQ, d6 chinh xac va do ding dwoc tom tat nhu sau.

Bang 3.27-3.29 va 3.32-3.34 va 3.38-3.40. Két qué danh gia theo ICH

Pinh Khoang tuyén tinh LOD? LOQ" Do chinh xac (YoRSD) Do diing (%)

lwgng (Hg/ml) (ng/ml) Trongngdy  Trung gian (%RSD)
QT sown  ooem.ozeg 010 1w0-1z0 FETE
QT2 oo coumomy M6 1m-22 SORTEY
OB sows  ows.oas 0027k osi2on gpl

QT1: Binh luong AC, SCO, CR trong l& Actisd; QT2: Pinh lugng CY, AC, SCO, CR
trong cao khé Actisd; QT3: Pinh luong 12 polyphenol trong cao khd Actisd
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4.2.3. Nghién cvwu dong thdi tich liiy
a. So sanh thanh phan hogt chat trong cao chiét cua 2 giong Actisd:

5.00
b B - Cao chiét nuwéc
4.00 d | 363369 " .
332 r 252 O Giéng xanh M@ Gidng tim
a;" 3.00 == .
239238
5
E 200 .
x 133
100 o 0 ra N R
027 4 E Hl ﬁn 3 c = 0570 % | oz
PO e = W o2 ““3005 M | ™
1CcoA  3COA AC 4-caa (24 sco cR 1,5-C0A 3,4-diCOA 3,5-diCOA [4,5-diCaA
5.00
250 i Cao chiét EtOH 96 %
b
400 E
& 350 O Gifng xanh M Ging tim
29300
S250
Ezoo e
1
150 i i « obe
100 0.89 0.38 0.96 0. /9 0 ?2
050 | goe ™. o4 vor S o v
u
006003 0.05 o 090% 07 003004 nd n d
000 =m— === —— ——
1-COA  3-COA AC 4-coa oy sco cr 15-COA 3,4-diCOA 3,5-diCOA 4,5-diCaA

11 thanh phdn polyphenol trong cic cao chiét
Hinh 3.20. Biéu dd so sanh ham lwgng polyphenol cia cao chiét 2 giéng 14 Actisd & Pa Lat
Ghi chi: Céc cot c6 ki tu khac nhau thi khac biér c6 ¥ nghia thong ké (p<0,05; Tukey)

b. So sanh hoat chdt trong cao chiét tir cac bé phdan cuia cly Actiso:

Caochiét G96 R96 H96 L9686 T96 GH20RH20 H20 LH20 LTH20 TH20 Ham lwong %
EEE 4 EENENE b ) A class &
zaacon [, B9
3.54CQA /l\
Z1E 4.54CQA 1
£ 1.5CQA
] &CQA o
2 | | ac a1
= sco \L
cr 2
| | cy giam
mono-CQA
d 1 o

PRUBRBEREUYGBRBINCVNCPGEGEES TSN -NOegEsE
Caochiét G96 R96 H96 L96 T96 GH20RH20 HH20 LH20 LTH20 TH20 Ham lwong %
HEE 4 EEEEEE 5 = = class 3 tang
e B
|{ &CQA T
1.5CQA 1
£ lE 3.56CQA
g’ sco »
o CR B
1 .
4,56CQA -2
] Total 3 gidm
1l AC
HEE mono-CQA

ERNBSBSB RN SN EEN " PGRESSEo A 0w - NES
Hinh 3.21. Ban db heat map biéu di&n ham lrgng polyphenol trong cac cao chiét ciaa cac
bd phan khac nhau ciia cay Actisd giéng xanh va giéng tim
Chd thich: BPD (G- gan; H- hoa; L - 14 kho; R- ré; T- than; LT - ld aoi) - Dung moi chiét xudt
(H20 - nudc; 96 - ethanol 96 %). Vi du: G.96 (gan |4 - cao chiet ethanol 96 %).
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c. Pdanh gid hoat chdt tich lity theo thoi gian thu hdi trong nam:

250

o
=]

mEmm AC C—CY —#— Shgidndng

B
@ o o
o o
[SI=

-
]
=]

o

=]

,_.
3
P
(=]
HAM LUONG %

S0 GIONANG (GI0)
[=3

o o
=]

w
=]
R oW b

o

Th.6* Th.7 Th.8 Th.s Th.io Th.11  Th.2 Th.l Th.2 Th.3 Th.a Th.5
(THANG 6 - 12, 2016) & (THANG 1 -5, 2017))

Hinh 4.2. Biéu db ham lugng tich lily ciia AC theo thoi gian thu hai va ham lweng CY
trong cac cao chiét twong wng

S gio nang: Nguon “Cuc thong ké tinh Lam Pong (2012) - Nién giam thdng ké nam 2017 ;
*Th.6: Thu hoach lan dau (cay 2 thang tugi)
4.2.4. Pinh lwong cdc ché phim

a. Céc ché pham tra Actiso tdi loc:
o W% AC M%CY W% SCO % CR

Ham lugng %
w
[=]
o

o.oo————.—

Trl Tr2 Tr3 Tra Tr5 Tre Tr7 Tr8 Tr9 Trl0 X.LNC T.LNC

Ché pham tra Actisé dang i loc
Tr: Tratii loc Actisd; LNC: L4 Acitsd nghién citu (Gigng xanh — X.LNC va gidng tim — T.LNC)
Hinh 3.24. Ham lweng % ciia 4 polyphenol chinh ciia ché phidm tra Actisd trén thi truong

b. C&c ché pham tir cao Actisd:
8.00
W% Téng mono-CQA [1% Téng di-CQA B % Téng flavonoid
6.00
4.00
2.00

S AN AR e 11|
O

Ny ooV QP 2 AN P PO D WIS
LS LTI E S
FEFFFFEEE ©

Ham lwgng %

ST RT T @4&&&6
—~ ~ ~— \ ,
CP nuéc ngoai CP trong nugc CP nghién cau

Hinh 24. Biéu db so sanh ham lugng % cic polyphenol trong cic ché phim Actisé

Tong mono-CQA (1-, 3-, 5-, 4-CQA); Tong di-CQA (1,3-; 3,4-; 3,5-; 1,5-; 4,5-diCQA); Téng flavonoid (CR va SCO)
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4.3. Tac dung sinh hoc
4.3.1. Hoat tinh chéng oxy héa (HTCO) ciia 9 chit tinh khiét

w3
70 . N cl 62 13208
o Thir nghiém DPPH e Thr nghiém MDA
_ 150 15 ir nghigm
% © (uM) < 1€50 (M) 1050 1“”
© =2 1000
Fao d 52 K] & 724
<3 7 - 15758 % 750
=
S» ; h 8 B g 135 1588 £ s e
2, sm 68 751 777 179 . . %m0 n o hE A 171 58
24.67
,m HEEENENBN o 2 o
F FF & O F L F _:. & & & &
& h‘(’o S(’o .\(@a & hg‘o w 1}9 & W a" @" SL&’ @c&' © v “\
o 5 o #

Hinh 3.4. ICs, pM (TB + SD) ciia 9 hop chit tinh khiét phan 1ap tir 14 Actisd
Ghi cha: Cc gid trj 1Cso ¢6 cac ky tu theo sau khac nhau 1a khac biér co y nghia thong ké (p<0,05).

- Thir nghiém DPPH: Cynarosid > 4,5-diCQA > 1,5-diCQA = cynarin = scolymosid >
4-CQA > acid chlorogenic > vitamin C > 3-CQA > 1-CQA > silymarin

- Tha nghiém MDA: Cynarin > 1,5-diCQA > 4,5-diCQA > cynarosid > scolymosid >
acid chlorogenic > 4-CQA > 3-CQA > silymarin > 1-CQA.

4.3.2. HTCO ciia cdc cao chiét

KET QUA THU NGHIEM DPPH

250 5343 180

(&) Cao chiét nurée 160 | [B) Cao chiét con 1500 2
200 140 ~ ~ i
g O Giéng xanh | Gifng tim 120 OGidng xanh B Ging tim 1&1
B1s0 1po.a e
Y 100
g 52.8
= 100 © 843 80
= 706 s0
& 518 \ 42.13
50 4213 455 179 208 352 40 275
l 167 [19.4 . 113 o
5.96 - : 20 | 596 1s
o 32 ~a rm il I * |5 N | ﬂ
Lo S S o * > [ZeS o ) o o © ©
K Aé@‘* & 6@2‘ < N Ny & ) &
A .- P .
< Cao chiét nudc cla cic BPD B Cao chiét cdn clia cac BPD
KET QUA THU NGHIEM MDA
ra00 - . 1192 o0 o R
1200 (C) Cao chiét nuére S 1200 | (D) Cao chiét cn 1644 1g
1600
1000 1300 275
= 800 1200 s
2 oo | 5383 oo !
2 200 662
gmn 600 5383 & =
= 228 341 _
=} 162 200 287 259
= 200 120 136 123 179 I
200 7s
. = B W : za [l
. A A
& ~ & fo o o o o ©
\\\é@ {®<\ < F O Py o2 &
B Cao chiét nudc clia cac BPD &

Hinh 3.5. Biéu db so sanh ICs; (ng/ml, n=3) ciia cac cao chiét Actisd (gidng xanh va tim)

- Cao chiét nueéce: LT — Id twoi; LK — 14 khd; T —than; G —gan; R—ré; H—hoa

- Cao chiét con: Chir cdi dau 1a ki hiéu BPD nwong ne cao chiér mude. Ki higu sau la
dung moi chiét xuat (EtOH 40 va 96 %).

- Biéu dé duwroc sdp xép theo ICs ting dan (HTCO giam dan)

- Sy khéc biét giira cAc mdu cé ¥ nghia thong ké (Tukey, p<0,05)
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4.4. Nghién ctru chiét xuat cao Actisd

4.4.1. Xdy dung tiéu chudn co s¢ (TCCS) cho nguyén liéu ld Actisé
Tur két qua kiém nghiém nguy@n liéu 1a Actisd & mot s6 mau thu hai
tai Ba Lat va Sapa, TCCS duogc dé nghi nhu sau:

Bang 3.2. Tiéu chuén co s¢ (TCCS) ciia nguyén ligu la Actisd

Chi tiéu Phuong phip thir Yéu ciu
1. Vi phau? Soi kinh hién vi Gan 14 va phién 14 giéng véi mo ta
2. Soi bot Soi kinh hién vi Bt ¢6 cac cAu tir nhu mo ta
3. P ame DBVN V (Phu luc 9.6) Khong qué 12 %
4. Binh tinh® HPLC-PDA: Thyc hiéntheo  C6 pic c6 tr tring voi tr Cla pic acid
s diéu kién & Muc 4.2.2 chlorogenic va cynarosid chuan
5. Pjtro° DDVN V (Phu luc 9.8) Khong qué 15 %
6. Tap chat DBVN V (Phu lyc 12.11) Khéng qué 0,5 %
HI?LC-PDA: Thuc hién theo Ham lugng acid chlorogenic khong dugc

. b
7-Dinhlugng® 44 ion & Muc 4.2.2 thip hon 2,5 % tinh theo duoc ligu khd kit.

3 222

aChj tiéu c6 mirc yéu cau cao hon DPVN V va twong tu EP 10.0

PCéac chi tiéu c6 phuong phap thir cao hon so véi DDVN V va ham lugng cao hon EP 10.0
Chi tiéu c6 murc yéu cau tuong tw DDNV V va cao hon EP 10.0

4.4.2. Ket qud khdo sdt phwong phap chiét xudt cao Actisé

Bang 3.3. Ham luwgng AC va CY trong céc cao chiét 1a twoi Actisd khao sat

STT Caochiéttir Ham lwgng % (TB £ SD, n=2)
Quy trinh chiét xuat AC CY
1 Quy trinh 1 (QT1) 2,91°+0,05 2,83*+0,34
2 Quy trinh 2 (QT2) 1,73°+0,16 1,20°¢ + 0,06
3 Quy trinh 3 (QT3) 1,70°+0,21 1,26 + 0,14
4 Quy trinh 4 (QT4) 3,20+ 0,04 0,98°+ 0,003
5 Quy trinh 5 (QT5) 2,757+ 0,01 1,56° + 0,005

CAc gia trj c6 ki tir theo sau khac nhau 1 khac biér c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05)
QT1: La twoi dugc dun s6i voi nuwoc
OT2: Ld twoi diroc hap cach thiy
QT3: La tuoi duoc ép trude, sau dé dun véi nudc sOi
OT4: Lé twoi diroc hp mede s6i, sau doé chiét véi con
OTS5: Ld tueoi hdp Vi Con 96 %, sau db chiét véi nudc
—AC ECY —8—Téng (AC+CY)

AC Sl ET

266 2.85 < )
< 235
158 L1
£ | | I I
‘l‘ | 7o H & | o X
| - 30phit 45 phit

60phit  90phit  120phdt 150 phit

=
w

Ham lugng %
-
o n koo oin

L —
2
S

o

S N

T3ee 4be wbs abe ieles i2s iaos iees iales oo 32'es Thei gian dun séi

Hinh 3.30-3.31. SKD cao chiét Ia twei ¢ 60 va 100 °C
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Bang 3.48. Két qua chiét xuit cao 14 Actisd thir nghiém quy m6 PTN

Noi thu miu m cao thu dwoc P am % AC % CY
Gibng Phuong 5 11,78 9,68 2,91 2,72
xanh Phuong 12 12,16 12,33 2,43 2,02
Béo Loc 7,43 12,37 2,23 2,62
Giong Phuong 5 12,70 11,67 3,82 0,78
tim Phuong 12 13,22 12,01 3,10 1,66

4.4.3. Nang cdp cé 16 cao chiét ld Actisé (500 kg phién ld/mé)

Chiét xuat 4 mé 14 Actisd (gidng xanh) trén quy md 1on theo quy
trinh & Muc 3.2.4. M&i mé gom 1.000 kg 14 tuoi, twong (g véi khoang
500 kg phién l4 sau khi d3 loai b6 gan chinh. Khéi lugng cao thu duoc
(8 kg/mé). Két qua kiém nghiém cynarin va acid chlorogenic cua céc
16 chiét xuat va so sanh véi cac cao mém va cao khd Actisd hién dang
phan phdi trén thi trudong Viét Nam (Bang 3.50). Péng géi: Tai nhdm
1 kg hoac 2 kg/tli, dan nhén, bao quan noi mat, tranh anh sang.

Bing 3.50. Khéi lwgng cao va ham lwgng AC, CY trong cao chiét nghién ciru

st Ki hicu ] Chiét xu?it'cao (500 kg/mé) Ham lwong® %
: So 16 Phién 14 (kg) ~ m cao® (kg) AC CY
1 CNC.1 NCL1.1 1 500 74 2,30 2,57
2 CNC.1 NCL1.1 2 500 8,0 2,32 2,61
3 CNC.3 NCL1.2 450 7,0 1,66 1,47
4 CNC.4 NCL.1.3 540 9,6 1,61 1,48
So sanh véi cac cao chiét nguyén liéu Actisd trén thi truong
5 C1 - - - 2,29 0,77
6 c2 - - - 1,91 0,02
7 C3 - - - 0,07 0,07
8 Cc4 - - - 0,05 0,03
9 BV1 - - - 0,87 0,47
10 BV2 - - - 2,40 1,06

“Cao ko (dg dm < 5 %); C1-C4 la cao mém duoc thu thap & thi rrieong Viét Nam )
BV1-2: Cao khé phun swong dwoc cung cap bei Cong ty BV Pharma; C1: Cao san xuat boi
Ladophar; CNC.1-4 la cao nghién cizu;  °Ham lirong % tinh trén ché pham kho kiét;
4.4.4. Xay dung TCCS cho cao khé Actisd

Céc 16 cao khd Actisd nghién ciu (CNC1.1 - 1.3) duoc kiém tra
chat lugng theo TCCS da duoc xay dung dua trén c4c chi tiéu, phuong
phap cia DDVN V. Riéng chi tiéu dinh tinh va dinh lugng dugc dua
vao TCCS véi phuong phap thuc hién duoc tién hanh theo quy trinh
da xay dung.
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Bang 3.51. TCCS va két qua kiém tra chét lugng ciia cac cao chiét nghién ciru

Chi tiéu Yéu ciu Kétqua ¢
M0 ta: *) blng
Pinh tinh:
Cynarin va acid chlorogenic bing C04 tr trung voi tg ciia Pat
HPLC-PDA CY va AC chuan
Cén khong tan trong nwéc: <3% Dat (0,31-2,03 %)
Mit khéi luwgng do lam kha: <6,0% Dat (4,0-4,5 %)
Tro toan phan®: <30°% Pat (20,8-25,1 %)
Kim loai nang®: <20 ppm Pat
Pinh luong®:
Bang HPLC-PDA
- Ham lugng (%) CY® (kho kiét) >1,0% bat (1,47-2,6 %)
- Ham luong (%) AC (khd kiét) >1,5°% Pat (1,61-2,3 %)
P nhiém khuin®:
- Téng sé vi khuén hiéu khi /g <10.000 CFU/g Pat (20-2.300 CFU/qg)
- Téng s ndm men va méc/g <100 CFU/g Pat (10-60 CFU/g)
- Enterobacterial/g <500 CFU/g Dat (<10 CFU/g)

- E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,

Salmonella/g

Khéng dugc co

Khdng phét hién

*)Bot vang xam, dong nhit, d& hat 4m, co mui dic trung cua Actisd, vi min, sau ding

3Chi tiéu co yéu cau cao hon DPVN V, twong tw EP 10.0. bCht tiéu dwoc thuc hién boi Phong
kiém tra chat lirong — CTCP BV Pharma. °Ch tiéu c6 yu cau cao hon DPVN V vi EP 10.0
9K ét qua kiém nghiém ciia 4 mé cao chiét Actisd nghién ciiu

4.5. Nghién cieu bao ché vién nén bao phim Actisd (16 15.000 vién)

a. Cong thizc va quy trinh bao ché vién nén bao phim chira 200 mg
cao khd Actisd ¢ qui mb 450 - 3.000 vién da dugc khao sat boi nhdm
nghién ctru (Dé tai So KH & Cong Nghé TP.HCM), da dugc bao cao
trude day. Cong thirc cua vién duoc trinh bay trong Bang 3.55.

Bang 3.55. Thanh phin cong thite ciia vién Univerphytol (16 15.000 vién = 5,3 kg vién nhén)

Thanh phén (mg) 1vién (mg) | 15.000 vién (g) | Tiéu chuin
Cao kho Actisd (CNC1.1) © 200 3.000 TCCS
Silicon dioxid 13 195 USP
Vién Cellulose vi tinh thé 49 735 USP
nhan MgCO; 40 600 USP, EP
Glyceryl behenat 10 150 USP, EP
Natri croscarmellose 40 600 NF, EP, JP
Dich | Vivacoat 15 225 USP, EP
bao Mau nau (Fioric colori) 8 120 USP, EP
phim | Ethanol 50 % ) 71 1.065 TCCS
Khéi liong vién thanh pham 375 5.625

*Cao nghién ciru 6 2,3 % AC va 2,6 % CY. ™ Dung mdi cuia dich bao bj mdt di trong qud trinh bao phim

Sau khi khao sét tinh Ip lai ciia quy trinh bao ché trén c& 16
3.000 vién, tién hanh san xuit 3 16 vai ¢ 16 15.000 vién/Id. Ché phim
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va ban thanh pham dugc kiém tra qua timg céng doan va danh gia cac
théng s dic trung dugc trinh bay trong Bang 3.56.

Bing 3.56. Két qué kiém tra cdc chi tiéu ciia ban thanh phim va thanh phim ciia 16 15.000 vién

Chi tiéu kiém nghiém Yéu ciu L1 L2 L3
Cam quan Q) Pat Pat Pat
Do am (%) <4 3,21 3,25 3,26
Bét dap Goéc nghi (%) <35 325 32,4 32,6
vién Chi s6 nén (n = 3) 18,9 17,4 17,5
Ty s6 Haussner (n = 3) 1,20 1,22 1,22
Tdc do chay (g/s) >3,0 48 5.2 5,0
" Cam quan % Dat Pat Pat
Xr']:‘] D6 cang (n = 6) (N) >100 1553 1516 1522
Actis Do mai mon (n = 20) (%) <0, 0,35 0,33 0,33
(200 mg) PPKL (n=20) (mg) 375+5 | 367,1-376,8° | 3654-372,6 : 366,8-380,1
Do ré (n = 6) (phut) <15 7,01 6,99 6,42
Cam guan ) Pat Pat Pat
Gi6i han nhiém khuan DBVN V Dat Pat Pat
Viénbao : D9 hoa tan: AC > 20 98,92 97,85 98,30
phim cY = 99,05 99,08 99,04
Ham luong: AC (90-110) ® 101,95 108,69 106,52
(n=3)% CcY 99,81 101,34 100,57

* Bét mdu vang ndu, dong nhat, khé toi, khéng cé bui den hay mau Ig;

** Vién nén dang tron, 2 mat 16, mau vang nhat, cgnh va thanh vién nguyén ven;
“* Vién nén bao phim mau nau, 2 mat I3i va nhdn;
do duwoc cua Vvién so vai ham luong trén nhan (chiza 5,2 mg cynarin va 4,6 mg acid chlorogenic

@ Max - min; ® Ham lwong cia AC va CY

b. So sanh ham luwong CY va AC cua vién nén bao phim Actis6 so
Véi céc ché pham thj frieong: Két qua duoc trinh bay ¢ Hinh 3.33.

3
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Hinh 3.33. Biéu d so sanh ham lweng % ciia AC, CY trong cac ché phim Actisd

Nhin chung, cac ché pham trong nudc c6 ham luong % cia AC va
CY thap hon so véi ché pham nudc ngoai. Tuy nhién, ham luong AC va
CY trong ca 3 ché pham nghién ciru (NC.CP17-19) déu kha cao vaéi AC
(1,53-2,30 %) va CY (1,66-2,61).
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¢. Khdo sat dé én dinh: Két qua cac chi tiéu danh gia dugc trinh
bay ¢ Bang 3.58 va Bang 3.59.

Bang 3.58. Két qua khao sat d 6n dinh ciia ché pham Univerphytol & didu ki¢n dai han

. in Yéu Théng
Stt Chi tiéu cAu 0 3 6 9 B
1 | Camguan ® Pat Pat Pat Pat Pat
_ 3755 378- 379- 376- 379- 375-

2 DBKL (n =20) (mg) % 3697 367 | 369 368 369

3 | Pinhtinh TCCS Dat Dat Dat Dat Dat

4 Poam (n = 6) (%) <50 2,89 3,01 3,20 3,04 3,23

5 | Do ra (n=6) (phit) <15 6,91 6,81 6,91 7,24 7,32
D) hoa tan (n = 6) (%)

6 | a.chlorogenic >80 101,5 98,2 99,1 98,7 98,5
cynarin >80 100,5 99,2 98,8 99,4 98,7
Pinh lweng: (n = 3) (%)

7 | a.chlorogenic 90 - 107,84 @ 107,54 | 106,74 | 106,04 : 105,48
cynarin 110 103,58 | 103,14 : 102,48 | 102,05 : 101,34
Bing 3.59. Két qua khao sat d9 6n dinh ciia ché phdm & diéu kién 140 héa cap téc

St . Yéu Théng

t Chi tiéu chu 0 1 2 3 B

1 | Camquan ® Pat Pat Pat Pat Pat
PDKL (n = 20) 375+ | 378-369 377-

2 (mg) 504 o 376-368 | 379-367 . 375-368 366

3 Pinhtinh TCCS Pat Dat Dat Dat Dat

4 P am (%) <50 2,89 2,95 2,98 3,01 3,12

5 : Do ra (phat) <15 6,91 6,93 6,95 7,02 7,05
Do hoa tan (%)

6 | a.chlorogenic >80 101,5 100,2 99,8 99,7 99,1
cynarin >80 100,5 99,8 99,7 99,5 98,9
Pinh lwgng: (n=3)

7 . acid chlorogenic % 90 - 107,84 107,57 107,13 107,03 106,32
cynarin % 110 103,58 103,26 103,14 102,91 102,01

* Vién nén bao ghim hinh tron, mau ndu den, dwong kinh 10 mm, hai mqat 16i, nhdn; ** Max —
min. Thanh phan ghi trén nhan: Vién Univerphytol chiza 5,2 mg CY va 4,6 mg AC

Vién Univerphytol qui mé 15.000 vién dong trong lo thuy tinh
mau nau (120 vién/lo) dat tat ca cac chi tiéu kiém nghiém vat Iy va hoa
hoc trong sudt thoi gian khao sat ¢ hai didu kién 130 héa va dai han.
Khong nhan thdy c6 sy giam ham lugng mot cach déang ké hay bién
dbi vé do hoa tan, cho thy vién nghién ctiru 6n dinh tuy nhién can tiép
tuc nghién ciru d6 6n dinh ¢ diéu kién dai han dén it nhat 24 thang &
c4c thoi diém 18 va 24 thang dé c6 thé ung dung dwa ra thi truong.
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KET LUAN

Cac két qua thu duogc cua luan an dugc tom tit nhu sau:

1.

Nghién citu thanh phan héa hec: Phan lap va xac dinh cau tric
20 hop chét trong 14 Actisd bang phé MS va NMR. Phan lap 3 chat
chinh (cynarin - CY, acid chlorogenic - AC va cynarosid - CR) tur
450 - 2000 mg lam nguyén liéu thiét lap chat di chiéu (CBC).
Nghién ctru phwong phap kiém nghigm:

Thiét 1ap 3 chat dbi chiéu gom CY, AC va CR bing céch so véi
CSC (HPLC-PDA), ham lugng cia 3 CDC tir 92 - 94 %.

Xay dung 3 quy trinh dinh lugng polyphenol trong la va cao Actiso.
Dé xuat 2 dy thao Vvé tiéu chuan 14 va cao khd Actisé cho DDVN VI
Theo doi dong thai tich Ity ham luong AC trong & Actiso theo thoi
gian thu hai trong nim va CY trong cac cao chiét twong Gng.

So sanh ham luwong 12 polyphenol trong trong céc cao chiét tir cac
bo phan cua 2 giéng cay Actiso; trong 10 ché pham tra tdi loc va 16
ché pham tir cao chiét Actisd & trong va ngoai nudc.

Nghién ciu hoat tinh chdng oxy héa (HTCO): So sanh HTCO
bang thir nghiém DPPH va MDA dbi vai 9 polyphenol phan lap va
26 cao chiét tir ré, than, gan 14, hoa cua 2 giéng Actiso.

Nghién ciru chiét xuat cao chuan hoa: Khao sat phuong phép chiét
Xuét 1am ting ham lwong CY trong cao Actisd. San xut cao kho
chuan héa Actisd (500 kg phién 1&/mé) véi ham luong CY va AC cao.

5. Nghién ciru bao ché: San xuat vién nén bao phim chira 200 mg cao
Actisd (15.000 vién/Id) c6 ham lugng AC va CY cao va danh gia do
6n dinh cua ché pham.

KIEN NGHI

(1) Nghién ctru téi wu héa quy trinh chiét xuat cao Actisd bang phuong
phép bé mat dap ung. (2) Khao sat ham lugng AC va CY trong 14 va
cao chiét Actisd ¢ vuing trong khac. (3) Panh gia ham luong CY trong
“than xanh” va “than den” & cac vung trong khéc.
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