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Revised: 05/8/2022 sensitization, while arbutin is potentially cytotoxic. Researching
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aimed to evaluate the inhibitory effect of tyrosinase on grape leaf
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by soaking 96° alcohol, chloroform, and water. The tyrosinase

Inhibition of tyrosinase inhibitory effect of the grape leaf was evaluated through the reaction
Grape leaf with L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine), from which 1C50
Vitis vinifera was calculated (concentration value capable of inhibiting 50% of the

tyrosinase activity of the high potency). The results showed that all of
Extract the investigated extracts had tyrosinase inhibitory activity; the green
Vitaceae grape leaf and red grape leaf extract in 96° alcohol showed the most
obvious tyrosinase inhibitory effect. The red grape leaf extract in 96°
alcohol had the strongest activity with IC50 = 0.197 mg/mL compared
with 0.072 mg/mL of kojic acid.
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kojic gay ra nhay cam da, trong khi arbutin c6 kha nang gy doc té
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nhién dang rat dugc quan tdm. Nghién ctu nay nham danh gia tac

TU KHOA dong wc ché enzyme tyrosinase cua cac cao chiét tir 14 nho Vitis
- - vinifera L.. Cao toan phan cua 14 nho duoc chiét bang phuong phap
Ut ché tyrosinase ngam véi chloroform, con 96° va nudce. Tac dong uc ché tyrosinase
Cao chiét cua cac cao 14 nho dugc danh gia théng qua phan ung véi L-DOPA
Vitis vinifera (3,4-dihydoxy-L-phenylalanin), tir d6 tinh ICso (gi4 tri ndng do c6

kha nang trc ché 50% hoat tinh enzyme tyrosinase) cua cc cao tiém
nang. Két qua cho thay, tit ca cac cao khao sat déu c6 hoat tinh tic
Vitaceae ché tyrosinase, trong d6 cao con 96° cua 1a nho xanh va 14 nho do thé
hién rd nhat tac dong trc ché tyrosinase. Cao con 96° cua 14 nho do c6
hoat tinh manh nhét véi ICs = 0,197 mg/mL so véi 0,072 mg/mL
cua axit kojic.
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1. Gigi thiéu

Trong cac té bao dong vat hoic thuc vat, mot sic t6 duoc dinh nghia 13 bat ky chit tao mau do
chiing phan xa va hap thu mot s6 song anh sang dc higu. Trong céc sic t6 sinh hoc d6, melanin
(theo tiéng Hy Lap c6 nghla 1a den) dugc phan b rong rai nhat va duogc tim thay trong subt qua
trinh phét sinh loai, tir cac vi sinh vat cho dén dong vat. O ngudi, melanin duoc tim thay chu yéu
trong da, toc, vong mac, né duoc tiét ra bai té bao sic td phan bd ¢ 16p day cua biéu bi. Vai tro
cua melanin 13 bao vé da khoi tac hai cua tia tr ngoai, dac biét 1a tia cuc tim B bang cach hap thu
va tan xa anh sang mit troi va loai bo cac goc oxy hoa tu do [1]. Cac réi loan khéac nhau & da 1a
két qua ctia Sy tich tu qua mirc sac t6 & biéu bi. Tang sic t6 c6 thé do tang té bao tao sic té hodc
do téng hoat dong cua cac enzym hinh thanh S4cC t6 . Enzym tyrosinase (EC 1.14.18.1) dugc phan
b rong réi trong nam, dong vat va thuc vat, 1a mot enzym monooxygenase c6 chira ddng tham
gia vao hai phan ung riéng biét cia qua trinh chuyén héa melanin; mét 1a hydroxyl hoa
monophenol thanh Odiphenol, hai la oxi hoa O-diphenol thanh O-quinon; sau d6, Oquinon tham
gia mot loat cac phan tng dé tao thanh melanin [2]. Ngoai ra, tyrosmase cling dong vai tro trong
phan ung hoa nau cua trai cay va rau qua. Mau néu thuong lam hong mau sic cua cac san pham
thuc pham co ngu0n gbc thuc vat, didu nay co thé cho thiy chat lugng dinh dudng cua no bi hu
hong. Do d6, cac chét e ché tyrosinase da va dang dwoc st dung rong rii trong diéu tri cac bénh
tang sic td va trong my pham hozc thuc phim nhu mét yéu t6 1am tring da, ngin ngira su hu
hong nhanh caa thuc pham. Arbutin va axit kojic duoc biét dén 1a chét wc ché tyrosinase thuong
dugc sir dung trong my pham san pham lam trang da. Vé mat 1am sang, cac chat khir sic t6 nay
dugc &p dung cho trj liéu ting sac td. Tuy nhién, axit kojic gay ra nhay cam da, trong khi arbutin
c6 kha ning gy doc té bao [3]-[5]. Do do. viéc tim ra chét trc ché tyrosinase c6 ngudn gdc thién
nhién dang rat dugc quan tam nghién cuu.

Vitis vinifera L. (Vitaceae) la mot loai thuc vat thudc chi Vitis, c6 nguon goc tir Ving Dia
Trung Hai. Phan 16n loai nay duoc sir dung trong ¢éng nghiép ndu rugu, lam thuc pham. Cac bo
phan cua cay nho nhu qua nho, ciing nhu rugu vang va san pham phu chinh yéu caa n6 - ba nho —
da va dang dugc nghién cau rong rai. Bén canh do, qua trinh ché bién nho cong nghiép ciing tao
ra cac phu pham, chang han nhu 14 nho. Tir xa xua, 14 nho V. vinifera di duoc sir dung trong y
hoc do cé cac hoat tinh sinh hoc bao gém bao vé gan, chdng co that, ha dwong huyét va didu hoa
mau, khéang khuan, khang ndm, khang viém, khang ung thu, khang virus va dac biét 1a chat chong
oxy hoa [6]. Nudc ép 1a nho ciing dugc sir dung nhu mot chat khir tring trong nudce rira mat. Cac
nghién ctru trude day cho thay sy hién dién cia mot s6 thanh phan héa hoc trong 14 nho nhu axit
hiru co, axit phenolic, flavonols, tannin, procyanidin, anthocyanin, lipid, enzym, vitamin,
carotenoid, tecpen va duong khu hodc khong khu [7], [8]. Nhu vay, la nho V. vinifera la mot
ngudn cung cap cac hop chat c6 dic tinh dinh dudng va hoat tinh sinh hoc, dong thoi giai quyet
dugc c4c van d& vé xtr ly phat sinh tir mot luong 16n cac san pham phu tao ra bai nganh san xuat
ruou vang va nudc trai cay. Theo nghién ciu ciia Mariacaterina Lianza va cong su cho thay c6
mdi tuong quan tuyén tinh gitra ham lugng phenolic tong va hoat tinh wc ché tyrosinase, cu thé
trong 90 thao duogc duoc khao sat thi 1a nho vira c6 hoat tinh tic ché tyrosinase vira ¢ hoat tinh
Gic ché elastase, trong d6 cao chiét bang EtOH/nudc (1:1) ¢ néng d6 50 pg/ml cho higu qua trc
ché tyrosinase 12 42% [9]. Mit khéc, theo mot nghién ctru khac cua Lin va cong su vé dong hoc
hoat tinh wrc ché tyrosinase cua 14 nho cho két qua hoat tinh tc ché tyrosinase cua dich chiét 14
nho do dat gia tri IC50 la 3,84 mg/ml [7].

Tai Viét Nam, hoat tinh tic ché tyrosinase da duoc tién hanh trén cac ddi tugng nhu nam linh
chi, hoa hoe, ci mai, 14 tia td, dau tam den [10], [11]. Tuy nhién, chwa tim thdy nghién ctu hoat
tinh wc ché tyrosinase cua la nho V. vinifera. Do dé, trong nghién ctru ndy, ching ti tién hanh
chiét cao 14 nho xanh va 1a nho d6 voi cac dung médi khic nhau va xac dinh hoat tinh khang
tyrosinase ciia cao chiét. Nghién ciru nham gép phan cung cap ngudn nguyén liéu cho san pham
lam tring da trong twong lai.
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2. Phwong phap nghién ciru
2.1. Dugc ligu

L& banh té cua cay nho do (giéng nho Cardinal) va cay nho xanh (gidng nho NH-48) — loai 1a
da truong thanh, khong qua non va qua gia duoc thu hai tai nha vuon ¢ thén Thai An, xa Phudc
Thuan, huyén Ninh Phudc, tinh Ninh Thuan. Sau khi thu hai, 14 dugc nra sach, phoi trong ram
cho khé; 14 kh tiép tuc dugc xay thanh bot tho dé chiét xuat. Bot thé dugc bao quan noi kho réo,
tranh &nh sang.

2.2. Hoa chat

Enzym mushroom tyrosinase cua Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.A), L — DOPA (3,4-
dihydroxy—L—phenyIaIanine), axit kojic cua Himedia, An D0, NaHzPO4.2H2§), Na,HPO4.12H,0,
chloroform, con ethanol (EtOH), dimethyl sulfoxide (DMSO) cua Trung Quoc

2.3. Phwong phdp dinh tinh so by thanh phan hoa thuc vt trong bgt 14 nho

Bot 14 nho xanh va 14 nho d6 dugc dinh tinh so bo cac thanh phan héa thuc vat bang phuong
phap dinh tinh thgo quy trinh cua truong Dai hoc Dugc Khoa Rumani dugc cai tién boi Pai hoc
Y Dugc thanh pho H6 Chi Minh [12].

2.4. Phwong phdp chiét xudt cac cao la nho

Cao duoc liéu duoc chiét xuat bang cach ngdm lanh bot duoc ligu tho da chuan bi & muc 2.1
véi cac loai dung méi khac nhau la chloroform, cén 96°, nudc, thuc hién 3 1an, mdi lan 24 gio,
Véi cac ty 1& duoc lidu — dung mdi lan luot 12 1:10, 1:7,5, 1:5. T4t ca cac dich chiét duoc thu hoi
dung mdi bang may c6 quay chan khdng & nhiét d6 45 — 48°C thu dugc c4c cao toan phan cua 2
loai 14 nho: cao chloroform nho do (PCF), cao cdn 96° nho do (P96), cao nude nho d6 (BN); cao
chloroform nho xanh (XCF), cao con 96° nho xanh (X96), cao nuéc nho xanh (XN). Cao duoc
liu duoc bao quan & nhiét do 4 — 8°C cho céc thir nghiém tiép theo [10], [11].

2.5. Phwong phdp xdc dinh hoat tinh sc ché tyrosinase in vitro
2.5.1. Sang loc hogt tinh izc ché enzym tyrosinase cia cac cao

Céc cao con 96°, chloroform cua hai loai 14 nho dwoc hoa tan trong DMSO & nong d6 10
mg/mL, c&c cao con lai dugc hoa tan trong dém natri phosphat 50 mM pH = 6,5 & nong d6 10
mg/mL. Tyrosinase va L-DOPA dugc hoa tan trong dém phosphat véi nong do tuong tang 1a 100
U/mL va 10 mM. Hdn hop phan tng gom 10 pL dung dich cao chiét, 80 pL dung dich dém
phosphate, 30 L tyrosinase 100 U/mL, dugc U trong dia 96 giéng & nhiét do phong 10 phiit, sau do
thém 80 pL L-DOPA 10 mM, u tiép ¢ nhiét do phong, 30 phit. Mau duogc dem do quang pho 4]
budc song 490 nm, kojic axit duoc st dung lam ching duong [13]. Thi nghiém duoc lap lai 3 lan.

Panh gia % wc ché tyrosinase theo cong thic:

% Ut ché = S22 x100

Trong do: A: do hép thu caa még chimg (dém phosphat, dung moi, enzym va L-DOPA, khong
c6 cao chict). B: d¢ hap thu cua mau trang ching (dém phosphat, dung moi, L-DOPA va khoéng
cO cao chiet va enzyme). C: do hap thu cua mau thir (dém phosphate, cao chict, enzyme va L-
DOPA). D: d6 hap thu cua mau trang thu (dém phosphate, cao chiét, L-DOPA, khdng c6 enzym).
2.5.2. Xac dinh ICso ciia CAC cao tiém ndng

Dya vao két qua sang loc tac dong trc ché tyrosinase va chon ra cac cao c6 tiém ning. Véi mdi
cao, tien hanh pha thanh day nong do va xac dinh % uc che tyrosinase ¢ ting nong do. Axit kojic
dugc dung lam chat doi ching duong. Cac thanh phan phan ung va quy trinh thuc hién giong thu
nghiém sang loc hoat tinh tc ché enzym tyrosinase cua cac cao. Thiét lap phuong trinh hoi qui
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tuyén tinh mo ta sy lién quan giira C véi phan trim tic ché tyrosinase cua chat khao sat: y = ax +
b véiy 1a % tc ché, x 1a nong do cao trong giéng; tir do tinh toan gia tri 1Cso (Nong d6 uc ché

50% hoat tinh tyrosinase caa cac cao chiét).

3. Két qua va ban luan

3.1. Két qua dinh tinh so bg thanh phan hoa hec cia bét 14 nho

Két qua dinh tinh so bo thanh phan hda hoc cua bot 14 nho duoc trinh bay trong bang 1.
Bang 1. Két qua dinh tinh so bé thanh phan héa thuc vait

Nhom hep chét

Két qua dinh tinh

Bot 1a nho xanh

Bot 14 nho d6

Carotenoid F++ i
Tinh dau - )
Triterpenoid tu do ++++ -
Alkaloid - )
Coumarin - )
Anthraglycosid - }
Flavonoid - -+t
Glycoside tim

Tannin + ++
Hop chét phenolic S+ it
Saponin +++ +
AXit hitu co ++ -+
Chét khir 4+ )

Tur két qua & Bang 1, nghién ciru nhan thay nhitng thanh phan thudng co trong 1 nho dé va

nho xanh gom triterpenoid ty do, flavonoid, tannin, cac hop chat phenolic, saponin, axit hitu co.
Két qua nay twong tu nhu két qua nghién ctu cia H. Kiesewetter va cong su (2000) cho rang
chiét xuét 14 cdy nho d6 la thudc thao dugc bao gom nhiéu flavonoid 1a thanh phan hoat tinh
chinh [14], va ciing twong tu két qua nghién ctru cua Fabiana Labanca va cong su da chirng minh
trong 14 nho dic biét giau hop chat polyphenolic [15]. Flavonoid 1a mot nhém cac hop chit bao
goém flavanol, flavon, flavonoid, flavanones, isoflavone va anthocyanidins, chung da dugc ching
minh 1 cac chat wc ché tyrosinase tu nhién, flavonol thyuc hién hoat dong tic ché tyrosinase theo
cach canh tranh bang cach oxy hoa L-dopa nhu 1a mdt co chat. Ngoai ra, cac triterpenoid ciing
duoc bao céo c6 tac dong lén qué trinh wc ché tyrosinase [16].
3.2. Két qud sang lgc hogt tinh frc ché tyrosinase in vitro

Hoat tinh ¢ ché tyrosinase cua cac cao dugc trinh bay trong Bang 2. Trong 6 cao 14 nho khao
sét, cao con 96° ¢ phan tram tc ché tyrosinase Ién hon 50% tai ndng do khao sét 14 0,5 mg/mL.
Do d6, cao con 96° cua 1a nho d6 va 14 nho xanh duoc hra chon dé tiép tuc xac dinh ndng do 1Cso.

Bang 2. Sang loc hogt tinh szc ché tyrosinase cua cac cao la nho

Cao Nong d (mg/mL) % e ché tyrosinase (%)
bCF 39,04 £1,34
D96 70,26 £2,1
DN 05 49,59 + 2,42
XCF ' 34,55+1,84
X96 70,01 £1,26
XN 43,72 + 1,33
Axit kojic 0,2 72,18 +1,28
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Két qua trén cho thay dung méi con 96° chiét duoc cac thanh phan cé hoat tinh uc ché
tyrosinase trong la nho, twong ty nhu nghién ctiru cua MauraFerri va cong su (2017). Nghién ctu
nay chi ra rang, chiét xuat ba ruou bang cdn thu duge ham lwong phenolic va hoat tinh wc ché
tyrosinase cao hon so véi chiét xuat ba rugu bang nuéc [17]. Dong thoi, két qua trong nghién ctu
nay tuong tu véi két qua nghién ctu ciia D. Michailidis va cong sy (2021), hoat tinh tc ché
tyrosinase cua cao chiét hat nho theo phwong phap chiét con két hop siéu am cho % wc ché
tyrosinase la 75 + 0,7% & nong d6 0,5 mg/mL [18]. Mat khéc, khi so sanh véi két qua nghién ctu
ctiia Tran Pham Tué Hung va cong su (2014), hoat tinh ¢ ché tyrosinase cua cac cao chiét tir cay
Huynh anh (Allamanda neriifolia) cho thiy cao chiét tir than leo wc ché tyrosinase manh nhat khi
cling noéng d6 550 pg/mL thi cao than leo e ché 59,62%; con mau ré tc ché 27,67%; mau cao
than truc e ché 40,60%; mau cao 14 ic ché 15,40% hoat tinh @c ché tyrosinase. Nhu vay, cao
toan phan 14 nho d6 va l4 nho xanh chiét bang con 96° c¢6 hoat tinh wc ché tyrosinase cao hon cac
mau cao toan phan caa cdy Huynh anh [19].

3.3. Két qud xdc dinh 1Cso ciia CAc cao tiém ndng va axit Kojic

Phuong trinh hdi quy twong quan giita C ciia cao P96 va cao X96 voi phan trim wc ché
tyrosinase va gia tri ICso ctia cac cao nay dugc trinh bay ¢ Bang 3.
Bang 3. I1Cso Cuia CAC cao tiém ndng so véi axit kojic trong thu nghiém ic ché tyrosinase

Phuong trinh hoi quy I1Cs0 (Mg/mL)
Cao D96 y = 0,0664x + 36,918 (R? = 0,994) 0,197
Cao X96 y = 0,08x + 30,509 (R? = 0,995) 0,243
Axit kojic y = 0,1831x + 36,785 (R? = 0,996) 0,072

Theo két qua cia Bang 3 cho thdy, 1Cs clia cao P96 va cao X96 lan luot 1a 0,197 mg/mL va
0,243 mg/mL, thip hon so véi axit kojic (ICso = 0,072 mg/mL). Két qua nghién ctru nay cho gia
tri 1Cso ctia 1a nho d6 cao hon so vé6i nghién ctu cua Lin Yung-Seng va céng su, ICso cia cao
chiét 14 nho do6 bang con 70 la 3,84 mg/mL [7]. Mit khac, khi so sanh véi nghién ciu cua
Nguy&n Thi Hanh Trlc va cong su (2020), ICso cua cao toan phan tir 14 nho do va 14 nho xanh
chiét bang con 96 thap hon cao phan doan etyl acetat 14 tia to (0,14 mg/mL) [10].

4. Két luan

Nghién ctu "Khao st hoat tinh wc ché tyrosinase cua cao chiét 14 nho Vitis vinifera I.
(Vitaceae)” da cho thay tac dung wc ché tyrosinase cua cao chiét 14 nho do va cao chiét 14 xanh
v6i dung mdi chiét con 96° 1a cao nhat. Trong do, % tc ché tyrosinase va ICso caa cao chiét 1a
nho d6 va l4 nho xanh ¢ nong d6 0,5 mg/mL lan luot 1a 70,26 + 2,1 (ICs = 0,197 mg/mL) va
70,01 + 1,26 (ICsp = 0,243 mg/mL). Nhu vy, 14 nho d6 va 14 nho xanh duoc xem nhu ngudn
nguyén liéu thién nhién c6 kha ning ¢ ché tyrosinase. Do d6, cin dugc nghién ctiru su hon vé
hoat tinh trc ché tyrosinase bang cic phwong phap khac nhu xac dinh ham lugng melanin, xéac
dinh doc tinh caa 14 nho d6 va 14 nho xanh trén té bao B16F10 melanoma, ciing nhu xac dinh
thanh phan hda hoc cua hai loai 14 nho — phu phdam cua nganh thuc pham va san xuit ruou vang,
dé c6 hudng ung dung trong cac san pham 1am tring da, chong ndm va sam da.

Loi cam on
Nghién ciru nay duoc tai trg bai Pai hoc Nguyén Tat Thanh.
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