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Tom tit

Hesperidin 13 hoat chat chinh thudc nhém flavonoid chiém khoang 3 % trong duoc
lidu tran bi. Theo cic nghién ctru di chi ra, hesperidin c6 tac dung trong viéc chong oxy
hoa, giam dau va khang viém trén hé than kinh ciing nhu ting cuong sirc dé khang cho co
thé. Dugc liéu tran bi 12 mot duge liéu don gian, d& kiém va dé st dung cho tiém nang
chiét xut va phéan lap hesperidin v6i hiéu sudt cao. Nghién ciru tién hanh xdy dung va
tham dinh quy trinh x&c dinh ham lugng hesperidin trén nén mau duoc liéu va nguyén li¢u
bang HPLC. Nghién ctru di thanh cong trong viéc hoat chét hesperidin v6i do tinh khiét >
95 % (HPLC) du lam diéu kién dé 1am nguyén liéu thiét 1ap chat chuan. Quy trinh chiét
xudt va phan 1ap st dung dung moéi chiét ethanol 70 % véi phuong phap chiét 1a dun hoi
lwu sau d6 lam sach véi than hoat tinh va duoc tinh ché trén thiét bi sic ky diéu ché thu
dugc hidu suat thu hdi 16n, quy trinh don gian va ¢am bao tinh kinh té.

Tir khéa: Hesridin, chiét xudt, phan lap, tran bi.

I. PAT VAN DE

Viét Nam duogc biét dén 1a quéc gia co $6 luong cac loai dugc li¢u 1é€n dén trén 5000
loai cay va nam c6 tac dung chira bénh dugc biét dén nhung sb luong chit chuan, hoat chét
phan lap duoc tir cac loai duoc ligu dé phuc vu cong tac nghién ctru cling nhu kiém nghi¢m
lai chua dén mot phﬁn mudi cac loai dugc lidu. Cu thé, hién nay chi c6 2 co quan chinh c6
cung cap va san xuét cac loai chat chuan (bao gdm cac hoat chét tong hop hoa hoc va céac
hoat chat phan 1ap dugc li¢u) 1a Vién kiém thudc trung wong va Vién kiém thudc thanh phé
Ho Chi Minh. Tai Vién Kiém nghiém thude trung wong, c6 hon 10 loai chit chuan c6 nguén
gdc tir dugc lidu con tai Vién Kiém nghiém thude thanh phé HO Chi Minh 14 hon 20 loai.
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Ngoai ra, vao nim 2008, Nguyén Minh Dtic va cac cong su di tién hanh dé tai
nghién ctru cip Nha nudc va thuc hién phan 1ap tinh ché duoc hon 24 hop chét théng dung
tr dugce liéu c6 ham luong > 95 % [1].

Do d6, dé co thé vira kip thoi dap Gmg ngudn nguyén liéu dé phuc vu qua trinh thiét
1ap chat chuén, vira tiét kiém thoi gian va chi phi cho viéc mua cac nguyén liéu tir cac nha
cung cap nudc ngoai, viéc chiét xuit va phan 1ap cach chit tir duoc liéu hién nay 1a rat can
thiét.

Hién nay, trén thi trudng cac mit hang thuc phdm bao vé strc khoe co ngudn gde tir
duogc lidu, nhom san pham gitp giam dau, chdng oxy hoa dang chiém mot khdi lugng 16n
bén canh cac mat hang vé nhom xuong khép, gidm cén... Trong sb rit nhiéu cac duoc liéu,
hoat chét trong nhém giam dau, chéng oxy hoa, hesperidin tir dugc li¢u Tran bi dugce danh
gi4 1a mot trong cac hoat chat ¢6 tiém nang ing dung 16n nhd céc tic dung chong viém trén
hé than kinh cling nhu ting cudng cai thién hé théng mién dich co thé [2-3]. Ciing chinh vi
su da dang d6 ma nhu cau kiém nghiém, xac dinh ham luong hesperidin trong cac san
pham ciling ngay mot ting cao va dit ra yéu cau can phai co6 ngudn nguyén liéu 6n dinh dé
xay dyung chat chuan hesperidin.

Theo quy dinh cia Dugc dién Viét Nam V, dugc liéu Tran bi phai chura it nhat 3 %
hesperidin thi moi dat yéu cau. Hesperidin 1a mot glycoside c6 ciu triic nhu Hinh 1 ¢6
phan aglycon 1a hesperitin lién két véi 1 duong glucose va 1 duong rhamnose [4].
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Hinh 1. Céu tric phan tir Hesperidin

II. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru

bPéi tuong nghién ctru cia dé tai 1a duoc lidu tran bi va hoat chat hesperidin.
2.2. Héa chit, chit chuin

Chét chuan st dung trong nghién ctru bao gém chuan hesperidin (Sigma, Code
50162; d6 tinh khiét 98,5 %). Ngoai ra, mot s6 hoa chat khac duoc st dung trong qué trinh
khéo sat, chiét xut, phan lap bao gém: methanol, dichloromethan, acetonitril, petroleum
ether, ethanol, than hoat tinh, ethylacetat, dimethylsulfoxide, acid acetic, acid phorphoric...
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2.3. Thiét bi va dung cu

Céc thiét bi va dung cu duoc stir dung bao gém: rung si€éu am, bo chiét hoi luu, bo loc
Buchner, binh ngdm va binh chita c¢6 dung tich thich hop tir 250 mL dén 2000 mL; cac
dung cu thily tinh trong phong thi nghiém; thiét bi sic ky 1ong diéu ché Alliance €2695
Separation Module két ndi detector Alliance 2998PDA ciia hiing Waters.
2.4. Thuc nghiém va phuong phap nghién ciru
2.4.1. Xdy dung quy trinh xdc dinh ham heong hesperidin trong dwoc liéu tran bi bang HPLC

Dua trén tinh chit hoa 1y va cac tai liéu tham khao [5-6], nghién ctru di khao sat diéu
kién phan tich hesperidin trén HPLC. Sau khi hoan thién quy trinh xir Iy mau va chon duoc
cac diéu kién phan tich trén thiét bi HPLC, quy trinh phan tich hesperidin trong dugc liéu
va nguyén liéu s& dugc tham dinh day du cac thong s vé tham dinh phuong phap hoa hoc
theo yéu cau cua AOAC vdi cac thong s6: Do dic hiéu, khoang tuyén tinh, do 1ap lai, do
tai 1ap ndi bo, do thu hoi, gi61 han dinh lugng va gidi han phat hién.
2.4.2. Khdo sat va xdy dung quy trinh chiét xudt, phan Idp hesperidin tir duwoc liéu trin bi.
2.4.2.1. Xay dung quy trinh chiét hesperidin tir diege liéu tran bi

Tir nhitng ndm 2002, cac phuong phéap chiét xuat va phéan lap hesperidin da dugc xdy
dung bang cach kiém hoéa dich chiét rdi thay d6i dén pH thich hop lam két tinh lai cac tinh
thé hesperidin tho [7]. Két hop cing cac két qua thu duoc tir cac khao sat dung méi chiét
trong qué trinh x4y dung quy trinh phén tich hesperidin trong dugc liéu trin bi bang HPLC
va cac yéu td anh hudng dén qua trinh 1am giau, c6 thu hdi dung méi, chi phi va tinh an
toan dé lya chon dung moi chiét thich hop, nghién ciru tiép tuc khao sat lya chon phuong
phap chiét thich hgp bao gom 2 phwong phap: Pun hdi luu va ngdm néng cé su hd tro cia
rung siéu am.
2.4.2.2. Khao sat quy trinh lam sach hesperidin tho

Duya trén tinh chat kho tan trong mot sé dung méi hitu co cua Hesperidin, luong
hesperidin thd thu dugc tir qué trinh chiét s& duoc tién hanh lam sach theo 3 phuwong phép:
(1) rira tap v6i methanol, (2) rira tap v6i Dicloromethan; (3) 1am sach v&i than hoat tinh dé
lwa chon phuong phap lam sach thich hop dé dat d6 tinh khiét > 80 % trudc khi chudn bi
dura vao tinh ché trén thiét bi sic ky long diéu ché.
2.4.2.3. Khdo sat quy trinh tinh ché trén sdc ky long diéu ché

Dua trén cac diéu kién tdi wu trén HPLC, hé dung méi dugc dung dé khao sat trén
thiét bi sac ky diéu ché gom:

- Hé 1: Pang dong kénh A acid phosphoric 1 % : kénh B ACN 50 : 50

- Hé 2: Dang dong kénh A acid phosphoric 1 % : kénh B ACN 30 : 70

- Hé 3: Dang dong kénh A acid phosphoric 1 % : kénh B ACN 10 : 90
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Cu thé: dung dich chuan hesperidin 992 ppm duoc tiém vao hé théng sic ky diéu ché
lan luot theo cac hé pha dong khao sat, so sanh hinh dang peak va thoi gian luu dé lya
chon diéu kién thu mau trén thiét bi sic ky diéu ché v6i 2 muc tiéu: (1) thu duoc hesperidin
da loai bo tdi da cac hop chét khéc tir duoc lidu; (2) tiét kiém téi da thoi gian va chi phi san
xuat.

III. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Két qua xay dung phwong phép phén tich trén HPLC

Qua khao sat dd chon duoc diéu kién phan tich bao gdbm Cot sic ky: C18 (4,6 mm x
250mm x 5um); Pha dong theo ché do gradient véi: Kénh A H3POs 1 %; Kénh B:
Methanol; Budc song phat hién: 280 nm

Khao sat cac dung moi chiét gdm DMSO, methanol 70 %, ethanol 70 % va ethanol
100 %. Ethanol 70 % dugc lua chon dé chiét hesperidin tir mau dugc liéu Tran bi. S6 lan
chiét t6i wu ciing dugce xac dinh 1a 03 1an vi két qua d6 thu hoi sau 1an chiét thi 3 chiém
chua dén 1% so voi tong ham luong chat chiét.

Nhu véy, duoc lidu Tran bi sau khi dugc xay nho ddng nhat s& dugc can chinh xac
khoang 1 g miu ddi v6i mau dugc liéu va khoang 0,1 g dbi voi mau nguyén liéu va 6ng ly
tam 50 mL sau d6 b6 sung thém khoang 35 mL dung moi chiét Ethanol 70 %, rung siéu am
trong 30 phut ¢ 60°C. Ly tam thu dich chiét, chiét 1ap lai thém 02 lan. Gop dich chiét va
dinh mutrc dén 100mL. Loc lay dich chiét va pha loang thich hop truéc khi phan tich trén
HPLC.

Tién hanh thim dinh phuong phap xac dinh ham lugng hesperidin trong nén dugc
liéu va nguyén liéu bang HPLC cho thay phuong phap c6 d6 dic hiéu dat yéu cau vé do
dic higu khi khong xuat hién pic hesperidin trén nén mau trang dong thoi do 1éch thoi gian
luu gitra & méau thuc, mau thue thém chuén véi mau chuin tuong ung 1a 0,62 % va 0,74 %
nhu Hinh 2. Cac mau chiét dugc liéu duoc tién hanh theo quy trinh xur Iy va phan tich mau
dé danh gia do lap lai cho két qua d6 léch chuan tuwong d6i RSD = 1,63 % (n = 6); d0 tai
13p ndi bd duoc thyc hién thém 06 mau chiét vao mot ngay khac cho d6 1éch chuan tuong
ddi RSD = 1,64 %. B dang dugc thyc hién b?lng cach thém chuén tai 3 muc néng do, moi
ndng do6 thyuc hién 6 1an va danh gia do thu hdi. Két qua thu duoc do thu hdi R% tir 97.2 %
- 101 %.

Gi61 han dinh lugng, gidi han phat hién dugc thuc hién béng cac thém chuén & mirc
ham luong thap va thyuc hién phéan tich 10 1in danh gi4 gia tri R nam trong khoang tir 4 -
10. Két qua thu dugc véi gia tri giéi han dinh luong 13 0,89 mg/g.

Thuc hién tuong tu quy trinh tham dinh ddi v6i nén mau nguyén liéu, sau khi thu
duoc hoat chit phan lap tur qua trinh chiét, tinh ché, nguyén liéu dugc stir dung dé tién hanh
tham dinh quy trinh phén tich cho két qua do lap lai véi RSD khoang 0,52 %, d6 thu hoi &
ca 03 mdc 120 %, 100 % va 80 % déu dat tir 99,2 % - 101 %.
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Hinh 2. Sic ky d6 dé ddc hiéu (a) mdu trdng, (b) mau chudn Hesperidin,

(c) mau thém chudn, (d) mau thuc dwoc liéu Tran bi

Két qua khao sat va xdy dung cac phuong phép xac dinh hesperidin trén nén dugc
lidu, nguyén liéu cho thiy 02 phwong phap HPLC phi hop lam cong cu dé xac dinh ham
lwong hesperidin ciing nhu xac dinh do tinh khiét ctia hesperidin trong timg giai doan.

3.2. Quy trinh chiét xuat

Déi véi quy trinh chiét mau, két qua khao sat phuwong phap chiét mau cho thay trong
cing mot thoi gian chiét 1a 2 gio, cing chung mot lwong duge lidu ciing nhu lwong dung
moi chiét, phuong phéap chiét dun hdi lvu cho kha ning chiét cao hon gan nhu gap doi so
v6i phuong phap ngdm néng c6 sir dung rung siéu 4m, mau sic cta dich chiét cling ¢ su
khac biét 16n boi sy tuan hoan dung méi va kha nang thim vao cac manh duoc liéu nho tét
hon khi ¢6 su s6i ctia dung mdi chiét ciia phuong phap dun hoi luu.

3.3. Quy trinh 1am sach va tinh ché trén sic ky l16ng diéu ché
3.3.1. Quda trinh lam sach

Hesperidin tho thu dugc sau chiét s& duoc dem tién hanh 1am sach cho théy viéc rira
tap voi methanol va dichloromethan cho hiéu qua khong cao. V& cam quan, cin thu duoc
sau rira c6 mau giéng trude khi rira, ngoai ra, trong qua trinh rira va thu cin trd lai ¢6 tinh
trang mat maulén do qua trinh loc va rira trong cdc c6 mo va do loai bo dung méi rira.
Nguoc lai, ddi véi viec hép thu tap mau béng than hoat tinh cho hiéu qua tdt hon. Pau tién
vé mat cam quan, mau sdc cua can sau loai tap sach va c6 mau vang nhat hon so véi cin
tho. Hiéu suit ciia qua trinh loai tap ciing tt hon do toan bo qua trinh chi xay ra trong mot
binh hip phu va dugc co dung méi lam gidu mau.
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3.3.2. Qud trinh tinh ché trén sdc ky diéu ché
Khao sat trén thiét bj sic ky long diéu ché cho thdy hé pha dong ding dong gdm
kénh A acid phosphoric 1 %, kénh B Acetonitril ty 1& 30 : 70 1 hé cho hinh dang peak 6n

dinh nhu Hinh 3, thoi gian luu ngén giap tiét kiém chi phi nhat.
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Hinh 3. Sdc ky d@o thu dich tinh ché trén thiét b sdc ky diéu ché

Cin sau 1am sach duoc hoa tan trd lai trong ethanol 70 % va dugc tinh ché trén thiét
bi sic ky diéu ché theo quy trinh trén véi tbe d6 dong 60 mL/ph cho phan dich chiét thu
dugc tir phat 3,75 dén phit 4,00. Phan dich sau tinh ché nay duoc ¢6 dung moi lam giau va
phan cén sau khi c6 s& duoc loc thu hesperidin thu dugc san pham cudi nhu Hinh 4 duogc
sau toan bd qué trinh s& duoc dem xac dinh cac dic tinh vé cam quan, phd db.

Hinh 4. San pham hesperidin (Tir trdi sang phdi: hesperidin thé; hesperidin sau lam sach;
hesperidin tinh ché)

San pham hesperidin thu duoc sau qué trinh tinh ché duoc tién hanh phén tich xac
dinh ham lugng theo quy trinh da dugc tham dinh trén nén nguyén liéu voi s6 lan lapn=6.
Gia tri ham luong trung binh hesperidin trong mau duoc xac dinh 1a 96,58 % (chua tinh
ham 4m) nhu trong Bang 1.
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Bing 1. Gid tri ham lwong hesperidin trong mau tinh ché

v Nongdp Hamlwong TB  RSD
STT m(g) k Dién tich pic

(mL) (ng/ml) (mgrg)  (mglg) (%)
1 011015 100 25 638299 39,0 961
20,1000 100 25 629938 38,5 962
30,1003 100 25 639495 39,1 974
965 1,08
4 01004 100 25 638414 39,0 971
5 01025 100 25 636082 38,9 948
6 01002 100 25 639880 39,1 976

Nhu vay, sau qua trinh chiét xuat va tinh ché hesperidin tir duoc liéu Tran bi tir
104,94 g dugc li¢u ban dau, nghién ctru da thu dugc 1,35 g nguyén li€u hesperidin vdi do
tinh khiét 96,58 % (HPLC). Quy trinh chiét xuét va tinh ché duoc tién hanh nhu sau: Dugc
liéu Tran bi duge loai bo tap tho va xay nhé dén kich thudc khoang 0,5 - 1 cm, ngam loai
béo bang petroleum ether ty 1¢ 100 g dugc liéu : 500 mLdung méi. Loai bo phan dung méi,
dé kho tu nhién, tién hanh chiét dun hoi luu vai ty 1& 100 g duoc liéu 500 mL dung moi
ethanol 70 %, chiét 03 lan. Dich chiét thu duoc dem c6 thu héi dung méi dé thu duoc
khoang 50 - 100 mL dich sau c¢d. Chinh pH dich sau c¢6 vé 4,0 - 4,5 bang HCI. B6 sung
thém 100 mL methanol, dé lanh két tinh qua dém. Loc trén phéu loc thu can hesperidin tho.
Phan tan lai hesperidin tho trong ethanol 70 % thém than hoat tinh theo ty 1€ 5 g hesperidin
thd : 1L dung méi : 2,5 g than hoat tinh. Rung siéu am trong 1 - 2 h tai 30°C. Loc nong loai
bo than hoat tinh. Dich duoc loc lai qua mang 0,22 pym. C6 dung moi thu hesperidin sau
lam sach. Hoa tan hesperidin sau 1am sach bang methanol (c6 b6 sung 1 - 2 giot DMSO trg
tan) tinh ché trén sic ky diéu ché. Dich thu trén thiét bi diéu ché duogc ¢ thu hoi dung moi,
chinh pH vé 4,0 - 4,5, két tua lai béng methanol va loc thu san phém. Séc ky dd nguyén
lidu hesperidin thu duoc sau qua trinh chiét va tinh ché duoc dua ra ¢ Hinh 5.
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Hinh 5. Sdc ky d6 nguyén liéu hesperidin thu dwoc sau qud trinh chiét va tinh ché
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IV. KET LUAN

Tran bi st dung cac dung méi don gian két hop cung thiét bi sic ky didu ché da thu
dugc 1,35 g nguyén liéu hesperidin c6 d6 tinh khiét 96,58 % (HPLC) tir khoang 100 g
dugc lidu tran bi. Tuy nhién, v6i viée sir dung thiét bi sic ky diéu ché, chi phi cho viéc
nang cao do tinh khiét ciia toan bd quy trinh phan 1ap day Ién rat nhiéu do lugng dung moi
st dung 16n. Do d6, can tiép tuc xem xét va tdi uu hoéa cho qua trinh tinh ché nay ciing nhu

tim ra phuong thtrc toi wu dé tin dung luong dung méi loai bé trong qua trinh tinh ché.
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Development of the process for extracting and isolating hesperidin
from Chenbi to establish as a reference standard

Vu Thi Thanh An'", Cao Cong Khanh!, Mac Thi Thanh Hoa!,
Tran Hung Son!, Do Thi Thanh Thuy?, Nguyen Thi Huyen?
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Abstract

Hesperidin is the main active ingredient in the flavonoid group, accounting for about
3 % of Chenbi. According to studies, hesperidin has anti-oxidant, analgesic, and anti-
inflammatory effects on the nervous system as well as enhancing the body's resistance.
Chenbi is a simple medicine, easy to obtain, and uses medicinal material for the potential
extraction and isolation of Hesperin with high yield. The study developed and validated the
process of determining hesperidin on medicinal samples and raw materials by HPLC. The
study was successful in making the active ingredient hesperidin with a purity > 95 %
(HPLC) sufficient as a condition to be used as a referenced material. Extraction and
isolation process using 70 % ethanol extraction solvent with extraction method is reflux
heating then cleaning with activated carbon and purified on chromatographic equipment to
obtain high recovery efficiency, simple and economical process.

Keywords: Hesridin, extraction, isolation, Chenbi.
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