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TOM TAT

Dit vin dé: Mang cau xiém (Annona muricata (L.), Annonaceae) da dwoc nghién ciiu vé
dwoc tinh tir nhitng nam 1940, la diweoe lidu day tzem nang duwoc ung dung trong cac phuong phap
diéu tri ung thu méi. Hau hét cdc nghién ciru vé Méng cau xiém da tdp trung vao mgt nhom hoat
chat goi la acetogenin (ACGs). Nhiéu nghién ciru da khang dinh rang cdc nhém chat nay co dac
tinh khang ung thu va déc tinh chon loc d6i voi nhiéu dong té bao ung thuw khdc nhau véi lzeu luong
rdt thap Cdc acetogenin la chdt ke ché manh logi enzym chi duwgc tim thdy trong mang té bdo ciia
khoi u ung thi, day la Iy do tai sao ACGs chi gdy djc dén cdc té bao ung thu nhing khéng cé déc
tinh doi véi té bao khoe manh. Tuy nhién, viéc chiét xuat ACGs ¢6 trong Mang cdu xiém bi dnh
hwéng boi nhiéu yéu to nhw logi dung méi sir dung, ty 1é dung méi va dwoc liéu, nhiét do, thoi gian
va s6 lan chiét. Muc tiéu nghién cieu: Xdc dinh bé phdn ding va diéu kién chiét xudt cao Mang
cau xiém (Annona muricata (L.) Annonaceae) cho ham lwong ACGs 161 wu. Poi twong va phwong
phdp nghién ciru: Bo phan ding cia Mang cau xiém, Khao sat cac bo phdn dung ld, hat, than va
cdc yéu té anh huong dén quy trinh chiét xudt cho ham lwong ACGs cao nhat khi tién hanh khdo
sdt tieng yéu té anh hwong thi diéu kién chiét cho nhitng yeu 16 con lai dwoc cé dinh. Két qua: Xac
dinh dwoc bo phan dung ld cho ham lwong ACGs cao nhat dong thoi tim dwoc diéu kién chiét toi
uu: dung moi ethanol 70%, ty I¢ duwoc lieu/dung moi 1/25, nhiét do 50°C, thoti gian ngam chiét 60
phiit va chlet mét lan. Két lugn: Nghién ciru da givip xac dinh duwgc bo phdn ding va cdc thong s0
chiét xuat cho ham lwong ACGs t6i wu, tir d6 tao tién dé cho cdc nghién civu bao ché thanh pham tir

Mang cau xiém.

Tir khoa: Mang cau xiém, Annona muricata, acetogenins, diéu kién chiét xudat.

ABSTRACT

RESEARCH ON THE EXTRACTION CONDITIONS OF
ACETOGENINS (ACGSs) IN GRAVIOLA (ANNONA MURICATA (L.)
ANNONACEAE)
Huynh Thi My Duyen¥*, Le Hoang Vu
Can Tho University of Medicine and Pharmacy

Background: Annona muricata (soursop or graviola) of Annonaceae has been reported to
have a broad range of therapeutic effects since the 1940s. Graviola contains acetogenins (ACGs)
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that have anticancer effects and selective toxicity against various types of cancer cells even when
applied at low doses. ACGs are also shown to highly inhibit an enzyme only found in cell membranes
of cancerous tumors, which is the reason why the compounds are only toxic to cancer cells, not to
healthy ones. The extraction of acetogenins, however, is affected by many factors such as types of
solvents, the ratio of raw materials and solvents, temperature, time, and the numbers of
extractions... Objectives: Studying the extraction conditions of graviola (Annona muricata (L.)
Annonaceae) to determine the optimal acetogenins extraction process. Materials and methods:
Testing each factor affecting the extraction process in case of remaining stable of other elements.
Results: Leaves had the highest content of ACGs, Determining the optimal extraction conditions:
solvent (70% of ethanol), the ratio of herbal-solvent (1:25), extraction temperature (50°C),
extraction time (60 minutes), and once of extraction. Conclusion: The study determined the parts of
graviola and the extraction parameters for optimal content of ACGs, which is a premise for
researches on preparing products from graviola.
Keywords: graviola, acetogenins, extraction conditions.

I. PAT VAN PE

Cay Ming cau xiém (Annona muricata (L.) Annonaceae) 13 loai cdy an qua quen
thudc & Viét Nam dic biét 1a cac tinh mién Tay Nam B6 [1]. Mang cau xiém khong nhimng
dem lai nhiéu loi ich vé& mat kinh té ma hién nay con dugc su quan tdm cia nhiéu nha khoa
hoc trén thé gioi vé tac dung trc ché su phat trién cua té bao ung thu. Hau hét cac nghién
ctru vé Miang cau xiém déu tap trung vao mot nhom hoat chit goi 1a acetogenins (ACGs),
khang dinh nhom chat nay c6 dic tinh khang ung thu va doc tinh chon loc ddi voi nhidu
dong té bao ung thu khac nhau [3], [9].

Tuy nhién, viéc chiét xuat acetogenins bi anh huong boi nhiéu yéu to nhu loai dung
moi sir dung, ty 1¢ dung méi va duoc liéu, diéu kién nhiét do, thoi gian va sb 1an chiét. .
yéu tb trén s& lam anh huong dén hoat tinh sinh hoc cta hoat chat [2]. Do d6, dé tai nghlen
ctru diéu kién chiét xuit acetogenins (ACGs) co trong Mang cau xiém (Annona muricata
(L.) Annonacece) dugc thyc hién voi mong mudn tim ra duoc diéu kién chiét xuét toi uu
nhit cho ham lugng acetogenins nhiéu nhat co trong cao, gop phan dinh hudng cho cac
nghién ctru bao ché thanh pham c6 chira cao Mang cau xiém. Nghién ctru duoc thuc hién
v6i muc tiéu cu thé nhu sau:

1. Xac dinh bo phan dung ciia Mang cau xiém c6 ham luong acetogenins cao nhat.
2. Nghién ciru diéu kién chiét xuit anh huéng dén ham lwong ACGs chiét duoc.
I1. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pbi twong nghién ctru

L4, hat va than cdy Mang cau xiém (Annona muricata (L.) Annonaceae) duogc thu
hai tai dia ban thanh phé Can Tho.

Cac mau chon khong bi sau; La déy, ¢6 mau xanh dam; Hat léy tor qua gia chin tu
nhién; Than cdy > 2 tudi. La, hat, than sau khi duoc sdy kho s& duoc xay va riy qua rdy co
kich thuédc 16 rdy 3 mm. Dugc liéu dugc rira sach, séy kho ¢ 50-60 °C, xay thanh bot cd tho dé
nghién ctru diéu kién chiét xuat.

2.2. Phuwong phap nghién ctru

- Xac dinh b phan chiét c6 nhiéu ACGs nhit

Phuong phap: ngdm kiét véi 3 dung méi c6 d6 phan cuc khac nhau: ethanol (EtOH)
70%, ethyl acetat (EtOAc), n-hexan.
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Can chinh xac khoang 10 g bot 3 bo phan dung (A) cia cdy Mang cau xiém lam 4m
trong 2 gid véi dung moi chiét (B), sau d6 nap vao binh ngdm kiét trong 24 gi. Mi thi
nghiém l3p lai 3 lan.

Quy trinh ngém kiét: Lam 4m bot duoc lidu véi dung méi (B), day kin, dé yén trong
vong 2 gid; Nap duoc liéu di 1am 4m va ray toi vao binh; Thém dung méi ngap duoc liéu
2-3 cm, ngam lanh 24 gid; Rat dich chiét (d6ng thoi bd sung dung moéi), toe do rut dich chiét
tir 1-3 mL/phuat; Két thiic ngdm kiét khi cin khé trong 10 mL dich chiét cudi cung < 0,02 g.

- Nghién ciru diéu kién chiét xuét nh hwéng dén ham lugng ACGs chiét dugc

Phuong phap: chiét nong. Tlen hanh khdo sat cac yéu t6 anh huong dén qua trinh
chiét xuat dé tim ra diéu kién chiét xut. Can chinh x4c khoang 2 g bot bo phan (A) cta cay
Ming ciu xiém, cho vao binh nén nit mai, thém dung méi (B) theo ty 1¢ (D), sau do tién
hanh chiét ¢ nhiét do (E), trong (F) phut, chlet lién tyc vé6i (G) lan.

Cac yéu t6 khao sat quy trinh chiét xuét:

+ Dung moi chiét: EtOH 70%, EtOAc, n-hexan.

+ Néng do dung mdi (néu dung méi dugc chon 13 ethanol, néu 1a dung méi khac bo
qua budce nay): 60%, 65%, 70%, 80%, 90%, 96%.

+ Ty 1€ duogc li¢u/dung moi: 1/15, 1/20, 1/25, 1/30, 1/35.

+ Nhi¢t dg: t° phong, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C.

+ Thoi gian chiét: 15 phut, 30 phut, 45 phit, 60 phut, 75 phuat, 90 phut.

+ S84 1an chiét lién tuc: 1 1an, 2 1an, 3 1an, 4 14n, 5 lan.

M&i yéu t khao sat 1ap lai thi nghiém 3 1an. Khi tién hanh khao sat timg yéu té anh
huéng thi diéu kién chiét cho nhimng yéu té con lai dwoc ¢b dinh, budc dau dya vao tai liéu
tham khao dé x4c dinh thong s6 ¢ dinh cho timg yéu td, sau khi xac dinh duoc diéu kién
chiét xuét nao s& ap dung diéu kién d6 vao quy trinh dé khao sat yéu t6 tiép theo.

Phuong phéap danh gia: dua déng luong cac dich chiét 1én ban mong, khai trién voi
hé dung m6i CHCl3:MeOH (9:1), phun 3 loai thudc th, quan sat mau va kich thudc cac vét
trong khoang R tir 0,2-0,7 c6 mau tim (tetrazolium blue 0,5%/MeOH-NaOH 5N (1:1) (a)),
mau xanh xam (acid phosphomolybdic 5%/MeOH (b)), mau hdng phai nhanh (Kedde (c))
[8]. Dich chiét ndo c6 sb vét nhiéu, kich thude va mau sic ddm hon thi ¢6 nhiéu ACGs hon.

III. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. X4c dinh bj phan chiét c6 nhi¢u ACGs nhiat

Dua trén két qua SKLM dich chiét ciia 3 b phan cdy Mang cau xiém chiét bang 3
dung méi ethanol, ethyl acetat, n-hexan, nhan thiy trong khoang Ry tir 0,2-0,7:

+ La: ¢6 5 vét chinh Ry lan lugt 0,2; 0,225; 0,3125; 0,35; 0,525.

+ Hat: co6 3 vét chinh Ry 1an Iwot 0,3125; 0,35; 0,525.

+ Than: ¢6 2 vét chinh Ry 1an lugt 0,3125; 0,35.

O ca ba dung mdi 13 ethanol, ethyl acetat va n-hexan, cac vét ACGs ¢ dich chiét 14
déu nhiéu hon, kich thudc va mau sic ddm hon hai b phan con lai. Vay nén bd phan 14 cua
Maing cAu xiém chiét duoc nhiéu ACGs nhét trong 3 bd phéan khao sat va dugc chon lam bd
phan dung dé khao sat dung moéi chiét ¢ budc tiép theo.
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Hinh 1. SKLM 3 b6 phan cua dich chiét ethanol 70%
3.2. Nghién ctru diéu kién chiét xudt ACGs tir 1a Méng ciu xiém
3.2.1. Anh hwéng ciia dung méi dén chiét xuat ACGs
Trong khoang Ry tir 0,2-0,7 ca 6 dich c}liét déu cho 5 vét chinh c6 Ry lan 111:91 0,2;
0,225;0,3125; 0,35; 0,525. Cac vét cua dich chiét ethanol 7Q% 9(’) kich thudc va mau sac dam
hon 2 dung moi con lai. Vay ethanol 70% la dung méi chiét toi uu ACGs trong 3 loai dung
moi khao sat nén dugc chon lam dung moi dé khao sat cac diéu kién chiét xuat tiép theo.

R¢0,2-0,7

v |
n-hexan EtOAc EtOH |n-hexan EtOAc EtOH | n-hexan| EtOAc

(a) (b) (©)

Hinh 2. SKLM dich chiét cia 3 dung méi khac nhau
3.2.2. Anh huéng ciia nong d6 dung méi dén chiét xuat ACGs
Trong khoang Ry tir 0,2-Q,7 ca 6 dich c}liét déu cho 5 vét chinh c6 Ry lan lu91 0,2;
0,225; 0,3 125;’0,35; 0,525. Cac vét cﬁg dich chiét ethano} 7Q% ¢o kich thudce va rr‘léu sac dam
hon 5 dich chiét con 1ai.‘ Vay 70% la nong qé ethanol chiét tﬁ)i uu ACG,s trong 6’n6ng do khao
sat va duoc chon lam nong d¢ dung moi dé khao sat cac di€u kién chiét xuat ti€p theo.
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Hinh 3. SKLM dich chiét ctia ethanol v&i 6 ndng d6 khac nhau

3.2.3. Anh huwéng cia ty 18 dwoe liéu/dung médi dén chiét xuit ACGs

Trong khoang Ry tur 0,2-0,7 ca 5 dich chi,ét déu cho 5 vét chinh ¢6 R¢ 1an lugt 0,2;
0,225; 0,3125; 0,35; 0,525. Cép vét cua dich chiét dqqc chiét vdi ty 1€ duoc liéu/dung moi
la 1/25 co kich thu’('yc? va mau sac dam hon 4 dich chi€t con lai. Vay véi ty 1€ dugc 7liéu/dung
moi 1/25 1a toi uu de ghié,t ACGs va dugc chon lam ty 1€ dugc liéu/dung moi dé khao sat
cac diéu kién chiét xuat ti€p theo.

3.2.4. Anh huwéng ciia nhiét d9 dén chiét xuit ACGs

R¢0.2-0.7

/15]{o720 )25 W ol s M |\ [5] v 715 waol s Pl )

(a) (b ) (c)
Hinh 4. SKLM dich chiét véi 5 ty 1& dugc liéu/dung méi khac nhau
Trong khoang Ry tur 0,2-0,7 ca 6 dich chjét déu chq 5 vét chinh c6 Ry lan luot 0,2;
0 225 0,3125; 0,35; 0,525. Cac vét cua dich chlet duoc chiét 6 50 °C c¢6 kich thudc va mau

sic dam hon 5 dich chiét con lai. Vay nhiét d6 t6i vu chiét ACGs trong quy trinh la 50 °C
va duoc chon 1am nhiét 46 dé khao sat cac diéu kién chiét xuat tiép theo.
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Hinh 5. SKLM djch chiét v&i 6 mirc nhiét do khac nhau
3.2.5. Anh huéng ciia thoi gian dén chiét xuit ACGs
Trong khoang Ry tur 0,2-0,’7 ca 6 dich cl}iét déu chg 5 vét chinh ¢6 Ry 1an luot 0,2;
0,225; 0,3125; 0,35; 0,525. Cac vét cua dich chiét duoc chiét trong 60 phut co kich thude va
mau sac dam hon 5 dich chiét con lai. Vay 60 phut la thoi gian chiét toi vu ACGs trong 6 thoi
gian khao sat va dugc chon lam thoi gian dé khao sat cac diéu kién chiét xuat tiép theo.

R¢0.2-0.7

[15'[30' a5 Joo' [ 75' oo W [15'][30][as'][60'][75'] 0]  [il2s |30 J{as {60 J[75 [ o0’
(a) (b) (©)
Hinh 6. SKLM dich chiét trong 6 khoang thoi gian chiét khac nhau
3.2.6. Anh hwéng ciia s6 1an chiét lién tuc
‘ Trong khoang Ry tir 0,2-0,7; 3 dich‘ chiét 9ﬁa 3 lan chiét dau dég cho 5 vét chinh ¢6 Ry
lan luot 0,2; 0,225;0,3125; 0,35; 0,525; 2 lfgm Cl:liét sau cung chi con 2 vét chiqh coRrla 0,3 125
va 0,35. Cac vét cia dich chiét dugc chiét lan dau }:ién co6 kich thu(yc‘ va mau sac dam hon nhiéq
so voi 4 dich chiét con lai. Vay lugng ACGs chiét dugc ¢ nhimg lan chi€t sau khong dang ké
so voi dich chiét chiét 1an dau tién, do do de tiét kiém chi phi chi can chiét mot lan.

19



TAP CHi Y DUQC HOC CAN THO - SO 38/2021

Rf0.2-0.7

Sesee Bloss Bous
DEEnn | nnonol | nnnno

(a) (b) (c)

Hinh 7. SKLM dich chiét & 1an chiét dAu va 4 14n chiét lién tuc sau
IV. BAN LUAN

Tir két qua nghién ctru cho thiy 14 12 bd phan chiét duoc nhiéu ACGs nhat trong cac
bo phan khao sat, c6 thé 1a do su phan bd cia ACGs trong cac bd phan cua cay la khac nhau.
L4 la co quan dinh dudng, dam nhiém nhiéu chtc ning quan trong nén c6 thé ACGs dugc
tong hop va du trir tai dy nhiéu hon nhimg bd phan khac. Trong khi than thuong hoa gb
dén giai doan truong thanh nhiéu cellulose xo cting khong thich hop cho ACGs t6n tai, hat
du trir nhiéu tinh bot va chat béo, c6 thé c6 ACGs nhung khong nhiéu. L4 dang phién mong,
dé say kho dén d6 am quy dinh, ACGs duoc bao quan tdt, 14 xdp va kho6 hon nén dung méi
dé thAm hoan toan va chiét hiéu qua. Cac nghién ciru sau nay Ve ACGs hay vé hoat tinh
khang ung thu thi bo phan thuong dugc vu tién ciing 14 14 Mang cau xiém. Yang Chunhua,
Gundala Sushma Reddy va cong su (2015), nghién ctru vé tac dung khang ung thu cta loai
cdy nay ciing lya chon ddi twgng nghién ctru 14 1a Mang cau xiém vi 14 chira nhiéu flavonoid,
isoquinolin alcaloid va ACGs [10].

Dung mdi chiét 1a yéu t6 quan trong nhat anh hudéng dén ham lugng chat chiét. Sau
khi khao sat, cho thay ethanol 70% la dung méi tdi uu dé chiét ACGs. Cac dung mdi thudc
nhom ancol s& thim t6t hon 1én mang t& bao nén qua trinh chiét s& thu dwoc lwong 16n cac
thanh phan trong t& bao. Ethanol hoa tan phan 16n cac chat chuyén héa phan cuc cung véi
cac hop chit phan cuc trung binh va kém. Tuy ACGs 1a nhém hop chit phan cuc trung binh
nhung theo nghién ctru ciia Gu Zhe-Ming va cong su (1995), ACGs tinh khiét kha tan trong
methanol, ethanol nhung kho tan trong hexan lanh va nudc [5]. Hon nita, ethanol 1a dung
moi ré tién, d& kiém, it doc hai hon so véi cac loai dung moi hiru co khac. Ethyl acetat-dung
moi phan cyc trung binh va n hexan-dung moi phan cuc kém c6 kha nang hoa tan tap phan
cuc kém nhu clorophyll, 1am can tr& qua trinh chiét. Mt khac, ndng do ethanol ciing anh
huong dén qua trinh chiét. Him luong ACGs chiét duoc ting dan tir 46 con 60% dén 70%,
do ACGs kém tan trong nudc nén do con cang thap, chiét ACGs cang khong hiéu qua. Trong
khi & nhitng d6 con cao hon, tap clorophyll nhiéu, chiém 14y dung méi cuia ACGs, dung méi
tiép xtc va hoa tan ACGs giam, ethanol 90%, 96% rat d& bay hoi, that thoat dung méoi lam
giam hiéu suat nén ACGs c6 xu huéng giam khi ting nong do tir 70% dén 96%. Nhiéu
nghién ctru trude ddy ciing di sir dung ethanol 70% vao quy trinh chiét. Minari Joseph va
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cong sy (2014), da ngam chiét 350 g bot 1a v6i ethanol 70% trong 72h thu dugc cao va thir
hoat tinh khéng ung thu trén mé hinh ung thu v cia chudt nhét tring cai bang DBMA [6].
Endrini Susi va cong su (2014), thtr hoat tinh doc té bao cua cao 14 ethanol 70% trén invitro
v6i té bao ung thu via MCF-7 [4]. Nghién ctru ctia Rachmani Eka Prasasti Nur va cong su
(2012), ngam chiét voi ethanol thoi gian 1a 24 gio, 13p lai 3 1an, ICso cua dich chiét ethanol
trén té bao ung thu vaa cho két qua kha quan [7].

Véi ty 1€ dugce liéu/dung moi 1/15 trd 1€n, dugc li¢u moi tiép xuc hoan toan voi dung
mdi. ACGs chiét dugc tang dan dén ty 18 1/25 nhung sau d6 ¢6 xu hudng giam khi ting ty
1é dén 1/35. Do sau khi néng do ACGs trong dung moi va duoc liéu gén dat trang thai bao
hoa va lugng ACGs da giam dang ké nén sy khuéch tan ACGs ra khoi dugc liéu ciing giam
va cham hon. Nén luong dung moi c6 tang 1€n cling s€ gay lang phi dung moi va nang luong.

Khi nhiét d6 tang thi luong chit khuéch tan ciing ting 1én. Hon nita, khi nhiét do
tang thi 46 nhdt ciia dung moi giam sé tao diéu kién cho qua trinh chiét xuat xdy ra nhanh
va triét ¢é hon. Tuy nhién ham luong ACGs chi ting dén 50 °C sau d6 ¢6 xu hudng giam la
do khi ting dén khoang 70-80 °C gan v&i nhiét d6 s6i ctia hdn hop ethanol va nude nén s&
lam that thoat dung moi, nhiét d qua cao cling lam ACGs kém bén hon, lam giam ACGs
nén 50 °C 1a nhiét d6 tdi uu duogc lya chon. Mit khac, thoi gian chiét cung la yéu t6 anh
huong dén qua trinh chiét, khi thoi gian chiét kéo dai s€ giiip dung moi thim thau vao timg
té bao 1a Miang cau xiém. Néu thoi gian chiét ngan s& khong chiét duoc hét ACGs trong
duoc lidu, trong khi thoi gian qua dai, dich chiét s& 1dn nhiéu tap do lic nay ACGs khong
con nhiéu va dén luot cac tap phan tir 16n khuéch tan vao dung méi. Vay nén 60 phut 1a
khoang thoi gian hop 1y chiét hiéu qua ACGs.

Khi khéo st trén nhiéu 1an chiét lién tuc c6 thé thiy ¢ 1an chiét du tién, ACGs con
nhiéu, chénh léch néng do ACGs gitta dung moi va duogc li¢u 16n, tdc do chiét cao nén trong
cung khoang thoi gian, luong ACGs chiét dugc nhiéu hon dang ké so v6i nhimg 1an chiét sau.
O nhiing lan chiét sau, ACGs con rat it, ACGs khuéch tan vao dung méi cham, tuy con it ACGs
nhung van khong chiét hét duoc do gan dat trang thai béo hoa. Do do, dé dat hiéu qua chiét
ddng thoi giam chi phi, quy trinh chiét véi cac thong sb trén duoc thuc hién chiét mot 1an.

V.KET LUAN

Xéc dinh dugc 14 Mang cAu xiém c6 ham lugng acetogenins cao nhat déng tim duogc
diéu kién chiét ACGs cho ham lugng cao véi cac thong s6 ¢d dinh dugc dé xuit: dung moi
ethanol 70%, ty 1€ dugc liéu/dung méi 1/25, nhié¢t 4o 50 °C, thoi gian ngdm chiét 60 phut
va chiét mot 1an.
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