KHOA HOC & CONG NGHE

NGHIEN CU*U SO’ DUNG PHOSPHOLIPASE A1 LAM CHAT XUC TAC

CHO PHAN ’NG THAY POI THANH PHAN AXIT BEO
TRONG PHAN T PHOSPHOLIPID

RESEARCH ON USING PHOSPHOLIPASE A1 AS CATALYSIS

FOR MODIFYING THE FATTY ACID COMPOSITION OF PHOSPHOLIPID

Vii Phwong Lan
Khoa Cong nghé thiec pham, Trueong Pai hoc Kinh té - Ky thudt Céng nghiép
Dén Toa soan ngay 10/02/2023, chap nhan ding ngay 24/04/2023

Phospholipid bién déi dwoc tdng hop bing phan (rng acidolysis gitra phospholipid tir dau
twong (hay con goi la lecithin) va axit linoleic néi ddi lién hop (CLA) cé s& dung
phospholipase A1 lam chét xuc tac. Phan (rng dwoc tién hanh trong 48 gir va trong diéu
kién khong va cé sir dung dung méi hiru co. Thanh phan axit béo cua lecithin, lecithin bién
dbi va ctia PC, PE dwoc phan tich bang sac ky khi. Két qua sau 48 gi& phan trng, CLA lién
két vao phan t& lecithin dat dwgc cao nhat 1a 64,27 mol% trong diéu kién khong s dung

Modified phospholipids were synthesized by acidolysis reaction between soybean
phospholipids (also known as lecithin) and conjugated linoleic acid (CLA) using
phosphlipase Al as a catalyst. The reactions were carried out for 48h in a solvent-free or
organic solvent systems. The fatty acid composition of lecithin, modified lecithin, PC and PE
was analyzed by gas chromatography. After 48 h of reaction, the highest content of CLA
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incorporated into lecithin was 64.27 mol% in free-solvent system.
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1. PHAN MO PAU

Phospholipid la ester cta rugu da chic voi
axit béo va c6 gbc axit phosphoric va bazo
nito déng vai tro 1am nhém phu bd sung.
Phospholipid 1a phan tir ludng cuc tim thay
trong mang té bao cua ca thuc vat va dong
vat. Phospholipid c6 mat trong phan I6n
mang membrane cua té bao, chu yéu Ia
glycerophospholipid - gdm 2 axit béo lién két
ester vai glycerol va mot nhom phosphate va
Mot bazo nito.

Phospholipid 1a mét trong nhitng nguén cung
cap axit béo, chat béo cho co thé. Ngoai gia tri
dinh dudng, tic dong cia phospholipid ddi
véi mot s bénh 1y va triéu trang bénh da

Phospholipid, glycerophospholipid, lecithin, phospholipase Al, gas chromatography.

dugc dé cap tir nhitng nim 1900 nhu bénh tim
mach, sy viém nhiém, ung thu. Nhiéu nghién
ctu da chi ra, sir dung phospholipid c6 tac
dong tich cuc doi véi mot s6 bénh ma duong
nhu khong c6 tac dung phuy, tham chi con cé
kha nang giam tac dung phu ctia mot sé thudc.
Ca hai tac dong do6 duoc giai thich la do
phospholipid c6 hiéu qua cao trong viéc cung
cap axit béo dé ching két hop vao mang té
bao lién quan dén cac bénh khac nhau, vi du
nhu té bao mién dich hoic té bao ung thu [1].
Phospholipid ngoai viéc dugc s dung dé
cung cap dinh dudng cho con ngudi con dugc
g dung trong c¢éng nghiép nho vao tinh chit
ludng cuc (amphiphilic), nhu mot chat hoat
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dong bé mat, hay phu gia c6 ngudn gbc tu
nhién trong céng nghiép thuc pham cho céc
san phé‘im nhu margarine, s6 ¢0 la, banh keo...
hay trong linh vuc dugc pham nhu mot chat
dan thudc. Hon nita, nhiéu nghién cau cho
thiy, thanh phan axit béo trong phan tir
phospholipid cé anh hudng toi gia tri dinh
dudng cua n6. Mot sé nghién ctu cho thay
phospholipid chira axit béo khéng no da ndi
doi c6 kha nang tang cuong chirc nang tiéu
hda va c6 nhiing tac dong tét téi tri nhé cua
ndo bo nguoi gia [2].

Do vay, nhiéu nha khoa hoc thuc hién phan
ng tong hop dé thay do6i thanh phan axit béo
cua phospholipid sir dung xuc tac hoa hoc
hoic enzyme nham nang cao gia tri cua
phospholipid tu nhién [3,4]. Biém manh cua
viéc sir dung enzyme la phan (ng xay ra ¢
diéu kién ém diu hon, it san pham phu hon so
voi st dung xuc tdc hda hoc. Lipase va
phospholipase la hai loai enzyme thuong dugc
sa dung trong tong hop phosphlipid bién
ddi. Theo mot sd tai liéu, viéc tong hop
phospholipid bién dbi da thuc hién trong mai
truong phan ung khong st dung dung moi
hoac st dung mot loai dung moi hiru co.
Trong mot sd nghién ciu vé tong hop chat
béo noi chung va phospholipid noi riéng, viéc
sir dung dung méi c6 nhitng anh huéng nhat
dinh téi hiéu qua cua phan ung [5-9].

Trong nghién ctu nay, chdng téi st dung
enzyme phospholipase Al lam chét x(c tac
cho phan tng gitra phospholipid va axit béo ty
do nham muc dich thay d6i thanh phan axit
béo ciia phospholipid ban dau. Chdng t6i lya
chon dbi twong tién hanh thi nghiém Ia
lecithin - tén thwong mai caa hdn hop mot sé
glycerophospholipid va axit linoleic ndi doi
lién hop. Axit linoleic néi doi lién hop (CLA)
duoc biét dén 1a mot axit béo c6 loi cho stc
khoé¢ nhu chéng ung thu, giam cholesterol,

giam triglyceride trong méu [10]. Phan ung
téng hop trong diéu kién khong va c6 st dung
dung mdi huu co gdm hexane, toluene va
glycerol; ba dung mdi nay thuong hay dugc
lya chon trong nghién ctu vé chat béo - nham
danh gia anh huong cua dung moi hitu co toi
kha nang xtc tac ctia phospholipase Al dbi
Véi lecithin.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Nguyén liéu

Lecithin (3-sn-phosphatidylcholine san xuat
tor dau tuong) dugc mua tur cong ty Fluka
(Sigma-Aldrich, M¥).

Axit linoleic nbi doi lién hop (conjugated
linoleic acid, CLA) do cbng ty Livemax
(Sungnam, Han Quéc) cung cp. Han hop axit
nay chia tong sé6 70% céc loai déng phan
CLA (70 CLA™).

Enzyme Phospholipase Al (PLAL, Lecitase
Ultra) ctia cong ty Novozymes (Pan Mach).

Céc dung moi st dung cho phéan tich dugc
mua tu cong ty Fisher Scientific (Norcross,
M¥).

2.2. Phuwong phap nghién ctru

2.2.1. Phan dng gidra lecithin va CLA dé tao
lecithin bién ddi

Phan (g gitra lecithin va axit CLA duoc tién
hanh trong lo thi nghiém 5 mL ¢6 nip van.
Han hop phan wng gdm lecithin va CLA véi
ty 1¢ 1.6 (mol:mol) va 20% phospholipase Al
(PLA1). Phan tng duoc tién hanh tai trong
thiét bi 6n nhiét ¢ nhiét 6 55°C trong 48 gio,
Véi toc d6 khudy dao 175 rpm. Phan tmg dugc
tién hanh trong diéu kién khong st dung va co
sir dung dung méi hiru co (hexane, toluene va
glycerol). Sau khi phan ung két thic, loai bo
axit béo tu do bang axetone lanh.
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2.2.2. Phan tich mau thi nghiém

2.2.2.1. Phan tach phosphatidylcholine (PC)
va phosphatidylethanolamine (PE)

Hon hop san pham thu dugc sau 48 gio phan
tmg duoc chay sic ky ban mong (TLC) dé
tach PC va PE. Pha dong cua TLC gom
chloroform - methanol - nudc (60-30-10, ty 1€
theo thé tich). Sau d6, PC va PE tach ra duoc
tir ban sic ky dwoc cho vao cac dng nghiém
riéng dé sir dung cho cac phan tich tiép theo.

2.2.2.2. Phan tich thanh phan axit béo

Mau thi nghiém phan tich dugc dit vao 6ng
nghiém c6 nap van. Thém vao d6 3 mL BF3
trong methanol va 50 pL heptadecanoic axit
(chat noi chuan, 1 mg/mL trong hexane). Mau
duoc dit vao ta say trong 2 gid tai nhiét do
90°C, roi l1am lanh nhanh. Sau dd, thém 2 mL
heptane dé tach phan axit béo da metyl hoa va
dem di phan tich bang sac ky khi.

70

Thanh phan axit béo dwoc phan tich bang sic
ky khi (GC) véi dau do FID. Cot sic ky la
SP-Wax fused-silica capillary 60m x 0,25 mm
i.d. caa Supelco. Ché d6 nhiét cua cot sic ky
nhu sau: giir tai 100°C trong 5 phut, sau d6
tang tén 220°C véi toc do ting nhiét 4°C/phit
va tiép tuc giit trong 30 phat. Khi N, duoc st
dung lam khi mang véi téc d6 52 mL/phit &
ché do split 50:1. Nhiét do bo phan tiém mau
va dau do duoc cai dat tai 250°C.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Khao séat anh hwéng cua céac loai dung
moi t& viéc két hop cua axit CLA vao
lecithin

Cac thi nghiém duoc tién hanh theo 2.1.
Trong qua trinh thyc hién phan ang, tién hanh
ldy mAu tai cac thoi diém: 3, 6, 9, 12, 18, 24,
36 va 48 gio phan ting va phan tich mau theo
2.2.2.
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Hinh 1. Lwong CLA (mol%) lién két vao lecithin

Két qua phan tich luong CLA lién két vao
lecithin theo thoi gian dwoc trinh bay trong

hinh 1. Lugng CLA lién két vao phan tir
lecithin ting dan theo thoi gian phan ung va
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sau 48 h phan ung thi CLA lién két vao phan
ter lecithin cao nhit dat 64,27 mol%. Trong
cac thi nghiém, CLA lién két vao lecithin thap
nhat khi sir dung dung mai glycerol. Trong
khi do, cac thi nghiém véi dung moi hexane,
toluene va khong str dung dung moi thi lugng
CLA lién két vao lecithin dat cao hon, tir
62,78 dén 64,27 mol%; truong hop khong sir
dung dung méi dat két qua dat cao nhat. Vé
mat ly thuyét, CLA lién két vao phan to
lecithin ting déu theo thoi gian phan @ng, tuy
nhién trén thuc té c6 thé s& co su ting giam
ngau nhién nao d6. Piéu nay xay ra co thé do
phan tng ester hoa va phan ung thuy phan caa
phospholipid cting xay ra trong hon hop phan
ing. Mot s6 nghién ctiu nhan dinh ¢ su hinh

thanh lysophospholipid khi tién hanh phan
ung acidolysis gitra axit béo tu do va
phospholipid [5,11]. Vi truong hop nay, khi
axit béo dugc giai phong tu phan to
phospholipid thi CLA s& thay thé dé tao thanh
mot phan tir phospholipid bién ddi, va axit
béo nay van c6 thé tiép tuc tham gia vao phan
g ester hoa. Lysophospholipid ciing c6 thé
c6 trong hdn hop phan @ng vi ching khong
tham gia vao phan ung tao ester voi CLA,
hodc phospholipid bién dbi lai bi thay phan.
Va két qua (hinh 1) cho thiy lién két caa CLA
vao lecithin nhin chung tang manh trong 24
gio dau va sau do téc do dat téi d6 on dinh
hon, diéu nay twong tu véi két qua nghién cau
cua Hossen va Herendez [5].

Bang 1. Thanh phan axit béo cta lecithin va lecithin bién déi sau 48 gi® phan trng (mol%)

Axit béo Lecithin . ___ Lecithin bién do
Khéng dung moi Hexane Toluene Glycerol
Axit palmitic 18,03 5,05 4,95 5,22 5,89
Axit stearic 3,73 1,09 1,14 1,14 1,36
Axit oleic 10,62 11,57 12,38 12,58 12,81
Axit linoleic 60,55 16,23 16,14 16,42 34,33
Axit linolenic 7,07 1,79 1,81 1,86 3,07
CLA - 64,27 63,58 62,78 42,54

Theo két qua phan tich thanh phan axit béo
cua lecithin (bang 1) thi axit linoleic, axit
palmitic va axit oleic la cac axit chinh, chiém
trén 80 mol%. Tuy nhién, sau khi tién hanh
phan ung téng hop thi thanh phan axit béo c6
su thay doi. Ty 1&¢ ba axit béo linoleic,
palmitic va oleic giam va c6 su xuat hién cua

CLA trong thanh phan axit béo cuaa lecithin
bién doi. Céc axit béo chinh trong lecithin
bién d6i lan luot 1a CLA, linoleic, oleic va
palmitic. Diéu nay cho thiy, CLA da thay thé
cac axit béo cua lecithin ban dau va lién
két vao khung glycerol dé tao thanh lecithin
bién doi.

Bang 2. Thanh phan axit béo ctia PC, PE trong lecithin va lecithin bién déi

. Lecithin bién dbi’
L Lecithin — —
Axit béo Khoéng dung méi Hexane Toluene Glycerol
PC PE PC PE PC PE PC PE PC PE
Axit palmitic 17,81 22,26 22,27 19,75 33,21 17,52 23,31 37,48 5,12 17,75
AXit stearic 5,61 3,05 9,02 15,35 14,04 17,28 9,45 15,51 1,55 2,18
Axit oleic 9,97 7,42 16,61 18,89 16,08 14,61 16,44 26,36 11,73 10,01
Axit linoleic 60,77 58,46 29,39 18,33 26,92 36,88 41,92 12,05 64,88 54,27
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. Lecithin bién dbi’
. Lecithin - —
Axit béo Khéng dung méi Hexane Toluene Glycerol
PC PE PC PE PC PE PC PE PC PE
AXxit linolenic 5,84 8,81 4,42 3,20 3,54 2,77 521 6,08
CLA 18,29 27,68 9,75 10,51 5,34 5,83 11,51 9,71

(1) Lecithin bién déi tong hop dwoc sau 48 gio phan ing khi khdng c6 dung mdi va si dung 3 dung moi

hitu co.

3.2. Phan tich PC va PE cua lecithin va
lecithin bién déi

Lecithin 13 tén thuong mai cua hdn hop nhiéu
phospholipid khac nhau khai théac tir dau trong.
Trong hdn hop d6, phosphastidylcholine (PC)
va phosphatidylethanolamine (PE) la hai thanh
phan c¢6 ham lugng cao, hon nita hai thanh
phan nay c6 nhiéu tac dong tot cho stc khoe
con nguoi nén thuong dugc cac nha nghién
ciru quan tdm. Do d6, nhom nghién cuu da
tién hanh phan tach PC va PE trong lecithin
va lecithin bién d6i bang sic ky ban mong,
tiép d6 phan tich thanh phan axit béo cua PC,
PE phan tach dugc tir cdc mau thi nghiém.
Két qua phan tich dugc trinh bay trong
bang 2.

Két qua phan tich cho thay, thanh phan axit
béo trong PC va PE gom 2 axit chinh axit
linoleic va axit palmitic tiép theo la axit oleic
hoic axit linolenic. Sau khi tién hanh phan
ng tong hop, thanh phan va ty 18 axit béo cua
PC va PE c0 su thay doi do CLA lién két vao
phan tr cia PC va PE. Gitra PC, PE cua
lecithin va lecithin bién ddi, ty 16 mol% cua
axit linoleic thay doi nhiéu va theo chiéu
huéng giam. Piéu nay cho thiy CLA d3 thay
thé axit linoleic trong phan tir cia PC va PE
ban dau. Trong 4 san pham tong hop duoc, ty
6 CLA lién két vao PC, PE cao nhét khi
khong sir dung dung mdi (lan luot 18,29 va
27,68 mol%); tiép theo 1a trudng hop sir dung
dung mdi glycerol, hexane va toluene. Theo

Yahan Li va cong su, d6 phan cuc cua moi
treong phan ng c6 anh huong téi phan (ng
téng hop phospholipid bién d6i, do su phan
cyc anh hudng t6i su tiép x(c cua cac
phospholipid, axit béo va enzyme [8]. Con
theo Lifeng Peng va cong su, khi tién hanh
phan ng acidolysis vai tieng phospholipid
nguyén chat trong cting diéu kién phan ung thi
sy lien két cua axit béo vao mdi loai
phospholipid d6 la khac nhau; nguyén nhén co
thé do khac nhau vé co chat va thanh phan
axit béo [9]. Poi véi nghién cau nay, khi
lecithin 14 hdn hop cua nhiéu loai
phospholipid va cé sir dung dung moi khac
nhau thi 1y do cho su khéac biét vé ham lwong
CLA lién két vao PC, PE, c6 thé do anh
huong cua dung mdéi hoac su wu tién khac
nhau cua phospholipid véi axit béo. Va dong
quan diém véi Lifeng Peng, diéu nay s& can
phai tiép tuc nghién ctru dé co thé hiéu duoc
o rang hon [9].

4. Két luan

Nhom nghién cau tién hanh thi nghiém thay
d6i thanh phan axit béo cua lecithin véi xtc
tac enzyme phospholipase A1l trong diéu kién
c6 va khdng s dung dung méi hiru co. Két
qua sau 48 gio phan ung, luong CLA lién két
vao lecithin dat cao nhat 64,27 mol% khi
khong str dung dung moi; véi 2 dung moi
hexane va toluene ciing dat ty 18 lién két cao
tr 63,58 va 62,78 mol%. Khi phan tach va
phan tich thanh phan axit béo cua phan tir PC
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va PE cua san pham tong hop duoc thi ty 16 dung dé tong hop lecithin bién ddi va tién
CLA cua mau thi nghiém khéng sir dung dung  hanh trong diéu kién khdng sir dung dung
moi ciing cho két qua cao hon cac mau con lai.  méi.

T6ém lai, enzyme phospholipid Al c6 thé sir
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