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LOI CAM POAN
T6i xin cam doan moi két qua cua luin an: “Nghién ciru sy khd, chiét tich va
danh gia hoat tinh sinh hoc cia 2 cay dwoc liéu Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge)
va Bay la mét hoa (Paris polyphylla Smith) dinh hwéng ving dung phat trién thuc
phim chirc ning” 13 cong trinh nghién ciru ctia ca nhan toi, tuan thu dang cac quy dinh
vé liém chinh hoc thuat; cac di lidu va két qua nghién ctru trinh bay trong luan 4n 1a
trung thyc va chua timg duoc ai khac cong bd trong bt ctr cong trinh khoa hoc ndo cho
t61 thoi diém nay.
Khanh Hoa, ngay ...... thang ... nam 2026

Tac gia luan an



LOI CAM ON

Trong sudt thoi gian thyc hién luan an, t61 da nhan duoc sy giup do cua Ban Gidm
hi¢u Truong Dai hoc Nha Trang, EiGIAMINCUNTUONENIIUYISAANCHOANOCSY
song, Ban lanh dao Khoa Cong nghé Thyc pham, Phong Dao tao Sau dai hoc (nay 1a
_, Trung tam Thi nghiém Thyc hanh (nay l1a Trung tdm Nghién ctru va
Phat trién Cong nghé cao). Toi xin chan thanh cam on sy gitp d&, hd tro nhiét tinh nay.

Tbi xin chan thanh cam on nguodi huéng dan khoa hoc da tan tinh hudng dan,
truyén dat kién thirc, kinh nghiém nghién ciru va giup d& toi hoan thanh t6t luan an.

To6i cling xin gui 101 cdm on sau sic dén cac Théy cO, déng nghiép, ban be da tao
diéu kién tot nht cho t6i hoan thanh luan 4n. Xin cam on cic em sinh vién cac khoéa 60,
61, 62, 63 da hd trg, dong gép cong sirc vao qua trinh nghién ctu.

Cubi cling, t6i xin giri 16i cam on chan thanh dén gia dinh, nguoi than, ban beé da
gitip d&, dong vién t6i trong subt qua trinh hoc tip va thyc hién luan 4n.

T61 xin chan thanh cam on!

Khanh Hoa, ngay ...... thang ... nam 2026

Téc gia luan an
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TOM TAT NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN
Pé tai ludn an: Nghién ctru siy khd, chiét taich va danh gia hoat tinh sinh hoc
cia 2 cay duwgc liéu Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) va
Bay la mt hoa (Paris polyphylla Smith) dinh huwéng ing dung

phit trién thwe phim chirc ning.

Nganh: Cong nghé Thuc pham

M s6: 9540101

Khoa: 2021

Nguwoi hwéng din:

Co sé dao tao: Truong Pai hoc Nha Trang
Noi dung:

1. Luén an di xac dinh phuong phap sdy phi hop nhat ddi v6i ré Pan sam 1 sdy vi song
& cong suat 720 W va d6i véi than ré Bay 14 mot hoa 1a sy khong khi nong & 60 °C.
Bot kho ¢6 d6 am dudi 6,0%, hoat do nudc dudi 0,5. Bdi véi ré Pan sam, ham luong
saponin tong va kha ning bat gdc ty do DPPH lan luot dat 32,00 mg escin/g DM va
17,72 mg Trolox/g DM. Céc gia tri twong g d6i v6i than ré Bay 1a mot hoa lan luot 1a
27,11 mg escin/g DM va 1,47 mg Trolox/g DM.

2. Luén 4n d3 x4c dinh diéu kién chiét tdi vu cho r& Pan sam bﬁng chiét hd tro siéu Am
v6i ethanol 80% (v/v), 40 °C, 27 phat va ty 1€ nguyén li¢u/dung moi 1/88 (g/mL); va
cho than ré Bay 14 mot hoa bang chiét hd trg vi séng v6i ethanol 80% (v/v), 27 phut va
thoi gian birc xa 8 gidy/phut. O cac diéu kién nay, ham luong saponin tong va hiéu suat
chiét dat 68,64 va 65,74 mg escin/g DM, tuong tng 86,07 va 82,44%.

3. Luén 4n d3 x4c dinh duoc diéu kién vi bao t6i wu cho dich chiét c6 dic ré Pan sim véi
hé chit bao maltodextrin/gum arabic/tinh bot ngd bién tinh/pectin & ty 1& 5/1/3/1 va cho
than ré Bay 14 mot hoa & ty 18 3/1/5/1, cung ty 18 dich chiét co/chat bao mang 40/60 (theo
chét kho). Bot vi bao thu dugc c6 do 6n dinh nhiét — héa hoc cao, ciu trac déng nhat, kha
nang bao v¢ hoat chét tbt, thé hién hoat tinh khang vi sinh vat manh (MIC khoang 10-27,5
mg/mL véi Pan sdm va 10-25 mg/mL voi Bay 14 mot hoa) va @ ché manh té bao ung
thu, dac biét trén dong SKBR3 v6i Pan sdm (Glso 1a 14,7 pg/mL) va MDAMB468 véi
Bay 14 mot hoa (Glso 1a 6,33 pg/mL).

Nguwoi hwéng dian Nghién ctru sinh
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Thesis title: Research on drying, extraction, and evaluation of biological
activity of two medicinal plants Salvia miltiorrhiza Bunge
and Paris polyphylla Smith for the application in the

functional food development.
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Major code: 9540101

PhD Student:

Supervisors:
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Key findings:

1. The thesis identified microwave drying at 720 W as the most suitable drying method
for Salvia miltiorrhiza roots and hot-air drying at 60 °C for Paris polyphylla Smith
rhizomes. The dried powders exhibited natural color, moisture content below 6.0%, and
water activity below 0.5. For S. miltiorrhiza roots, the total saponin content and DPPH
radical-scavenging capacity were 32.00 mg escin/g DM and 17.72 mg Trolox/g DM,
respectively. The corresponding values for P. polyphylla thizomes were 27.11 mg
escin/g DM and 1.47 mg Trolox/g DM, respectively.
2. The thesis identified the optimal extraction conditions for Salvia miltiorrhiza roots as
ultrasound-assisted extraction using 80% (v/v) ethanol, at 40 °C for 27 min, with a
material-to-solvent ratio of 1/88 (g/mL); and for Paris polyphylla rhizomes as
microwave-assisted extraction using 80% (v/v) ethanol for 27 min with an irradiation
time of 8 s/min. Under these optimal conditions, the total saponin contents and
extraction yields reached 68.64 and 65.74 mg escin/g dry matter, corresponding to
86.07% and 82.44%, respectively.
3. The thesis identified the optimal microencapsulation conditions for concentrated
extracts of Salvia miltiorrhiza root using a wall-material system of maltodextrin/gum
arabic/modified corn starch/pectin at a ratio of 5/1/3/1, and of Paris polyphylla rhizome
at 3/1/5/1, with an extract-to-wall material ratio of 40/60 (dry basis). The
microencapsulated powders exhibited high thermal and chemical stability, uniform
structure, and effective protection of bioactive compounds, showing strong antimicrobial
activity (MIC 10-27.5 mg/mL for S. miltiorrhiza and 10-25 mg/mL for P. polyphylla) and
potent anticancer activity, particularly against SKBR3 cells for S. miltiorrhiza (Glso 14.7
png/mL) and MDA-MB-468 cells for P. polyphylla (Glso 6.33 pg/mL).
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MO DAU
LY DO CHON LUAN AN

Hi¢n nay, viéc nghién ctru, khai thac va ing dung cac dugc li€u tuy nhién trong
chiam soc strc khoe dang tré thanh xu huéng duoc quan tAm rong rai trén toan cau. Cac
san phém co nguén géc tur thdo duoc, dac biét 1a dang chiét xuét giau hoat chét sinh hoc,
dang dugc sir dung ngay cang phd bién trong nganh dugc pham va thuc pham chirc
nang. Viét Nam 1a qudc gia c6 ngudn tai nguyén thuc vat phong phu, trong d6 nhiéu loai
duoc liéu quy di duoc chimg minh c6 gia tri duoc hoc cao, nhung van chua dugc khai
thac hiéu qua theo huéng Gng dung cong nghé hién dai dé phat trién san pham.

Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) 1a dugc liéu dugc su dung rong rai trong y
hoc ¢d truyén Trung Hoa va Viét Nam, ndi bat v4i hoat tinh chéng oxy hoéa, bdo v¢ tim
mach va chong viém. Bay 1a mot hoa (Paris polyphylla Smith) 1a dugc liéu quy hiém c6
tac dung khang vi sinh vat, tc ché t& bao ung thu va ting cuong mién dich nho ham
luong saponin steroid cao. Tuy nhién, viéc chuan hoa quy trinh say kho va chiét tach
hoat chét sinh hoc cua hai loai nay con han ché, dan dén kho khan trong viéc bao toan
hoat tinh va mé rong ung dung.

Vi vay, nghién ctru anh hudng cua didu kién sdy va chiét tich dén ham luong hoat
chét sinh hoc ctia Pan sim va Bay 14 mot hoa 1a can thiét, tao co s& khoa hoc cho viéc
mg dung trong phat trién thuc pham chirc ning c6 gia tri sinh hoc cao va an toan.

Tt nhitng 1y do trén, luan 4n “Nghién ciru siy khd, chiét tach va danh gia hoat
tinh sinh hoc cia hai cay dwgc liéu Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) va Bay la
mot hoa (Paris polyphylla Smith) dinh hwéng ing dung phat trién thwe pham chirc
nang” duogc lya chon thuc hién trong ludn an nay.

MUC TIEU NGHIEN CUU

Muc tiéu tong quat:

Xéc dinh dugc diéu kién say phu hop nhat cho hai cay dugc liéu Pan sam (Salvia
miltiorrhiza Bunge) va Bay 1a mot hoa (Paris polyphylla Smith) cling nhu diéu kién
chiét t6i wu dé thu nhan toi da céc hop chét c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 gia tri tir hai cay

dugc liéu nay dinh hudng phat trién thyc pham chirc ning.



Muc tiéu cu thé:

- Xac dinh duoc diéu kién sdy phu hop nhét cho hai cdy dugc liéu Pan sdm
(Salvia miltiorrhiza Bunge) va Bay 1a mdt hoa (Paris polyphylla Smith).

- Xéc dinh duoc diéu kién chiét tdi vu cac hop chét co hoat tinh sinh hoc tir hai cay
duogc li¢u Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) va Bay 1a mdt hoa (Paris polyphylla
Smith).

- Thtr nghiém trng dung dugc dich chiét giau hoat chét sinh hoc tir hai cay duoc
liéu Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) va Bay 1a mdt hoa (Paris polyphylla Smith)
dé san xuat bot vi bao dinh hudng phat trién thyc pham chuc ning.

MUC PICH NGHIEN CUU

Thiét 13p co so khoa hoc va cong nghé cho quy trinh sdy va chiét tach hoat chat
sinh hoc tir hai cdy Pan sam va Bay 1a mdt hoa, qua do:

- Gop phan chuin héa quy trinh sy, chiét duoc liéu dé phuc vu san xuét chiét xuit
kho hodc ban thanh pham;

- Cung cap dit liéu dinh lugng dé dinh hudng phat trién san pham thuc pham chirc
nang hoic ché pham hd trg sire khoe c6 ngudn gde thao duoc trong nudc.
POI TUQNG VA PHAM VI NGHIEN CUU

- Pi twong nghién ciru: cac bién doi vé dic tinh hoa 1y, ham lugng hoat chét sinh
hoc (saponin, phenolic, tanshinone) va cac hoat tinh sinh hoc (chdng oxy hoa, khang vi
sinh vat, e ché té bao ung thu in vitro) cta ré Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) va
than ré Bay 14 mot hoa (Paris polyphylla Smith) dudi tac dong cua cac didu kién sy,
chiét tich va vi bao da cu tir.

- Pham vi nghién ctru:

V& ndi dung nghién ctiru: Nghién ctru tip trung khéo sat anh huéng ctia mot sd
phuong phap siy (dong kho, vi song, khong khi nong, say lanh, hong ngoai) dén chat
lwong nguyén liéu; toi vu hoa qua trinh chiét tach hoat chét bang cac ki thuat hd tro siéu
am (UAE) va vi song (MAE); dong thoi nghién ctru danh gia hé vi bao da cau tir (MD—
GA-MCS-PEC) tir dich chiét thu duoc. Céc chi tiéu danh gia bao gdm dic tinh hoa 1y,
ham lugng hoat chét sinh hoc, hoat tinh sinh hoc (chéng oxy hoa, khang vi sinh vat, uc

cheé té bao ung thu in vitro) va cac yéu to an toan thyc pham.



Nghién ctru dugce gidi han ¢ quy md phong thi nghiém; cac danh gia hoat tinh
sinh hoc dugc thuc hién bang phuong phap in vitro, khong bao gdm cac nghién ctru in
vivo hodc phan lap, tinh ché hop chét riéng 1¢.

Vé khong gian nghién ctru: Nguyén liéu dugc thu hai tai mot sé ving trong duge
liéu thudc cac tinh phia Bic Viét Nam (Lai Chau, Yén Bai). Cac thi nghiém céng nghé
va phan tich dugc thuc hién tai cac phong thi nghi¢m thuoc Truong DPai hoc Nha Trang
va mot s6 don vi nghién ctru chuyén nganh lién quan.

V& thoi gian nghién ctru: Cac ndi dung nghién ctru va thu thap dir liéu duogc thuc
hién trong giai doan tir nim 2022 dén nim 2025.

Y NGHIA KHOA HQC VA THUC TIEN

- Y nghia khoa hoc:

Go6p phan bo sung co sé khoa hoc cho qua trinh sdy va chiét tich hoat chét sinh
hoc tir hai cay dugc liéu Pan sim va Bay 14 mot hoa, qua d6 1am rd mdi twong quan giita
diéu kién xu 1y, hiéu suét chiét va hoat tinh sinh hoc.

Ung dung phuong phap bé mit dap tmg RSM (mé hinh t6i vu héa Box-Behnken)
trong nghién ctru chiét tach dugc liéu, cung céip mo hinh toan hoc va dit liéu thuc nghiém
dang tin cay phuc vu cho cac nghién ctru tiép theo.

La co so khoa hoc cho viéc tng dung cong nghé vi bao va dinh hudng phat trién
thue phdm chirc ning c6 ngudn gdc tu nhién.

- Y nghia thye tién:

Két qua nghién ctru co thé hd tro cac co so san xuat duge lidu va thuc phém chirc
nang trong nudc lya chon phuong phéap sdy va chiét phu hop, gitp ting gi tri sir dung
va On dinh chét lugng san pham.

Luan 4n gop phan bao ton, khai thac hop 1y hai loai duoc liéu quy, dong thoi mo
ra hudng tmg dung cong nghé cao trong ché bién sau dé nang cao gia tri kinh té cua

duoc liéu Viét Nam.



CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Tong quan vé nguyén liéu
1.1.1. Cdy Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge)

Pan sam (DS) con duoc goi la huyét sam, xich sam, huyét can, tir sam, don sam...
c6 tén khoa hoc 1a Salvia miltiorrhiza Bunge. Theo dan gian, r& PS thuong dugc dung
diéu trj kinh nguyét khong déu, dau bung kinh, huyét tich, dau that nguc, mét ngu, ndng
tirc nguc, dau nhic xuwong khop, chan tay mét méi, dau bung... [11, 12].
1.1.1.1. Phan loai

bS duogc xac dinh vi tri trong hé théng phan loai thyuc vat nhu sau:

e Gidi: Plantae (Thuc vat)

e Nganh: Angiosperms (Thuc vat hat kin)
e Nganh: Eudicots (Thuc vat hai 14 mam)
e Nhanh: Asterids (Hoa cuc)

e BJ: Lamiales (Hoa moi)

e Ho: Lamiaceae (Hoa moi)

e Chi: Salvia

Hinh 1. 1. R PS

o Loai: S miltiorrhiza
1.1.1.2. Phén bé va dac diém sinh thai

DS 1a cay than thao, séng lau ndm. Than cay hinh try nho 4 canh, cao 30-80 cm,
trén than c6 long mém ngfm mau vang nhat. RE cay nho, dai hinh try, duong kinh 0,5-2
cm, dai 10-20 cm, mdt ngoai c6 mau dé nau, tho rap, van nhan doc. Vo ré g1a, mau nau
d6, dé bong ra. R& phan thanh nhiéu ré con. La cdy moc kép, d6i xtng voi nhau, gom 3-
7 14 chét. La co hinh triing hodc trai xoan, dai 2-7 cm, rong 0,8-5 cm, géc tron, dau nhon,
mép c6 rang cua ti, hai mit phu 16ng mém, gan 1a chang chit mang luéi, lam phién 13
nhu rop 1én. Hoa moc thanh chum, nhiéu vong sit nhau & k& 14 hodc dau ngon. Mdi vong
¢6 3-10 hoa, thuong 14 5 hoa. Canh hoa c6 mau xanh tim nhat, méi trén hinh ludi liém,
moi dudi co 3 thuy, thily giita c6 rang cua hinh tron. Hai nhi & méi duéi. Bau nhuy c6
mo dai & moi trén, hai nhi & méi dudi. Qua dau tu, rong 1,5 mm, dai 3 mm. Mua hoa tur
thang 5 dén thang 8 & Tam Pao, mua qua tir thang 6 dén thang 9. R& duoc thu hoach tir

mua thu dén diu mua xuan [11, 12].



DS moc ¢ cac vung 6n déi am va can nhiét d6i, & mot sd tinh cua Trung Quéc (Ta
Xuyén, An Huy, Son T4y, Ha Béc...) va Nhat Ban. Sau d6 di thuc vao Viét Nam. BS
xudt hién it trong ty nhién ma chi duoc trong 1a chi yéu. Cay dugc tréng ¢ ving nii
(Tam Dao, Sa Pa) va ddng biang (Van Dién, Ha Noi), cac tinh & Tay Béc (Lao Cai, Ha
Giang), Lai Chau va mot sé noi khac [11, 12].
1.1.1.3. Thanh phan héa hoc ciia ré cay BS

Theo bdo cao cua Mei va cong su [158], dén nam 2019 di xé4c dinh duoc 201 hop
chét hoa hoc trong DS. Trong d6 ¢6 81 hop chét thudc nhom ky nude, chu yéu 1a cac
diterpenoid va cac dan xut quinone c6 lién quan; 43 hop chat thudc nhom wa nuée, chu
yéu 1a cac acid phenolic; va 77 hop chat khac thudc nhiéu nhom cau tric khac nhau.

a. Nhom Diterpenoid

Diterpenoid trong DS cé chung bd khung ciu trac gdm 20 nguyén tir cacbon, sap
xép tao thanh cac vong theo khung abietane dic trung. Pay 1a nhém hop chit ky nudce
dong vai tro thanh phan hoat tinh sinh hoc chil yéu cta duoc liéu. Dya trén dic diém
cAu truc chromophore quinone, cac diterpenoid cia DS duogc chia thanh hai nhom chinh:

Tanshinone: Pay la nhom phan tr mang chromophore ortho-naphthoquinone giup
tao nén mau dic trung cua duoc liéu. Nhém nay bao gom cac hop chit nhu tanshinone
I, tanshinone IIA, tanshinone IIB, cryptotanshinone... Trong d6, tanshinone ITA 1a thanh
phan dai dién quan trong nhat trong DS, dugc coi 1a chit chi thi trong nhiéu tiéu chuin

ki€ém nghiém va dugc nghién ctru sau rong vé cac hoat tinh dugc ly.

HC CH, H,C” "CH,OH HC CH,
Tanshinone I Tanshinone ITA Tanshinone IIB Cryptotanshinone

Hinh 1. 2. CAu triic héa hoc ciia cic hgp chit wa béo trong DS [302]
Royleanone: Nhém nay thudc loai abietane diterpene, c6 hé mang mau para-
naphthoquinone. Tuy s6 lugng it hon so v&i nhom tanshinone, nhung mot s6 hop chat
royleanone ciing thé hién hoat tinh sinh hoc dang chua ¥ va tham gia vao co ché bao vé

mo co the khoi stress oxy hoa.



b. Nhom acid phenolic

Tt nhitng ndm 1980, cac nghién ciru tai Trung Qudc va Nhat Ban da phan 1ap va
nhan dién nhom hop chat nay, ghi nhan hon 20 acid phenolic khac nhau [23, 138], bao
gém danshensu, acid caffeic, acid protocatechuic, cing nhiéu dan xuat phirc tap hon.
Phén 16n acid phenolic trong DS ¢6 ngudn gbc cau trac tir danshensu va cac din xut
(hodc dimer) cua acid caffeic, trong d6 tiéu biéu 1a cac acid salvianolic (A-E), acid

lithospermic va acid rosmarinic.

CHO
HO COH HO
D/Y HO
OH

HO OH HO

Danshensu Protocatechuic aldehyde Salvianolic acid B
(Salvianic acid A)

Hinh 1. 3. Céu tric hoa hoc ciia cac hop chit wa nuée trong DS [302]
c. Cac thanh phan khac

Cac hop chét khéc trong DS bao gdm tinh déu, triterpenoid, flavonoid, acid amin,
nguyén t6 vi luong va kim loai. ..
1.1.1.4. Tinh chdt duoc hoc
a. Chdng viém nhiém

Chen va cong su [55] chimg minh ring acid savianolic B ¢6 dic tinh chdng viém,
cung véi tac dung trc ché cholesterol xau da duoc biét dén trude day, co thé giai thich
dac tinh chéng x0 vira dong mach cua chung.

Tanshinone ITA d3 dugc Gng dung trong diéu tri nhiéu bénh 1y lién quan dén ton
thuong mod va viém man tinh, nhu t6n thuong phdi cap, t6n thuong than cip, xo hoa,
Alzheimer va xo vira dong mach [112, 149, 226, 274]. Nghién clru cua Yang va cong
su (2016) [278] cho thiy Tanshinone IIA c6 thé chdng viém/ xo vita dong mach 1a do
1am giam phan tir bam dinh t& bao mach mau va ndi bao.

Cryptotanshinone [236] trong DS dugc ghi nhin 1am gian doan qua trinh truyén
tin hiéu kich hoat phan ng viém & muc do té bao, tir d6 han ché sy hinh thanh va gidi

phong cac cytokine tién viém.



Mot s6 hop chat khac du hién dién véi ham lugng thap hon nhung lai cho thiy hoat
tinh chéng viém manh hon ca tanshinone IIA, nhu tanshinone IIB, danshixinkun B,
danshenol A, arucadiol, tanshindiol C, salviolone, sugiol... [154]. O nhém acid
phenolic, acid salvianolic B ciing di duoc chimg minh c6 tiém ning diéu tri cac bénh
lién quan dén viém mach mau va rdi loan chirc nang ndi md thanh mach [272, 275].

b. Chéng oxy hoa

Acid salvianolic A va acid salvianolic B dugc ghi nhan c6 tac dung bao vé tim
mach chu yéu thong qua kha ning trung hoa cac gbe tur do va trc ché stress oxy hoa [99].
bac bi¢t, acid salvianolic B khong chi thé hién hoat tinh khr géc tu do DPPH in vitro,
ma con hiu qua trong viéc ngin can qua trinh oxy héa LDL do ion Cu?" cam tng, vn
1a mot bude quan trong trong co ché hinh thanh mang xo vita dong mach [268].

Tanshinone ITA thé hién vai trd bao vé than kinh va gan nho co ché chéng oxy hoa,
gitip giam t6n thuong té bao than kinh trong d6t quy thiéu mau cuc b va ngin ngira tién
trién xo gan [38, 80, 101]. Tanshione I ¢ hoat tinh chéng oxy hoa dang ké, giup bao vé
ti thé khoi stress oxy héa do H20: va bao v¢ té bao than kinh cia ndo chudt trudce ton
thuong do thiéu mau tirc thoi [182, 191].

Chen va cong su [50] con chirng minh rang cac polymer cia acid caffeic (bao gdm
acid lithospermic B va mudi Mg?* ctia nd, acid lithospermic, va acid rosmarinic) c6 kha
nang loai bé gdc DPPH manh hon ban than acid caffeic don phén, cho thiy viéc polymer
hoa trong cdu triic ty nhién cua DS gitip ting cudng hiéu luc chong oxy hoa.

c. Chong ung thu

Nghién ctru cia Wu va cong su (2016) [265] cho thay dich chiét r& S c6 kha ning
trc ché su ting sinh va cam ng nhay cam té bao ¢ nhiéu dong té bao ung thu khac nhau.

Chen va cong su [53] cho thay tanshinone c6 thé trc ché ting sinh té bao ung thur,
cam Ung qua trinh tu chét té bao, rc ché xam 14n - di can, dong thoi ngan chin qua trinh
hinh thanh mach médu méi in vitro. Tanshinone I1A da dugc ching minh c6 kha nang trc
ché nhiéu loai ung thu khac nhau, gdm ung thu phdi [126], da day [283], thuc quan
[289], khoang miéng [74], mau [233]. 15,16-cryptotanshinone cho thiy hiéu qua déng
ké voi té bao ung thu xuong [54].

Acid salvianolic A d3 duoc chimg minh c6 tac dung trc ché ung thu v [257], acid

salvianolic B c6 kha ning trc ché tang sinh va phat trién khoi u than kinh dém [261].



d. Tac dung ddi véi hé tim mach

Dich chiét BS 5% trong nudc c¢6 thé 1am giam dién tich mang xo vira & doan dong
mach chu bung trén chudt duoc cho an khéu ph?ln giau cholesterol [268]. Tanshinone
ITA [56, 99], cryptotanshinone [147, 204, 300] déu thé hién kha nang rc ché tién trién
X0 vira, théng qua co ché giam stress oxy hoa, trc ché viém ndi mé va cai thién chirc
nang t& bao mach mau. Ché pham tiém DS da duoc bao cao c6 kha nang giam hoat tinh
clia cac glycoprotein mang tiéu cau, tir d6 giam két tap tiéu cau va cai thién luu théng
mau cho bénh nhan mac bénh mach méau [293].

DS ¢6 loi khi diéu tri chirng huyét khdi tinh mach sau nho tac dung chéng oxy hoa
cho té bao ndi mdé mach mau [44]. Dong thoi, BS con gitip cai thién tuan hoan méu, phu
hop v6i cong ning duoc ghi nhin trong y hoc ¢b truyén [150]. Acid salvianolic A c6 thé
lam gidm d¢ bam dinh cua tiéu cau trén bé mat collagen, tir d6 han ché giai doan dau
clia qua trinh hinh thanh huyét khéi [105]. Acid rosmarinic ciing duoc ching minh ¢6
tac dung &rc ché sy hinh thanh huyét khéi va giam dong tu tiéu cau, muc e ché 54,8%
va 46,4% & liéu 100 mg/kg thé trong trong mo hinh thi nghiém [114].

Trén mo hinh dong vat, viéc sir dung dich chiét BS duong udng ¢ liéu 4.6 g/kg
hoic 14 g/kg thé trong trong 21 ngay lam giam tinh trang ting huyét 4p do monocrotaline
gy ra [258]. Dich chiét nuéc cia BS con {rc ché hoat tinh enzyme chuyén doi
angiotensin, qua d6 diéu hoa hé renin—angiotensin, gitp cai thién huyét ap [120]. Ngoai
ra, PS ¢6 kha ning ¢rc ché tai cdu trac thanh mach va giam mat can bang oxy hoa &
chudt ting huyét ap [290]. Pic biét, mot nghién ciru cho thiy ty 18 phdi hop téi wu giita
acid salvianolic A, acid salvianolic B, danshensu va protocatechuic aldehyde c6 hi¢u
qua chéng ting huyét ap manh hon ca bot r& BS siy dong kho, nho cai thién tai tao thanh
mach va diéu hoa stress oxy hoa hiéu qua hon [290]. Natri tanshinone IIA sulfonate
[254], acid salvianolic B [143] ciing d4 dugc ching minh cé tac dung ha huyét ap théng
qua cai thién chirc nang ndéi mo va diéu hoa truong luc mach.

e. Tac dung chong xo héa

Nghién ctru cho thay DS c6 thé chdng lai xo hoéa gan do tinh trang qué tai sit man
tinh, théng qua viéc wre ché tich liy sat va collagen, giam stress oxy hoa, phan tmg viém
va apoptosis trong t& bao nhu mé gan [299]. Tuong tu, dich chiét nudc nong tir r& PS
cling c6 kha ning @c ché xo hoa va qua trinh peroxid héa lipid trong mé hinh chudt b

xo gan do tic mat [162]. BS két hop voi chiét xuat Boswellia dugc ghi nhan ngin ngira
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X0 gan trén nén viém gan man tinh [217]. Tanshinone IIA ciing c6 thé bao vé gan trudc
t6n thuong do acetaminophen gay ra [255]. Cryptotanshinone [116], dihydrotanshinone
I [83], aldehyde protocatechuic [151], acid salvianolic A [73], acid salvianolic B [152],
magie lithospermate B [185] va acid lithospermic [46] déu c6 vai trd quan trong trong
viéc bao v€ gan.

Dai va cong su (2004) [64] cho thay r& PS c6 hiéu qua diéu tri xo phdi t6t hon mot
s6 duoc lidu truyén thdng khac, nho kha ning cai thién vi tudn hoan va trc ché qua trinh
hinh thanh soi collagen. Tanshinone IIA [93], acid salvianolic A [187] ciing cho thiy c6
tiém nang diéu tri di voi bénh xo phoi.

DS ¢6 tac dung bao vé ton thuong than do nhdi méau co tim nhd phuc hoi chirc
ning thin va ngin ngira sy mat can bang oxy hoa [271]. Dich chiét nudc tir 1& S ¢6
kha ning chéng oxy hoa, giam phi né té bao biéu mo dng than, cai thién chirc nang loc
cau than [95], ¢6 hiéu qua trong diéu tri tén thuong than do thiéu méau cuc bd [52].
Tanshinone ITA giam ton thuong biéu mé dng than va e ché viém cuc bo [112], ngin
chan tién trién bénh than man & chudt bi ton thuong than cfip [111]. Acid lithospermic
B ¢6 tac dung cai thién t6n thuong than nho loai bo cac loai oxy phan tmg [119]. Mg
lithospermate B phuc hdi chitc ning than do tudi tic bang cach diéu hoa hoat tinh
NADPH oxidase va can bing san xuét gbc oxy phan tmg [190].

f. Tac dung d6i v6i bénh tiéu dwong

Theo Huang va cong su (2012) [104] acid polyphenolic tong sé ctia BS ¢6 tac dung
tich cyc trén chudt mac bénh tiéu duong loai 2. Acid salvianolic A c6 thé gitip chan cia
chudt mac bénh tiéu duong khoéi cac bénh than kinh va ri loan chuc nang tuan hoan
mach mau ngoai bién [281]. Acid salvianolic B c6 tac dung tri tiéu duodng vi co thé lam
giam sy mat cin bang oxy hoa, ngin ngira sy chét theo lap trinh cua té bao, wc ché té
bao ndi mo...[205]. Danshensu ciing c6 tac dung dang ké ddi voi bénh tiéu duong [102].
Thudc tiém PS di duoc ghi nhan c6 kha ning bao vé than do bénh tiéu duong giy ra
nhd e ché sy mit cin bang oxy hda, giam viém nhiém va xo héa mé than [273], cai
thién bénh 1y hinh thai ciia vi 6ng than va bao vé chirc nang do giam doc tinh ting dudng
huyét [282].
1.1.1.5. Tdac dung phu

Mic du DS ¢6 tiém ning hd tro diéu trj cao huyét ap, viéc st dung ¢ phu nit mang
thai can duoc can nhic than trong. Mot ) hop chét hoat tinh trong DS co thé anh huong
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dén co ché diéu hoa huyét ap, trong khi viéc can thiép vao cac co ché nay ¢ giai doan
mudn cta thai ky dd dugc chimg minh c6 thé gay bat loi cho thai nhi [140].

Thudc tiém tir BS c¢6 mot sb tac dung phu nhu dau dau, dé6 mit, ngira, giam tiéu
ciu mién dich, rdi loan chirc nang gan... [48, 145]. Nghién ctru cia Wang va cdng su
(2016) [252] cho thdy st dung thudc tiém Danshen liu cao (5,76 g/kg.ngay) co thé giy
ddc tinh mach mau ngoai bién va sy chét theo chuong trinh cua céc té bao ndi mo6 mach
mau. Ngoai ra, Liu va cong su (2014) [145] da phat hién mot s6 tac dung phu nhé & mirc
chép nhan dugc khi st dung thude tiém DS, nhu khé chiu ¢ da day, ngura, dau cuc bd.

N6i chung dén nay, chua c6 bao cdo nao vé tac dung phu nghiém trong lién quan
dén viéc str dung DS ¢ liéu thong thuong [158].

1.1.2. Cdy Bay la mot hoa (Paris polyphylla Smith)

Cay Bay 14 mét hoa (BLMH) con c6 tén khac nhu That diép Nhat chi hoa, Tao
Huu, Poc cude lién, Thao Ha xa... Than ré cia loai cAy nay ciing duoc sir dung rong
rdi trong Y hoc C6 truyén Viét Nam [11, 12], Trung Qudc [75, 201], An D6 [192].
1.1.2.1. Phan loai thuc vat

Cay BLMH duoc phan loai theo hé théng phan loai thuc vat c6 hoa nhu sau:

e Gidi: Plantae (Thuc vat)
e Nganh: Angiospermae (Thyc vat hat kin)
e Nganh: Monocots (Thuc vat mot 14 mam)
e BOo: Liliales (Loa ken)
e Ho: Melanthiaceae (Hic duoc hoa)
e Chi: Paris (Trong lau)
o Loai: P. polyphylla
1.1.2.2. Phdn b6 va ddc diém hinh théi

Cay BLMH ua bong, ua am, moc dudi cac tan rung ram nhiét ddi, co tan che hoac
doc cac khe sudi, dat Am nhiéu mun, trén nai da voi & do cao 1300-2500 m so v&i muc
nuéc bién [11]. Chi Paris moc rong rai & Tay Nam Trung Qudc (Van Nam, T Xuyén)
[219], Bic Viét Nam, Bic Myamar va Nhat Ban [75]. Tai Viét Nam, cdy BLMH phén
bb chu yéu & Moc Chau (Son La), Péng Van (Ha Giang), Ctic Phuong (Ninh Binh), Sa
Pa (Lao Cai), Pa Bic (Hoa Binh), Kon Plong (Kontum), Con Cudng (Nghé An), Nam
Giang (Quang Nam), B6 Trach (Quang Binh), Lac Duong (Lam Pdng) [11, 12]. Theo
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Zhang va cong sy (2011) [291], chi nay c6 24 loai phan bd khip thé gidi, trong d6 19
loai & Trung Qudc. Theo Duge dién Trung Qudc (2015) [63], chi Paris gdbm 33 loai va
15 thi.

Hinh 1. 4. Than ré BLMH twoi, viii trong cat va da rira sach

Cay BLMH 1 cay than thdo, song lau nim. Than ré dai 5-15 cm, dudng kinh 2-
2,5 cm, chia nhiéu d6t. Tir than ré moc 1én than ciy thing dung, cao khoang 1 m va
khong phan nhanh. Than ré c6 1-2 chdi ngt qua mua déng va moc lai vao giita mua
xudn nim sau. Trong tu nhién, nhitng cay 16n voi than ré ¢ chidu dai hon 5 cm méi c6
hoa qua. Giita thdn c6 mot ting 14 (gém 3-10 14, thuong 13 7 14) moc vong tron. Phién 14
hinh miii mac, dai 15-21 cm va rdng 4-8 cm, cuéng 14 dai 3-6 cm. Hai bén mit la nhan,
mép khong c6 rang cua, mit dudi c6 mau xanh luc nhat hay mau tim nhat. Mdi cy chi
c¢6 mdt hoa moc don doc & dinh canh, cach tﬁng la 15-30 cm, cuéng hoa dai 15-30 cm.
Mula hoa thudng vao thang 3 dén thang 5. M&i hoa déu c6 14 dai, dai 3-7 cm, moc roi
nhau. S6 14 dai xap xi s6 14 va s6 canh hoa. Nhuy hoa c6 mau tim dé. Cay c6 qua mong,
mua qua thudng vao thang 10-11. Qua khi chin c¢6 mau tim den, tich ra, dé 16 hat nho
mau do. Qua trudng thanh chira 50-60 hat [11, 12]. Nghién ctru sinh thai & Nepal cua
Kunwar va cong su (2020) [132] cho thay kha ning tai sinh cy trong ty nhién kha thp,
vi hat c6 thoi gian nghi dai, mt 7-8 thang dé hat nay mam. Do d6, ciy chu yéu duoc tai
sinh bang sinh san vo tinh [20].
1.1.2.3. Thanh phan héa hoc ciia thdn ré cdy BLMH

Pén nam 2020, da phan 13p va xac dinh dugc hon 320 hop chét tir loai Paris, trong
d6 chu yéu 1a saponin steroid, saponin cholestanol, C-21 steroid, phytosterol, cac hop
chét trong tu hormone 16t xac con trung, triterpenes, cac chat trao ddi thir cap khac.
Ngoai ra, than ré (va cac b phan khac nhu than, 14) ctia P. polyphylla chira cac thanh

phan hoat tinh quan trong bao gdm polysaccharide, flavonoid, acid amin. .. [218]
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a. Saponin

Saponin 1a nhém hop chat glycoside trong d6 phan aglycone (con goi 1a sapogenin)
khong tan trong nudc va thuong thude cu truc steroid hodc triterpenoid, lién két véi
mot hodc nhiéu phan tir duong tan trong nudc nhu glucose, galactose, pentose, ketose,
hoic acid uronic. Dua trén cdu tric cua sapogenin, saponin duoc phan thanh hai nhém
chinh, gdm triterpenoid saponins va steroidal saponins. Pbi véi P. polyphylla, céc
steroidal saponins (aglycone thudoc dang spirostanol hoac furostanol, c6 khung 27
carbon) chiém uu thé va duoc xem 1a thanh phan hoat tinh cha dao, chiém khoang 50-
55% tong s6 hop chat phan 1ap duoc tir than ré [75].

Wang va cong sy (2005) [259] phén tach tir than ré P. polyphylla 2 hop chat méi
gom falcarindiol, B-ecdysterone, va 6 hop chat saponin di dugc biét toi.

Devkota va cong su (2007) [71] d3 phan tach duoc 4 hop chat da biét tir than ré P.
polyphylla & Nepal.

Yun va cong su (2007) [286] phan tach va xac dinh duoc hop chit saponin steroid
(3B,21-dihydroxypregnane-5-en-20S-(22,16)-lactone-1-O-a-L-rhamnopyranosyl
(1-2) -[B-D-xylopyranosyl (1—3)] - B-D-glucopyranoside) trong than ré ciy BLMH.

Zhao va cong su (2009) [301] da phan tach thém 2 saponin furostanol va 1 saponin
spirostanol tir than ré P. polyphylla var. Yunnanensis. Cung nim, Zhang va cong su
[296] da dinh tinh va dinh luong dugc 10 saponin trong P. polyphylla var. yunnanensis

va 7 saponin trong P. polyphylla var. chinensis.

Wu va cdng su (2012) [267] phén tach dugc 18 saponin steroid, trong d6 11 loai
chua duge biét dén. Qin va cong sy [201] phan tach duoc 1 sapogenin va 24 saponin
steroid, trong d6 c6 6 glycosides mdi, dit tén 1a chonglouosides SL-1 dén SL-6.

Kang va cong su (2012) [121] da phan tich duoc 3 saponin steroid mai
(parisyunnanosides G-I), 1 glycoside steroid C21 moi (parisyunnanoside J) va 2 hop
chat di biét (padelaoside B, pinnatasterone va 20-hydroxyecdyson) tir than r& P.
polyphylla Smith var. yunnanensis.

Wu va cong su (2013) [266] da phan tach dugc 6 saponin triterpenoid méi trong
than ré P. polyphylla var. yunnanensis (dit tén 1a paritrisides A-F) cing véi 9 saponin

triterpenoid d3 biét.
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Li va cong su [139] cling di phan tach dugc 9 saponin steroid gom PSI, PSII, PSV,
PSVI, PSVII, PSH, dioscin, gracillin vi PGRR trong than ré P. polyphylla.
Zhang va cong sy (2022) [298] da phén tach va tinh ché polyphyllin IT and VII tir

than ré P. polyphylla var. yunnanensis bang nhya resin Macroporous.

Trong cac saponin cua P. polyphylla, polyphyllin D dugc xem la mot trong nhirng
hoat chat chdng ung thu manh nhat [20], nhu ung thu va [134], ung thu phdi [153].
Nhiéu nghién ctru cho thiy polyphyllin D thé hién tac dung gay ngimg chu ky té bao,
khoi phat apoptosis, hoat hoa autophagy, (rc ché hinh thanh mach mau mdéi, ting d6 nhay
ctia t& bao ung thu d6i véi hoa tri liéu va diéu hoa cac dap tng viém-mién dich [241].

9

HO OH
Hinh 1. 5. CAu triic héa hoc ciia polyphyllin D [57]

b. Polysaccharide

Than ré va cac bd phan khac nhu than, 14 BLMH con chta ham lugng lén
polysaccharide dao dong tir 3,29-12,0%. Cac nghién ctru phan tich cho thay
polysaccharide dugc ciu tao tir nhidu loai dudng don khac nhau, phd bién nhét 1a duong
don nhu glucose, galactose va arabinose. .. voi khoi lugng phan tir dao dong tir vai nghin
dén hang triéu Dalton, cAu trac c6 thé & dang mach théng hodc mach nhanh phtc tap.
Riéng than ré ctia cAy chira mot lugng 10n tinh bot, diéu nay gay kho khin cho viéc chiét
XuAt polysaccharide ¢ nhi¢t do cao do hi¢n tugng ho hoa [218].
c. Céac hop chit khac

Than 1é P. polyphylla con chira khoang 50 hop chat thir cap khac thudc nhiéu nhoém
cAu tric, gdm acid béo (vi du: hexadecanoic acid, heptadecenoic acid triglycerides), mot
s6 alkaloid ¢ ham luong thap, quinone, acid amin va céc acid phenolic nhu acid gallic.
Céc thanh phan nay du khong phai 1a hoat chat dic trung nhung gbp phan bd trg vé mit
chéng oxy hoa, duy tri cAu tric sinh hoc va tang cuong co ché béo vé thuc vat, tir d6 tao

nén tac dung duoc 1y tong thé ciia dugc liéu nay.
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bac biét, Wang va cong su (2006) [259] da phan 1ap tir than ré P. polyphylla mdt
hop chit polyacetylene 1a falcarindiol, 1an dau tién ghi nhan trong chi Paris. Hop chat
nay thé hién hoat tinh gy doc té bao manh va dugc xem nhu mot tac nhan khang ung
thu tiém ning mai, c6 kha ning gay stress ludi ndi chat va khoi phat apoptosis trén nhiéu
dong té bao ung thu [115]. Ngoai ra, falcarindiol con cho thy tac dung bao vé than
trong mé hinh gay doc bai cisplatin, thong qua viéc diéu hoa cac mang ludi tin hiéu lién
quan dén dap ing viém va can bang oxy hoa ndi bao (bao gém cac truc diéu hoa phién

mi va chdng oxy hoa), tir d6 1am giam phan Gng viém va stress oxy hoa [76].

\/\R — S{W
“oH

Hinh 1. 6. Cong thirc cAu tao Falcarindiol [115]

1.1.2.4. Tinh chdt dwoc hoc

Theo Y hoc c6 truyén, than & P. polyphylla c6 tic dung thanh nhiét, giai doc, tiéu
thiing, chi théng va lwong can, thudng duoc ap dung trong cac trudong hop sung viém,
ran cin, mun nhot va nhiém doc [11, 12]. Cac nghién ctru hién dai da xac nhan nhiéu
tac dung truyén thong nay, bao gdbm cam méu, chdng viém [75], khang khuan [68, 201],
chong ung thu [75, 267, 301], chong oxy héa [75, 156]... Dén nam 2020, da ghi nhan
97 bang sang ché lién quan dén chi Paris (trong d6 chu yéu 1a P. polyphylla) [194].
a. Chong ung thu

Cac nghién ctru duoc hoc hién dai da ching minh riang cac dich chiét tir than ré,
ré, 14, than va toan cdy P. polyphylla bang nhiéu dung méi khac nhau (methanol, ethanol,
petroleum ether, dichloromethan va nudc) thé hién hoat tinh gy doc té bao/tc ché ting
sinh rd rét d6i v4i nhiéu dong té bao ung thu, bao gdm ung thu phdi [201], ung thu thyuc
quan [137], ung thu vom hong [267], ung thu xuong [210], ung thu vi, gan, dai trang
[200]... Pic biét, Qin va cong sy (2018) [200] da cho thdy nhém hoat chat saponin 1a
thanh phan chinh quyét dinh tic dung khang ung thu ctia dugc liéu nay.

Céc hoat chét tinh khiét phan 1ap tir P. polyphylla ciing chirng minh hoat tinh khang
ung thu manh trén nhiéu dong té bao khac nhau. Trong d6, polyphyllin D (con duoc goi
1a paris saponin I) 13 steroidal saponin duoc nghién ctru su nhét va cho thiy tac dung

trc ché tang sinh, gy apoptosis va autophagy trén cac dong ung thu va [134], ung thu

14



budng trimg [214], ung thu mau [277], ung thu gan [57], u ndo [284], tc ché hinh thanh
mach méu trong vi mdi truong khdi u [45], ung thu da day [77], ung thu gan [269], ung
thu xuong [47], ung thu phdi [79]. Nghién ctru in vivo [134] ciing cho thay polyphyllin
D c6 hiéu qua trc ché phat trién khéi u ma khong gy doc tinh dang ké ddi véi co quan
lanh, chitng minh tiém nang phat trién thanh thudc khang ung thu nguén gdc tu nhién.

Falcarindiol duoc phan lap tir than ré P. polyphylla va duoc ghi nhan hoat tinh doc
té bao rd rét [259]

Jiang va cac cong su (2014) [113] nghién ciru vé saponin kiéu steroid sau dé cho
thy rang Polyphyllin II trc ché dang ké cac dong té bao ung thu gan in vivo/in vitro.

Paris saponin VI ciing dugc chimg minh c6 kha ning (rc ché dang ké su phat trién
ctiia dong té bao ung thu gan in vitro, thong qua co ché cam tng apoptosis va trc ché
tang sinh [256]. Polyphyllin VII (Paris saponin VII, dioscinin, chonglouside saponin
VII) ciing thé hién hoat tinh khang ung thu phéi [79, 94], ung thu gan [256], ung thu
ndo [189], ung thu budng trimg [279], ung thu cd tir cung [297]...

Theo Ding va cong su (2021) [75], co ché chdng ung thu cua cac polyphyllin nay
chu yéu 1a gay chét té bao theo con dudng ty thé, trc ché chu ky té bao, va trc ché qua
trinh EMT thong qua viéc giam biéu hién N-cadherin va ting E-cadherin, tir d6 han ché
su di chuyén va xam 14n cua té bao ung thu.

b. Chéng oxy hoa

Dich chiét methanol, ethanol, petroleum ether, nudc va dac biét 1a cac steroidal
saponin phan 1ap tir than ré thé hién kha ning quét goc tu do va tic ché stress oxy hoa
[70, 135, 156].

c. Hoat tinh chéng viém, khang vi sinh vt

Céc dich chiét methanol, ethanol va nuéc tir 14, than ré ciing nhu toan cay P.
polyphylla d3 duge ching minh ¢ hoat tinh khang ndm va khang khuan phd rong trong
cac thir nghiém in vitro [68, 118, 156, 200]. Bén canh d6, cac hop chét tinh khiét phan
lap tir than ré ciing thé hién kha nang khang vi sinh vat manh hon. Cy thé, Zhu va cong
su (2011) [304] da phan 1ap duogc ba steroidal saponin thugc nhém pennogenin tir dich
chiét ethanol cta P. polyphylla var. yunnanensis, trong d6 cac hop chit nay cho thiy

hoat tinh khang nim dang ké dbi v6i S. cerevisae, C. albicans.
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Niam 2012, Qin va cong su [201] d& phan 1ap mot s6 hop chit tir P. polyphylla va
ghi nhan hoat tinh khang khuan dang ké ddi v&i Propionibacterium acnes, cho thiy tiém
nang tng dung trong kiém soat viém da va mun trimg c4. Pén nam 2018, nhom nghién
ctru nay [200] tiép tuc chimg minh saponin steroid tir than 1& P. polyphylla c6 kha ning
trc ché su phat trién cta nAm C. albicans in vitro. Ngoai ra, nhiéu nghién ciru khac ciing
cho thy cac saponin steroid c6 muc d6 khang khuan khac nhau d6i voi nhiéu ching vi
khuan, bao gém P. aeruginosa (100%), S. aureus (80%), L. innocua (65%), E. coli
(57%), S. enteric (67%) va S. sonnei (47%) [118, 156, 200].

d. Cac hoat tinh khac

Paris saponin I d3 duoc chirng minh c¢6 hoat tinh diéu hoa mién dich va co thé cai
thién chirc ning mién dich & bénh nhan viém than lupus [253]. Shan va cong su (2010)
[221] ciing cho thdy rang P. polyphylla var. yunnanensis c6 tac dung (rc ché van dong
va giam ty 18 séng sot cua tinh trung chudt, qua dé diosgenin duge xem nhu mot tng
vién tiém ndng trong phat trién bién phap tranh thai khong chira hormone. Ngoai ra,
dich chiét methanol tir 14 P. polyphylla thé hién hoat tinh khang virus Chikungunya
[118], trong khi Paris saponin I ¢ hoat tinh khang virus cim A [199] trong ca nghién
ctru in vitro va in vivo. Mot nghién ctru khac ciing cho thay saponin steroid tong sd tir
than r& P. polyphylla Smith var. yunnanensis c6 thé 1am giam chay mau tir cung bt
thuong, c6 thé lién quan dén tac dung diéu hoa co bop tir cung theo chu ky. Két qua
nay cho thiy thém tiém ning tac dung duoc 1y da dang ctia nhom hoat chat nay [90].
e. Tac dung phu

Hoat chit sinh hoc chinh trong than r& BLMH 14 saponin steroid, khi str dung &
lidu cao hoic kéo dai, chiing c6 thé gdy doc tinh nhat dinh dbi véi co thé ngudi [75].
Johnson va cong sy (1986) [117] chimg minh rang khi ndng d saponin trong rudt non
ting vuot ngudng, chung c6 thé 1am ting tinh thdm cta té bao biéu moé rudt, din dén sy
xam nhdp ciia cac phan tir thong thudng khong thé hap thu, tir d6 gy kich ung hoic
xuét huyét rudt non. Jia va cong su (2020) [110] bao céo ring cac ché pham tir P.
polyphylla c6 thé gay doc tinh trén gan thong qua rdi loan chuyén hoa va lipid, trong khi
nghién ctru cta Bottger va cong sy (2013) [36] cho thay saponin c6 kha ning tach

cholesterol khoi mang té bao, lam mat tinh 6n dinh ciia mang va dan dén doc tinh té bao.
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1.2. Tong quan vé siy va anh hwéng dén chit lrong nguyén liéu thue vat
1.2.1. T 5ng quan vé qud trinh sd’y nguyén liéu thuc vat

Séy la cong doan quan trong trong xur 1y sau thu hoach dugc liéu, nham loai bo
nuéc thong qua qué trinh truyén nhiét va truyén khéi, tir d6 lam giam hoat d6 nuéec, trc
ché enzyme va vi sinh vat, kéo dai thoi gian bao quan, va thuan tién cho van chuyén,
Iwru trir [40, 208]. Tuy nhién, qua trinh siy khong chi 1am giam d6 4m ma con gy ra
nhitng bién doi dang ké vé mau sic, ciu tric va thanh phén hoa hoc cia nguyén li¢u,
dic biét dbi v6i cac hop chat sinh hoc nhu phenolic, tanshinone hay saponin steroid. ..
vbn nhay cam vé6i nhiét, oxy va anh sang.

V& ban chét, sy khac biét giita cac phwong phap sdy chu yéu ndm & co ché truyén
nhiét va truyén am, tir d6 quyét dinh mirc d6 bién d6i mau sic, cau trac va kha nang bao
toan hoat chat. Trong phwong phéap siy ty nhién (phoi ning-SD), nhiét duoc truyén chu
yéu thong qua birc xa nhiét (blrc xa mit troi) dudi dang séng dién tir (bao gdm tia hong
ngoai va anh sang nhin thay), két hop véi cac hién twong hap thu nhiét va déi luu dé 1am
nong vt liéu. Do d6, qua trinh tach 4m dién ra cham va phu thudc manh vao diéu kién
moi trudng, thoi gian sdy kéo dai, 1am ting mirc d tiép xtc ciia nguyén liéu véi nhiét,
anh sang va oxy. Diéu nay thuc day cac phan Gmg oxy héa va phan huy, din dén suy
giam déng ké ham luong cac hop chat c6 hoat tinh sinh hoc [229].

Trong say khong khi néng (HAD), khong khi duoc gia nhiét va truyén nhiét dén
vat lidu théng qua co ché ddi luu, tir bé mit vao bén trong, tao nén gradient nhiét va am.
Qua trinh nay thudng gy co rit ciu tric va giam do xdp cua vat liéu, tir 46 han ché
khuéch tan 4m tir bén trong ra ngoai [136]. O nhiét d cao qué trinh sdy c6 thé nhanh
chong bét hoat cac enzyme oxy hoa (nhu polyphenoloxidase), nhung dong thoi thuc day
cac phan ung oxy hoa va phan huy cac hop chat nhay nhiét. Ngoai ra, cac phan ung
Maillard va caramel hoa ciing dugc ting cudng, gay bién doi mau sic cua nguyén lidu
[39, 123]. Nguoc lai, siy & nhiét do thap kéo dai (dudi 50 °C) c6 thé khong du dé bat
hoat enzyme, 1am kéo dai qu4 trinh oxy hoa va gy suy giam dang ké cac hop chat nhay
nhu vitamin C, chlorophyll va céc hop chét phenolic [184, 196].

Déi véi sdy hong ngoai (IRD), nang luong birc xa dién tir (bude song 0,75-1000
um) dugc phat ra tir nguén hong ngoai va truyén truc tiép vao vat liéu ma khong can gia
nhiét khong khi xung quanh. Ning luong nay duge hip thu va chuyén hoa thanh nhiét

noi tai, chu yéu thong qua sy kich thich dao dong cuia cac phan tir nude, gitp gia nhiét

17



nhanh hon so v&i sy d6i lwu. Tuy nhién, trong truong hop sdy ¢ nhiét do thap kéo dai,
cac phan Gmg enzyme va oxy héa van c6 thé tiép dién, dan dén suy giam hoat tinh sinh
hoc twong tu nhu sy khong khi néng & nhiét @6 thap. Bén canh d6, do kha ning dam
xuyén han ché, hiéu qua ctia phuong phap nay phu thudc nhiéu vao kich thuée va do
day vat li¢u [188].

Dbi v6i sdy vi song (MWD), vi song truyén nang luong truc tiép vao bén trong vat
liéu thong qua séng dién tir (thudng & tan sb 2.450 MHz), xuyén sau vao vat liéu va lam
nong toan bd khdi vat lidu tir trong ra ngoai (gia nhiét thé tich). Dudi tac dong cua dién
truong xoay chiéu tan sb cao, cic phan tir ludng cuc (cha yéu 13 nudc) va ion dao dong
manh, sinh nhiét nhanh va dé)ng déu trong toan bo khdi vat lieu. Su gia nhiét tor bén
trong 1am ting nhanh ap suat ndi bao, tao chénh 1éch ap suat giira bén trong va bé mat,
tir d6 thuc dy su di chuyén am tir trong ra ngoai. Pong thoi, 4p suit ndy c6 thé giy pha
v cau tric té bao, gop phan tang toc do thoat am va hd tro giai phong cac hop chat ndi
bao [235]. Téc d6 gia nhiét nhanh giup bat hoat enzyme gan nhu tirc thi va c6 thé gop
phan bao toan hoat chat [202]. Tuy nhién, hién tugng gia nhiét khong dong déu hoic
qua mirc c6 thé gay chay cuc bd hodc bién d6i manh cau trac héa hoc [25, 107].

Trong khi d0, say lanh (LAD) duya trén sy d6i luu khong khi kho c6 d6 am tuong
d6i thap (10-30%) va nhiét do thap (35-60 °C), thuong goi 13 sdy bom nhiét. Khong khi
am tir budng say dugc din qua dan lanh, tai ddy hoi nudc dugc ngung tu va loai bo, 1am
giam d6 4m cua khong khi. Sau d6, khong khi kho dwogc gia nhiét tai dan néng dén nhiét
d6 sy thich hop va tiép tuc tuan hoan tré lai budng sdy. Sdy lanh gitip han ché bién doi
mau sic va cdu tric so voi sy nhiét, nhung tc d6 siy cham va thoi gian kéo dai c6 thé
anh huong dén sy 6n dinh vi sinh va hiéu qua xir 1y [19].

Cudi cung, siy dong kho (FRD) dién ra ¢ nhiét d6 thip va ap suét thap, trong d6
nuéc duoc loai bé chu yéu thong qua co ché thing hoa tir trang thai ran sang hoi [31,
155]. Trong diéu kién chan khong, nhiét lvong duoc cung cip nham pha v cau trac tinh
thé bang va duy tri qué trinh thing hoa, thay vi lam ting nhiét 6 san pham lén mtc cao.
Nho co ché nay, cdu tric xdp cia vat liéu duge bao toan, dong thoi han ché dang ké cac
phan @ng phan hily nhiét va oxy héa, gitip duy tri mau sac va 6n dinh cac hop chat nhay
cam. Tuy nhién, phuong phap nay doi hoi chi phi du tur va van hanh cao, thoi gian say

kéo dai, do d6 con han ché trong Gmg dung quy mé cong nghiép [82, 250].
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béi voi cac nguyén li€u thuc vat giau hoat chét, cac hop chét phenolic 1a nhom
nhay cam voi nhiét va oxy, dé bi oxy hoa, phan huy hodc polymer hoa trong qua trinh
sdy, dan dén suy giam hoat tinh sinh hoc. Cac hop chit tanshinone thudc nhém diterpen
quinone c6 ciu trac chira hé vong lién hop va nhém chic quinone, ciing dé bi oxy hoa
va bién d6i dudi tac dong ciia nhiét va oxy, dic biét trong diéu kién sdy nhiét kéo dai,
tor d6 lam giam ham lugng va hoat tinh sinh hoc [144]. Nguoc lai, cac saponin steroid
c6 d6 bén nhiét trong ddi cao hon so véi phenolic va mot sé hop chat nhay cam khac.
Nhiéu nghién ctru thuc nghi¢m trén cac dugc liéu khac nhau cho théy viéc tang nhiét do
sdy (1én dén khoang 80 °C) khéng nhitng khong 1am suy giam ma con c6 thé 1am ting
ham lugng saponin tong sb trong bot thanh pham [176, 197]. Tuy nhién, khi nhiét do
cao kéo dai hoic trong méi trudng c6 do 4m cao, cac lién két glycosidic van c6 thé bi
bién d6i & mirc do nhét dinh. Do d6, viéc kiém soat ché do nhiét phu hop 1a can thiét
nham han ché cac bién d6i bét loi, dong thoi khai thac dic tinh bén nhiét twong ddi cua
saponin dé bao toan hoat tinh sinh hoc ctia san pham.

Tir cac co ché trén c6 thé thdy rang, su khac biét vé phuong phéap siy khong chi
anh huong dén dong hoc tach 4m ma con quyét dinh muc d6 bién doi ciu trac va kha
nang bao toan hoat chét, hoat tinh sinh hoc cia nguyén liéu.

1.2.2. Cdc nghién ciru vé anh hwong ciia phwong phdp sy dén chit lwong nguyén liéu

Trong thuc té, cac phwong phap siy khac nhau din dén su khac biét dang ké vé
chit lugng nguyén li¢u kho, gém cac chi tiéu hoa ly (do am, hoat d6 nudc, mau sic, ciu
truc) va céc chi tiéu duoc hoc (ham luong hoat cht va hoat tinh sinh hoc).

Céc nghién ctru trude ddy di ghi nhan xu huéng chung 13 sy dong kho thuong
cho kha nang bao toan hoat chét sinh hoc va hoat tinh chéng oxy hoa cao nhét do han
ché tac dong ctia nhiét. Orphanides va cong su (2013) [184] cho thiy 14 bac ha sau khi
sdy dong kho c6 ham lugng phenolic tong s6 va hoat tinh chdng oxy héa cao nhét so vé6i
sdy doi luu va sdy vi song, nhd qué trinh tich 4m & nhiét do thap han ché phan hiy hop
chét nhay nhiét. Twong tu, Chen va cong su (2020) [51] khi nghién ctru nhi hoa nghé
tay cling ghi nhan phurong phap niy gitp bao toan cau tric va mau sic t6t nhat, mac du
thoi gian sy kéo dai.

Bén canh d6, cac phuong phap sdy btic xa nhu vi séng hoic hong ngoai ciing cho
thiy vu diém rut ngin thoi gian sy va giam ton that hoat chit. Ting va cong su (2015)

[176] khi khéo sat sdy P. amarus cho thiy siy hong ngoai 30 °C bao toan hoat chat va
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kha ning chdng oxy hoa tét hon say dbi luu. Twong ty, Tang va cong su (2016) [171]
ghi nhan siy vi song ré X4o tam phan (P. trimera) & cong suat 450 W gitp rat ngan thoi
gian, tiét kiém ning luong, c6 ham luong hoat chét sinh hoc va hoat tinh chéng oxy hoa
cao hon so véi sdy truyén théng 25 °C, sdy khi nong 100 °C hay sy chan khong 60 °C.

Tuy nhién, két qua giira cac nghién ctiru khong hoan toan dong nhit. Uribe va cong
su (2020) [247] ghi nhan ddi v6i rong nau sdy d6i luu c6 thé duy tri ham lugng vitamin
va mot s6 hoat chét dinh dudng cao nhét, trong khi siy dong khé lai wu thé hon vé bao
toan sac t6. Nguoc lai, cic mau sdy hong ngoai va phoi ty nhién lai duy tri ham lugng
acid béo chua bdo hoa va acid amin thiét yéu cao hon. Nghién ctru say bach chi [141]
cling ghi nhén ring phoi trong bong ram hodc sy & 40 °C c6 thé cho hoat tinh chéng
oxy hoa cao hon so véi sdy dong kho.

Sy khéc biét nay co thé duoc 1y giai khong chi boi su khac nhau vé phuong phap
sdy ma con do dic tinh ban dau cua nguyén liéu, bao gdbm thanh phan hoéa hoc, cu tric
mo va trang thai nguyén liéu. Do d6, cing mot phuong phéap sdy c6 thé cho hiéu qua
khac nhau tuy thudc vao tirng loai nguyén li¢u.

Mic du di c6 nhiéu nghién ctru vé anh huéng ctia phuong phép siy, phan 16n cac
cong trinh hién nay chu yéu dumg lai ¢ viéc so sanh riéng 1é cac phuong phap va danh
gia mot s6 chi tiéu chat luong, trong khi chua 1am ré day du mdi lién hé gitra phuong
phap sy, bién doi cdu triic vi mo va kha ning bao toan hoat chit sinh hoc. Pong thoi,
céc nghién ctru con thiéu sy lién két gitra cong doan sdy védi cac budce xir 1y tiép theo
nhu chiét tach va ung dung.

Déi v6i DS, cac nghién ctru hién chu yéu dimg lai ¢ viée so sanh mot sé phuong
phap lam kho truyén théng [303]. Bic biét, ddi véi BLMH, cac nghién ctru vé anh hudng
ctia phuong phap va diéu kién siy dén kha ning bao toan hoat chat sinh hoc con rat han
ché. Trong thuc té san xuét duoc liéu tai Viét Nam, nguyén liéu sau thu hoach van chu
yéu duoc lam khé bang phoi ning, phoi trong bong ram hodc st dung cac ngudn nhiét
don gian, thiéu kiém soat vé nhiét do, d6 am va thoi gian. Quy trinh xir Iy thuong chi
dirng lai & cac budc co ban nhu rira, cit va phoi kho [12], chua c6 cac bién phap kiém
so4t nham han ché that thoat cac hop chat nhay cam véi nhiét, 4nh sang va oxy.

Nhitng han ché nay cho thdy van ton tai khoang trong nghién ciru rd rét trong viéc
Iira chon phuong phap sdy phu hop, gin v6i danh gia anh hudng dén thanh phan hhoat
chét va hoat tinh sinh hoc cta dugce liéu, 1am co s& cho cc cong doan xur 1y va ing dung
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tiép theo. Viéc Iya chon phuong phap siy phu hop khong chi gop phan bao ton hoat chat
ma con tao ra cu tric nguyén liéu sdy toi wu, 13 tién dé quan trong cho qua trinh chiét
va vi bao da ciu tir & cac giai doan sau.

1.3. Tong quan vé chiét tach hoat chit sinh hoc tir nguyén li¢u thue vat

1.3.1. Khdi niém vé chiét tich

Chiét tach (trich ly) 13 cong doan quan trong nham thu nhan cac hop chét c6 hoat
tinh sinh hoc tir nguyén li¢u thuc vat, dua trén nguyén ly hoa tan chon loc cac cAu tir
muc tiéu trong dung mai thich hop. Hiéu qua cta qua trinh chiét phu thudc dong thoi
vao nhiéu yéu t6 nhu phuong phép chiét, loai dung mai, ty 1& dung méi/nguyén liéu,
nhiét dJ, thoi gian va dac tinh hoa — Iy ctia nguyén li¢u [97].

1.3.2. Phuong php chiét tiach hogt chit sinh hoc tir nguyén ligu thuc vit

Trong nhitng ndm gan day, nhiéu nghién ctru d3 tip trung vao viéc cai tién cac ky
thuat chiét nham nang cao hiéu suét thu hdi va bao toan hoat tinh sinh hoc ctia hop chét.
Cac phuong phap chiét truyén théng nhu ngam chiét, sic, Soxhlet tuy don gian va dé&
thuc hién nhung thudng tiéu ton nhiéu thoi gian, dung méi va dé gay phan huy cac hop
chit nhay nhiét. Nguoc lai, cac ky thuat chiét hién dai nhu chiét hd tro siéu &m (UAE),
chiét hd tro vi song (MAE), chiét ap suat cao (PLE) hay enzyme (EAE) di dugc ching
minh c¢6 kha ning ting cudng truyén khoi, pha v& cau tric té bao va rit ngan thoi gian
chiét, tir 6 ning cao hiéu suit thu hdi hoat chat [30].

Chiét hd tro vi song (MAE) hoat dong dua trén tuong tac truc tiép cua burc xa dién
tir 1én cac phén tr phan cyc (nhu nude trong té bao nguyén lidu va dung méi). Dudi tac
dong cta vi song, cac phan tir nay dao dong manh theo co ché quay ludng cuc va dan
truyén ion, tao nhiét nhanh trong toan bd khdi mau. Nho do, ap suat ndi bao ting lén,
thanh té bao bi pha vd, tao diéu kién cho dung méi tham nhép t6t hon va hoa tan cac
chat muc tiéu hiéu qua hon, qua d6 rat ngin thoi gian chiét va giam luong dung méi sir
dung. Tuy nhién, sy gia nhiét nhanh ciing c6 thé gdy bién d6i hoic phan hily cac hop
chét nhay nhiét néu khong kiém soat tot diéu kién chiét [246].

Chiét hd tro siéu 4m (UAE) dua trén hi¢én tuong tao va sup vd bot khi trong moi
truong long. Song si€u am tao ra cac vi bot khi, khi cac bot khi nay hinh thanh, phat
trién va sup v, chung sinh ra ap suat va nhiét d6 cuc bo rat cao, gop phan pha v cu

truc té bao, ting kha nang thim dung moi va thic ddy giai phong cc hoat chét vao dich
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chiét. Nho d6, UAE c6 thé nang cao hiéu qua chiét va rat ngan thoi gian xir 1y. Tuy
nhién, & cudng do siéu 4m qua cao hodc thoi gian xir Iy kéo dai, qua trinh nay c6 thé tao
ra cac gbc tu do nhu «OH, +H, lam gia ting nguy co oxy héa va suy giam d6 bén cia
mot s6 hop chit nhay cam [130].

1.3.3. Cdc yéu té anh hwéng dén qud trinh chiét tich

Céc yéu t6 cong nghé trong qua trinh chiét khong tac dong riéng 1é ma co sy twong
tac 1an nhau, do d6 can dugc xem xét ddng thoi trong qua trinh tdi uu héa.
1.3.3.1. Dung moi

Dung moi 13 yéu t6 then chdt quyét dinh hiéu qua chiét tich do anh hudng truc tiép
dén kha nang hoa tan va tinh chon loc d6i v6i cac hop chét sinh hoc. Viéc lwa chon dung
moi pht hop can dya trén d6 phan cuc (yéu té quyét dinh cac lyc trong tac lién phan tir
nhu lién két hydro, tuong tac ludng cuc; dung méi ¢6 do phan cuc twong dong véi hoat
chét s& tao ra ning luong hoa tan du 16n dé thing luc lién két trong ciu trac mau, giup
"kéo" hoat chét ra ngoai), hang s6 dién méi (yéu té phan anh kha ning giam lyc hit tinh
dién giira cac phén tir, dung mdi c6 hing sé dién moéi cao 1am yéu di lyc hat tinh dién
gifta cac phan tir hoat chit, giup ching d& dang tach roi va hoa tan tét hon), kha ning
tuong tac v4i chat tan, tinh an toan, chi phi va kha ning thu hdi... [30]. Trong chiét xuat
duoc liéu, mot s6 dung méi phd bién bao gdm [19]:

Nudc 12 dung méi phd bién, an toan, chi phi thap va than thién méi truong. Nudc
c6 d0 nhot thép, suc cang bé mat tuong ddi cao, do phan cuc rat manh (9,0) va hﬁng sb
dién moi 16n (78,5 & 25°C), do d6 c6 kha ning thim wdt va khuéch tan vao nguyén liéu,
ddng thoi hoa tan hiéu qua cac hop chit phan cuc nhu saponin, phenolic. Tuy nhién,
nudc kém hi¢u qua trong viéc chiét cac hop chat it phan cuc. Ngoai ra, nhi¢t do soi cao
c6 thé 1am suy giam hodc phan hity mét sé hoat chit nhay nhiét trong qua trinh chiét.

Methanol (CHsOH) 14 dung méi khéng mau, dé bay hoi, c6 kha ning hoa tan tdt
nhiéu hop chit hitu co va mot sd hop chit vo co. Methanol c6 do phan cuc manh (5,1)
va hang sé dién moi twong ddi cao (32,6 & 25°C) va hoan toan tan trong nuéc, do d6
thich hop dé chiét cac hop chat phan cuc. Nho diém soi thap (64,7 °C), methanol cho
phép thuc hién qua trinh chiét ¢ nhiét d6 thap, gop phan han ché phan huy cac hoat chat
nhay véi nhiét. Tuy nhién, do doc tinh cao, dung méi nay can duoc loai bé hoan toan

trude khi ing dung trong thuc pham hay duoc pham.
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Ethanol (C:HsOH) 13 dung méi khong mau, trong subt, c6 mui thom dé chiu va tan
v6 han trong nudc. Ethanol ¢6 d6 phin cyc manh (5,2) va hing sé dién méi trung binh
(24,3 & 25 °C), do d6 c6 kha niang hoa tan dugc phd rong cac hop chat tir phan cuc dén
it phan cuc, nhu flavonoid, glycoside, tanin, alkaloid va triterpenoid. Nho vay, ethanol
thuong duge sir dung dudi dang hdn hop ethanol-nuée dé diéu chinh d6 phan cuc cua
dung mdi, tdi wu hoa hiéu suit chiét cac hop chat sinh hoc. Tuy nhién, ethanol c6 tinh
dé bay hoi va dé chay, dong thoi kém hiéu qua dbi voi cac hop chat qua phan cuc hoic
khong phan cuc.

Aceton (CH;COCHs3) 1a dung moi hitu co khong mau, dé bay hoi, c6 kha ning hoa
tan t6t trong nude va nhiéu dung moi hiru co khac. Aceton c6 do phan cuc manh (5,2) va
hang s dién mai trung binh (20,7 & 25 °C), do d6 thich hop dé hoa tan cac hop chét hiru
co ¢6 d6 phan cuc trung binh dén thip, nhu mot sd hop chét phenolic it phan cuc va
terpenoid. Tuy nhién, do c6 tinh dé bay hoi, d& chdy va mui dic trung, dung moi ndy can
dugc loai bé hoan toan trude khi img dung trong cac san pham thuc phim hodc duge pham.

Ethyl acetate (CHsCOOC:Hs) 1a dung méi hiru co c6 do phan cuc kha yéu (4,4) va
hang sb dién méi trong dbi nho (6,0 & 25 °C). Dung mdi nay thuong duge sir dung dé
tach cac hop chit c6 do phan cyuc trung binh dén thip, nhu nhu alkaloid, flavonoid it
phan cuc, coumarin, triterpenoid va steroid. Dung méi nay c6 tinh dé bay hoi, c6 mui
dé chiu va doc tinh thap hon so véi methanol va aceton, do d6 dugc sir dung pho bién
trong cac quy trinh chiét tach va phan doan hop chit tu nhién.

Chloroform (CHCI:) 1a dung méi c¢6 d6 phan cuc kha yéu (4,1) va hing sé dién
moi nho (4,8 & 25 °C), thuong duge sir dung rong rai dé chiét cac hop chat khong phan
cuc hodc rat it phan cuc nhu lipid, sterol va mdt ) terpenoid. Tuy nhién, do ddc tinh
cao (gay anh huéng dén gan, than va c6 kha ning giy ung thu khi tiép xuc kéo dai) cing
v6i cac van dé vé an toan va moi truong, viéc st dung chloroform hién nay bi han ché,
chu yéu chi duogc st dung c6 chon loc trong nghién ctru héa hoc hodc phan tich khi
khong c6 lya chon thay thé an toan hon.

Xét dudi goc do dinh hudng phat trién thyc pham chirc nang, ethanol va nuéc dugc
uu tién xem xét nhu nhirng dung mo6i muc tiéu “xanh” do tinh than thién véi moi trudong
va dap tng tiéu chuan an toan thyc pham. Cac dung méi hitu co khac (nhu methanol,
chloroform) dong vai tro 13 cac d6i chimg vé kha nang trich ly, gitip 1am rd ban chat hoa

1y ctia hoat chét trong nguyén liéu trudce khi Iya chon quy trinh cong nghé cudi cung.
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1.3.3.2. Ty I¢ nguyén liéu/dung moi

Ty 18 nguyén liéu/dung moi c6 thé thay doi tiiy thude vao tinh chat ciia mau can
chiét, muc tiéu, hiéu suét chiét va yéu cau phan tich cu thé. Néu ty 1& nguyén liéu khong
phtt hop, c6 thé xay ra hién twong két tia, 1am giam hiéu suat chiét va 1am mat tinh dong
déu ctia qua trinh. Trong mot sb trudng hop, ting ty 18 nguyén lidu/dung méi ¢ thé lam
tang hi¢u suat chiét do cung cAp nhiéu chét can tach hon dé hoa tan trong dung méi. Tuy
nhién, nhidu nguyén liéu qua co thé lam giam hiéu suét chiét va gy lang phi. Bén canh
d6, ciing co6 thé anh hudng dén kha ning hoa tan cua chét can tach trong dung méi.
1.3.3.3. Thoi gian chiét

Thoi gian chiét qua ngin co thé khong dat duoc sy hoa tan va di chuyén day du
ctia chit can chiét, l[am giam hi¢u suét chiét. Nguoc lai, chiét qua lau cé thé tao ra su
pha v& cac té bao trong nguyén liéu hodc bién dbi khéng mong mudn, tén ning luong. ..
1.3.3.4. Thoi gian burc xq

Trong chiét MAE, thoi gian btrc xa cang dai, nhiét tich lily s& cang cao, c6 thé giy
néng cuc bg, ham lugng mot s6 hoat chét sinh hoc va kha nang chéng oxy hoa co trong
cay duoc liéu bi anh huéng, cac chat khong mong mudn di vao dich chiét, truong nd
mAau nguyén liéu... Ngoai ra, thuc hién qua trinh chiét khong an toan. Nguoc lai, néu
thoi gian birc xa qua ngan, birc xa vi song chua kip tiép xac voi mau, sé khong chiét
duoc hoan toan céac hoat chat sinh hoc trong nguyén liéu.
1.3.3.5. Céng sudt vi séng

Trong chiét MAE, cong suit qua cao 1am nhiét do ting cao, d& phan hay cac hoat
chét sinh hoc trong nguyén liéu. Nguoc lai, cong suét thép dan dén khong du nhiét dé
chiét hoan toan cac hoat chét can thiét c6 trong cay, hiéu suét thu hoi dich chiét kém.
1.3.4. Nghién civu vé tich chiét vé BS va BLMH
1.3.4.1. Céc nghién ciru vé chiét tach ré PS

Viéc thu hdi cac nhom hoat chét chinh trong BS nhu acid phenolic va tanshinone
12 muyc tiéu trong tAm cua nhiéu cong trinh nghién ctru trén thé giGi véi cac cong nghé
tién tién.

Cac k¥ thuat nhu chiét 10ng siéu t6i han (SFE — CO2) két hop 10% methanol 1am
ddng dung moéi [65], chiét tach bang nudc can téi han [122], chiét tach 1ong ap suét cao

(PLE) [183] va chiét hd tro vi song (MAE) [186] di chimg minh hiéu suét thu hdi
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tanshinone va acid phenolic vuot troi so voi cac phuong phap truyén théng. Cac cong
nghé nay cho phép rut ngin thoi gian xir Iy va bao ton tdi da hoat tinh cta cac cau tir
nhay cam nhi¢t.

Tai Viét Nam, cac nghién ctru vé chiét tich PS van con kha han ché, chu yéu tap
trung vao viéc xac dinh thanh phan va ham luong hon 13 xay dung quy trinh cong nghé
t6i wu. Dién hinh 14 cac cong trinh mg dung sic ky long siéu hi¢u nang (UPLC-DAD)
dé phan tach, xac dinh ham luong tanshinone I, cryptotanshinone, tanshinone IIA [13]
hoic str dung nhwra hap phu macroporous dé 1am giau nhém tanshinone tir cao chiét [18].
1.3.4.2. Céc nghién ciru vé tach chiét than ré BLMH

K§ thuat chiét tach ap suit siéu cao (UHPE) [295] duoc chimg minh 13 vuot troi
hon han so véi Soxhlet, UAE hay MAE. Ban chit cta sy vuot troi ndy nam & kha nang
nén cuia 4p suét cao, thiic diy dung moi thim thiu tirc thi vao cic mé dic khit cua than
ré, gitip it ngan thoi gian xir Iy ma van dat hiéu suét saponin ti da.

Cac khao sat chiét chiét than r& BLMH bang nhiéu loai dung méi (nudc, methanol,
ethanol, ethyl acetate, chloroform) [193] da x4c dinh dugc sy hién di¢n phong pht ctua
saponin, flavonoid, terpenoid va sterol. Diéu ndy cing cb tinh thyc tién cta viée st dung
cac dung moi c6 do phan cuc khac nhau dé tham do toan dién kho hoat chit cua cay.

Ngoai ra, nghién ciru cia Shen va cong sy (2014) [222] vé viéc chiét
polysaccharide tir 14 BLMH di chi ra kha ning chéng oxy hoa manh ctia bd phan nay,
chtng t6 day 12 ngudn nguyén liéu tiém ning bén canh than ré truyén thng.

Céc nghién ciru tai Viét Nam vé BLMH van con tuong d6i han ché va chua dong
déu. Phan 16n cac cong trinh cong bd hién nay chu yéu tap trung vao khao sat thanh
phﬁn hoa hoc hodc danh gia hoat tinh sinh hoc & mirc dinh tinh hodc budc dau, trong khi
cac nghién ctru theo hudng cong nghé, dic biét 1a tdi wu hoa cac thong sd chiét tach (nhu
ndng d6 dung moi, nhiét do, thoi gian) nham nang cao hiéu suat thu hdi va hoat tinh sinh
hoc con chua duoc quan tim day du.

Tom lai, tir cac nghién ciru di cong bd c6 thé thay rang, mic di nhiéu phuong phap
chiét tach dd duoc ap dung cho BS va BLMH, céc két qua con phén tan va chi yéu tap
trung vao khao sét riéng 1 ting yéu té hodc timg phuong phéap cu thé. Viéc tdi wu hoa
déng thoi cac diéu kién chiét nhim nang cao hi¢u suat thu hoi va hoat tinh sinh hoc, dic

biét co xét dén sy khac biét vé ban chat nguyén li€u, van chua dugc nghién ctiru mot
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cach hé thong. Bén canh d6, cac nghién ctru ap dung cac phuong phap téi wu héa thuc
nghiém trong chiét tich ddi voi hai loai nguyén liéu nay con han ché. Do d6, viéc nghién
ctru theo hudng lwa chon dung moéi, so sanh phuwong phap chiét va toi wu hoa diéu kién
chiét & quy mo phong thi nghiém 1a can thiét, nham lam rd co s& khoa hoc va 1am nén
tang cho viéc xdy dung quy trinh chiét tach phu hop cho ting loai nguyén liéu trong
luan an nay

1.4. Tong quan vé cong nghé vi bao chiét xuit tir thwe vat

1.4.1. Khdi niém va muc dich ciia vi bao trong cong nghé thuc phim

Cong nghé vi bao (microencapsulation) trong nhitng nam gan day da trd thanh mot
giai phap then chét trong cong nghé thuc phdm nham bao vé va nang cao gia tri str dung
clia cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc nhay cam. Vé ban chét, day 1a qua trinh bao géi
cac hoat chit muc tiéu (161) vao bén trong mgt ma tran vat li¢u bao vé (vo) co kich thudc
micro, nham ngin cach ching khoi cic tic dong bat loi tir moi truong nhu anh sang,
nhiét d§ va oxy hoa [287].

Céac co ché bao vé chinh cta vi bao c6 thé dugc tom tit nhu sau:

- Tao rao can cach ly vat Iy va c6 lap co hoc: Lop bao mang hinh thanh mt mang
ngan cach vt 1y ran chic, kin khit bao quanh 15i, giup bao vé cac chat nhay cam khoi
su tan cong tryc tiép cua oxy, anh sang va d6 am tir moi trudng bén ngoai [86]

- Han ché sy khuéch tan: Cau triic ma trin phuc tap va do nhot cao cia vt liéu bao
(vi du Gum Arabic) giup giit lai hoat chat trong 10ng vi hat, han ché su di chuyén ra bé
madt va gidm nguy co phan huy sém [22].

- Ngin chin cac phan tng hoa hoc va sinh hoa: chéng oxy hoa, 6n dinh nhiét, han
ché thuy phan [242]

- On dinh céu triic ma trin: Maltodextrin gop phan ning cao nhiét do chuyén thay
tinh, giam hién trong dinh bam va ntt v& trong qua trinh sdy va bao quan, tir d6 duy tri
tinh toan ven cta hé vi bao [288]

- Bao vé trong moi trudng tiéu hoa: Hé vi bao giup han ché su phan hay hoat chat
trong méi trudng acid cua da day, déng thdi cho phép giai phong co kiém soat tai cac vi

tri muc tiéu trong duong rudt [22]
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- On dinh hé keo: Vat liéu bao tao ra lyc day tinh dién giira cac hat (thé hién qua
thé zeta 4m), giup han ché hién tuong két tu, ling dong va nang cao d6 6n dinh cta hé
phan tan [244].

Tuy nhién, hi€u qua bao v¢é phu thudc dang ké vao dic diém cAu tric cta tung
nhom hop chit sinh hoc. Cac hop chét phenolic d& bi oxy héa do chira nhiéu nhém
hydroxyl nén viéc vi bao giup han ché tiép xtic voi oxy va anh sang. Tanshinone trong
bS, thudc nhom diterpen quinone, nhay véi anh sang va qua trinh oxy hoéa, do do6 16p
bao polymer c6 vai tro 1am gidm sy phan huy. Trong khi do, saponin steroid cia BLMH
tuong d6i bén nhiét nhung co thé bi bién ddi trong madi trudng phéan cuc, vi vay vi bao
g6p phan 6n dinh moi trudong vi mo va han ché thit thoat trong qua trinh sy.

1.4.2. Cdc chit bao mang trong vi bao chiét xudt tir thuc vt

Chét bao mang 13 yéu t6 quyét dinh hiéu qua cta qua trinh vi bao, do anh hudng
truc tiép dén hiéu suét bao, d6 6n dinh, kha nang hoa tan va kiém soat giai phong hoat
chét. Dua trén ban chét hoa hoc, cic chat bao mang thudong dugc phan thanh ba nhém
chinh gdm carbohydrate, protein va cac polymer ty nhién hoic bién tinh [224]. Trong
d6, cac polysaccharide nhu maltodextrin (MD), gum arabic (GA), tinh bot bién tinh
(MCS) va pectin (PEC) dugc st dung phd bién nho tinh an toan, kha ning hoa tan cao
va kha nang tao mang tt.

MD thudng duge sir dung nhu chat mang chinh do kha nang tao ma tran vo dinh
hinh nhanh, gop phan han ché hién twong dinh va giam qua trinh oxy héa, tuy nhién lai
c6 kha nang nhii hoa han ché [174]. Nguoc lai, GA 1 poymer ludng cuc, trong dé cac
doan polypeptide gin trén mach polysaccharide dong vai tro nhu chat nhii hoa tw nhién,
hé nhil trong chira cac hop chat kém phén cyuc trude khi siy [231]. Bén canh d6, viéc
b6 sung MCS [41] hodc PEC [179] gitip gia ¢ mang ludi polymer thong qua cac tuong
tac tinh dién va lién két hydro, tir d6 hinh thanh cdu trac mang bao chit ché hon, giam
tinh thdm khi va nang cao do bén co hoc cua hat vi bao.

Viéc phéi hop cac chét bao trong hé da cu tir cho phép phat huy wu diém cia ting
thanh phan, tao hiéu tng hiép dong trong viéc nang cao ning suit bao mang, giam ton
that hoat chét va cai thién d6 6n dinh trong qua trinh bao quan [41, 224, 287]. Cac tuong
tac trong hé vi bao c6 thé chia thanh hai nhom chinh:

* Gilra cac chat bao mang
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- Tuong tac tinh dién: Cac polymer mang dién tich trai dau hut nhau, tao thanh
phirc hop khong hoa tan bao quanh 1i. Vi du, su két hop gitra gelatin (tich dién duong)
va gum arabic hodc alginate (tich dién 4m) trong céac diéu kién pH thich hop [58, 244]

- CAu trac “Hop trimg”: Co ché dic trung cta pectin hoic alginate khi twong tac véi
cac ion hoéa tri hai (thuong 1a Ca2*). Cac ion ndy déng vai trd nhu “cau ndi” giita cac nhom
carboxylate trén cac chudi polymer lan can, hinh thanh mang luéi gel bén vig [58].

- Tuong tac hiép dong giita cac loai chat bao mang: Viéc phdi tron nhidu loai
polymer gitip tin dung uu diém cia ting thanh phan, tir 6 cai thién tinh chat co hoc va
kha ning tao mang. Vi du, MD gitp ting ham lugng chat kho va do hoa tan, trong khi
GA hoic MCS cung cip kha ning nhii héa va tao mang 6n dinh [41].

* Giira chit bao mang va hoat chat bén trong: Cac hop chét sinh hoc ¢ thé
dugc gitr lai trong hé vi bao thong qua mot sé co ché nhu:

- Tuong tac ky nudc: Cac polymer ludng tinh (nhu gum arabic hodc tinh bot bién
tinh) c6 xu huéng dinh huéng phan ky nudc vao bén trong dé twong tac voi cac hop chat
kém phan cyuc, dong thoi phan wa nude hudng ra ngoai gitip on dinh hé phan tan [157].
Vi du, tinh bot bién tinh c6 thé twong tac ky nude voi cac vong thom cua hop chit
phenolic [17].

- Lién két vat 1y va hoa hoc bé mat: Hoat chét co thé lién két v4i chét bao thong
qua lién két hydro, luc Van der Waals hodc bi giit lai co hoc trong céc 16 rong cta ciu
tric ma trdn polymer sau khi sdy [66]. Vi du, pectin twrong tac v6i phenolic thong qua
lién két hydro va twong tac tinh dién [17].

- Tao phtrc hop: cac hoat chét c6 thé duogc giir lai duéi dang “phtrc hop bao gém”,
trong d6 phan tir hoat cht (nhu phenolic hodc cac hop chat kém phan cuc) dugc “nhdt”
bén trong ciu tric xodn cua polymer (vi du amylose, cyclodextrin), hodc dudi dang
“phtrc hop khong bao gdm”, khi hoat chat duoc hip phu trén bé mit hoic bi giit trong
mang ludi ma tran polymer [66].

Do d6, trong luan an nay, h¢ chit bao da ciu tir duoc lya chon thay cho céc polymer
don 1é nham toi wu hoa kha nang bao vé va duy tri hoat tinh sinh hoc cua dich chiét.
Pong thoi, viéc ké thira va phan tich cac thong sb k¥ thuat tir cac nghién ctu tién dé da
cung cap co s& khoa hoc dé xac dinh khoang bién thién va lwa chon ty 1& phdi hop chat

bao phu hgp véi nguyén li¢u nghién ciru.
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1.4.3. Cac phwong phap vi bao

Hién nay, nhiéu cong nghé vi bao da dugc phat trién nham tao ra cac hé hat c6 kich
thudc va tinh chat phu hop voi muc dich bao vé va kiém soat giai phong hoat chét [287].
Céc phuong phap vi bao thudng duoc phan loai dua trén co ché hinh thanh 16p mang
bao quanh nhan, bao gdm cac nhém chinh nhu phuong phap say (siy phun, sdy dong
kho, sy chan khong), phuong phap hoa hoc (tring hop tai chd, tao liposome) va cac
phuong phap vat 1y — hoa hoc (dong két tiia/coacervation, dun tao ciu ion).

MBJi k¥ thuat c6 nhitng dic diém va pham vi ing dung riéng. Sdy phun 1a phuong
phép dugc st dung phd bién trong linh vuc thyc phdm va duoc liéu nho kha ning tao
hat c6 kich thuéc déng déu, ning suit cao va chi phi hop 1y. Tuy nhién, qua trinh tiép
xtc v6i dong khi néng c6 thé anh hudng dén mot sé hop chéat nhay nhiét. Nguoc lai, sy
dong kho cho kha nang bao tdn hoat tinh t6t hon do thuc hién & nhiét do thép va moi
truong chan khong, nhung han ché vé chi phi va thoi gian xir . Cac phuong phap nhu
dun tao cau ion hodc dong két tia thudng dugc ap dung cho cac hé polymer dic thu, cho
phép kiém soat cau tric hat tt nhung kho mé rong quy ms.

Vi¢e lya chon phuong phép vi bao phu thudc chat ché vao dac tinh cua hoat chét
va muc ti€u ung dung. Déi voi dich chiét tir DS va BLMH, cac hop chit nhu tanshinone,
phenolic va saponin steroid c6 mutrc do nhay cam khac nhau d6i véi nhiét d6 va oxy.
Trong d6, cac hop chét phenolic va tanshinone d& bi oxy hoa hodc phan hity khi tiép xtc
v6i nhiét d6 cao va oxy, trong khi saponin trong di bén hon nhung van c6 thé bi bién
doi trong diéu kién xir Iy khong phut hop.

Trong luan 4n nay, phuong phap sdy chan khong dugc lya chon nhim tao hé vi
bao trong diéu kién nhiét do thip va méi truong ap sudt giam, qua d6 han ché sy tiép
xuc voi oxy va giam thiéu bién ddi bat loi ctiia hoat chat. Mic du thoi gian xur Iy ¢6 thé
kéo dai hon so v6i mot sd phuong phéap khac, sdy chan khong cho phép duy tri tét hon
cAu tric va hoat tinh sinh hoc cua dich chiét. Do dé, phwong phap nay duoc xem 1a phu
hop voi dinh huéng bao ton hoat chit trong hé vi bao tir DS va BLMH ¢ quy md phong
thi nghi¢m.

1.4.4. Cac chi tiéu danh gia bjt vi bao
Trong cac nghién ctru vé hé vi bao, nhitng chi tiéu nhu hiéu suit bao (encapsulation

efficiency), hiéu suit tai hoat chét (loading capacity) va d6 6n dinh theo thoi gian thudng
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duoc uu tién xac dinh nhdm phan anh truc tiép kha ning luu giit cling nhu mirc do bao
vé hoat cht ciia mang lu6i polyme. Tuy nhién, do gi6i han vé muc tiéu tap trung vao
viéc khao sat sy tuong thich cia cac td hop vat li¢u bao mai trén nén hop chat nhay cam
nhiét, cac thong ) k¥ thuat néu trén chua dugc thuc hién do dac truc tiép trong nghién
ctru nay. Thay vao do, chat luong cta hé vi bao duoc tap trung chimg minh thong qua
hé thdng cac chi tiéu thuc ching gdm: ning sut bao mang, tinh chét hoa 1y, hoat tinh
sinh hoc va déc trung cAu tric bé mat. ..

Céc chi tiéu vat ly, hoa ly nhu do am, hoat d6 nudc (aw) va kha nang hoa tan c6
vai trd quan trong trong viéc danh gia do on dinh va kha nang ung dung ctia san pham,
trong d6 d6 4m thap va hoat dd nudc phu hop gop phan han ché sy phat trién cua vi sinh
vat va cac phan ing phan huy.

Song song d6, cac chi tiéu hoa hoc nhu ham lrong polyphenol tong (TPC), saponin
téng (TSC) ciing v6i cac phép thir hoat tinh chdng oxy hoa (FRAP, DPPH, ABTS) duoc
sir dung dé danh gia kha ning bao luu hop chat sinh hoc va duy tri hoat tinh sau qua
trinh vi bao cling nhu trong qué trinh bao quan.

Céc chi tiéu an toan duoc xem xét thong qua viéc xac dinh tong sd vi sinh vat hiéu
khi, nAm men — ndm mdc va cac vi khudn gdy bénh nhu Coliforms, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus va Clostridium perfringens, cung voi ham luong kim loai nang
(Pb, Cd, As, Hg), nham dam bao san pham dap tmg yéu cau vé an toan thyc pham.

Ngoai ra, hoat tinh sinh hoc m¢ rong cia hé vi bao dugc danh gia thong qua kha
nang khang vi sinh vat va trc ché té bao ung thu in vitro. Hoat tinh khang vi sinh vat
duoc x4c dinh bang phuong phap khuéch tan dia hodc x4c dinh ndng do trc ché tbi thiéu
(MIC) trén cac chung vi sinh vat dai dién, trong khi hoat tinh rc ché té bao dugc khao
sat trén mot s6 dong té bao ung thu va té bao ddi chirng nham xac dinh kha ning @c ché
tang sinh té bao va gia tri Glso. Cac két qua nay cho phép danh gia so bo tiém ning sinh
hoc ctia san pham vi bao, d6ng thoi can dugc xem xét trong gidi han cua thir nghiém in
Vitro.

1.4.5. Cdc nghién ciru thwe nghiém vé hé vi bao da ciu tiv
Hiéu qua cua cong nghé vi bao trong viéc bao tdn cac hop chat nhay cam di duoc
chtrng minh qua nhiéu nghién ctru thuc nghiém, véi xu hudng chuyén dich tir viée st

dung polymer don 1¢ sang cac hé chat bao da thanh phan. Cac nghién ciru cho thiy viéc
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tdi wu hoa ty 1€ chit bao, ty 1¢ nhan/bao va diéu kién séy c6 anh hudng truc tiép dén
ning suit bao mang, ciu trac hat va kha ning bao luu hoat chit.

Tai Viét Nam, cac hé chét bao két hop giita maltodextrin (MD) va gum arabic
(GA) hoic cac polymer khac da dugc tng dung dé bao vé nhiéu nhom hoat chét tu nhién.
Nghién ctru ctia Tran va cong su (2021) [174] trén dich chiét v6 qua ca cao cho thdy hé
MD:GA (8:2) c6 kha ning tao mang bao 6n dinh va duy tri hoat tinh chéng oxy hoa tét
hon so véi viée sir dung don 1é timg polymer. Tuong tu, viéc phdi hop MD véi
cyclodextrin (CD) d3 dugc chirng minh ¢6 hiéu qua trong viéc 6n dinh asiaticoside tir
rau ma va cai thién kha ning bao quan cia san pham [16]. Gan day, nghién ciru cia
Nguyén Vian Ting va cong su (2024) [17] cho thiy su két hop giita tinh bot bién tinh
(MCS) va pectin (PEC) khong chi cai thién cdu triic mang bao ma con gdp phan duy tri
hoat tinh sinh hoc, chiang han nhu kha ning trc ché enzyme.

Trén thé gi6i, nhiéu nghién ctru ciing tap trung vao viéc ning cao d6 bén mang
va hiéu qua bao v¢ hoat chat thong qua céc hé chit bao da céu tir. Tolun va cong su
(2016) [242] khi nghién ctru vi bao polyphenol tir bd nho bang sy phun di ghi nhan
hi€u qua bao vé cao cia h¢ MD:GA. Ngoai ra, cac h¢ ba thanh phﬁn nhu MD-GA-MCS
cling dugc bao cio co kha ning cai thién dang ké d6 hoa tan va tinh 6n dinh cua cac hop
chét kém tan nhu curcumin [43]. Nhitng két qua nay cho thay viéc phdi hop cac polymer
c6 tinh chat bo tro 13 hudng tiép can hiéu qua dé ning cao chat lugng san pham vi bao.

Téng hop céc két qua nghién ctru trong va ngoai nude cho thay mdi loai vat liéu
bao ¢o vai tro riéng trong hé vi bao da cdu tir. MD dong vai trd chat nén tao mang, GA
hd trg kha nang nhii héa, trong khi MCS va PEC goép phan gia ¢6 ciu triic va giam tinh
thAm am. Tuy nhién, cac nghién ctru khao sat su phdi hop dong thoi cta hé bon thanh
phan MD-GA-MCS-PEC van con han ché. Déi véi hé dich chiét phdi hop nhu DS va
BLMH, vén chira cac nhom hoat chit co tinh chit khac nhau nhu tanshinone, phenolic
va saponin steroid, vi¢c lya chon hé cht bao da ciu tir phu hop la can thiét nham tan
dung tinh b tro gitta cac polymer, tir d6 nang cao hiéu qua bao vé hoat chat va d6 6n
dinh cua san pham.

1.5. Tong quan vé hoat tinh va danh gia hoat tinh sinh hoc
Trong luan an nay, viéc danh gia hoat tinh tap trung vao ba nhém chinh: kha nang

chdng oxy héa, khang vi sinh vt va (e ché t& bao ung thu in vitro.
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1.5.1. Hoat tinh chéng oxy héa

Oxy hoa 12 qua trinh mét electron ctia mot phan tir hodc nguyén tir, c6 thé dién ra
theo nhiéu co ché khac nhau, bao gdm ca co ché c6 hoic khong c6 sy tham gia cia goc
tu do. Trong dé, gbc tu do 14 cac phan tir hodc nguyén tir c¢6 electron doc than, co kha
ning phan tmg cao va thudng tham gia vao cac phan Gmg oxy héa theo chudi, giy bién
doi lipid, protein va cac hop chét sinh hoc khac trong hé thong sinh hoc ciing nhu trong
thuc phdm. Khi sy hinh thanh va tich lily cac gbe tu do vuot qué kha nang kiém soat ctia
hé thong chéng oxy hoa noi sinh, trang thai mét can bang oxy hoa (stress oxy héa) c6
thé xay ra, anh huong dén chét luong thuc pham va strc khoe con ngudi [88].

Chét chéng oxy hoa c6 kha ning cho electron hoidc nguyén tir hydro dé trung hoa
gbc tu do, tir d6 lam gian doan chudi phan tng oxy hoa. Trong nguyén liéu thuc vat, cac
hop chat nhu polyphenol, flavonoid va saponin duoc ghi nhan c6 dong gop quan trong
vao hoat tinh chdng oxy hoéa [159].

Do ton tai nhiéu co ché chdng oxy héa (cho electron, cho hydro, khir kim loai), cac
phuong phap danh gia thuong duoc két hop dé phan 4nh toan dién hoat tinh cua dich
chiét. Cu thé kha nang khir gbc tw do DPPH va ABTS (DRSC va ARSC) danh gia kha
ning nhudng hydro/electron, trong khi kha ning khtr sit (FRAP) phan 4nh ning lyc khir
thong qua chuyén Fe* thanh Fe?*.

Nhiéu nghién ctru d danh gia hoat tinh chdng oxy hoa cta dich chiét thuc vat bang
cac phuong phap in vitro. Pham va cong su (2016) [195] cho thay dich chiét P. amarus
thu duoc bang phuong phap chiét hd tro vi song trong nudc thé hién hoat tinh chong
oxy hoa cao hon so véi cac phuong phap chiét khac. Tuong tu, dich chiét methanol tir
cac loai Diép ha chau ciing dugc ghi nhin c6 kha ning bt gbc ty do manh [131]. Ngoai
ra, cac nghién cuu cua Nguyen va cOng sy trén Paramignya trimera va Phyllanthus
amarus [171-173, 176] cho thiy dich chiét khong chi c6 hoat tinh chéng oxy héa cao
ma con ¢o tiém nang tng dung trong thue pham bao vé sirc khoe.

Tom lai, hoat tinh chéng oxy hoa phu thudc dang ké vao phuong phap chiét va
dung moéi str dung, trong d6 cac phuwong phap chiét hién dai thudng cho hiéu qua thu hdi

hoat chat cao hon.
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1.5.2. Hoat tinh khang vi sinh vt in vitro

Trong bi canh gia ting hién twong khang khang sinh, viéc tim kiém cac hop chat
c6 ngudn gdc tu nhién tir thuc vét véi kha ning @e ché vi sinh vat dang duoc quan tim.
Dich chiét thuc vat chira nhiéu hop chat sinh hoc nhu phenolic, flavonoid va saponin c6
thé tac dong dén mang té bao, enzyme hodc hé thdng trao ddi chét cua vi sinh vat. Tuy
nhién, hoat tinh khang vi sinh vat phu thudc vao ban chat hop chét, nong do va dbi tuong
vi sinh vit, va khong phai tat ca cac hop chit tir thuc vat déu an toan ddi véi té bao sdng
[181].

Phuong phap danh gia hoat tinh khang vi sinh vat in vitro thuong bao gdm phuong
phap khuéch tan dia thach dé sang loc nhanh hoat tinh va x4c dinh nong d6 e ché tdi
thiéu (MIC) [32]. Cac phuong phap nay chil yéu duoc st dung cho muc dich sang loc
ban dau va so sanh twong d6i kha ning trc ché vi sinh vat ctia cic mau thir.

Nhiéu nghién ctru danh gia hoat tinh khang vi sinh vat cta dich chiét thuc vat bang
cac phuong phap in vitro. Hoat tinh khang khuan va khang nim cta cac chat chiét xuat
Cassia Fistula d3 cho thiy su tc ché déang ké su phét trién cta vi khuan thir nghiém S.
aureus, S. pyogenes, E. coli, P. aeruginosa va ba chung nidm A. niger, A.clavatus, C.
[34]. Sapkota va cong su [213] nghién ctru kha ning khang vi sinh vat cta 14 6i, toi,
gimg d6i véi cac tac nhan vi sinh vat gay bénh cho con nguoi di cho thdy gimg c6 hiéu
qua khang khuan dbi v6i S. aureus, con 14 6i va téi déu co tac dung ddi véi cac vi sinh
vat nghién cuu (B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, S. aboni). Mostafa va cong su [160]
cho thiy ca 5 loai nguyén liéu (thi 13, dinh huong, xa huong, lwu, girng) déu c6 kha ning
khang vi sinh vat dbi voi B. cereus, S. aureus, E. coli, S. typhi, P. aeruginosa.

1.5.3. Hoat tinh irc ché té bao ung thw in vitro

Ung thu 13 két qua cua sy tich ity cac dot bién trong DNA, dan dén réi loan qua
trinh kiém soat tang truong va phan chia té bao. Cac té bao ung thur c6 kha ning ting
sinh khong kiém soat va kéo dai thoi gian sdng so voi té bao binh thudng. Tuy nhién,
trong pham vi nghién ctru in vitro, cac thir nghiém chu yéu tap trung vao danh gia phan
ung cua té bao ddi voi tc nhan thu nghi¢m hon la di sdu vao co ché bénh hoc.

Danh gia hoat tinh khang ung thu in vitro thuong bao gom: (i) xac dinh kha ning
trc ché tang trudng va sdng sot cta té bao; (ii) khao sat mot sb co ché gay chét té bao;
va (iii) phan tich anh huéng dén chu trinh té bao hoic stress oxy hoa [148]. Trong do,
danh gia kha niang tre ché ting sinh té bao 1a mot trong nhiing chi tiéu dugc st dung phd
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bién trong giai doan sang loc ban dau nham xac dinh tiém ning sinh hoc cta cac hop
chét ty nhién. Cac phuong phap nhu MTT thudng duge sir dung dé xac dinh kha ning
giam sb luong té bao sdng sau khi xir Iy bang mau thir.

Nhiéu nghién ctru cho thay mot s6 hop chit tir thuc vat ¢6 kha nang tre ché sy phat
trién cta té bao ung thu va c6 xu hudng thé hién tinh chon loc nhat dinh giita té bao ung
thu va té bao binh thuong. Tuy nhién, hi¢u qua va muc do an toan phu thudc vao ban
chét hop chét, ndng do va diéu kién thir nghiém [85, 209]. Nguyén va cong su (2021)
[168] di nghién ciru kha ning trc ché tang sinh cua dich chiét Xao tam phan va Diép ha
chau, cho thay tiém niang ting dung trong sang loc hoat tinh sinh hoc. Cac nghién ciru
khac ciing ghi nhan dich chiét X4o tam phén trong methanol c6 kha ning giy giam sb
luong té bao ung thu tuyén tuy, té bao ung thu gan va anh huong dén qua trinh chét theo
chuong trinh cia mét sé dong té bao ung thu va [165-167, 216]. Cac két qua chu yéu
mang tinh sang loc ban dau va can duoc danh gid thém dé 1am rd co ché va kha ning
tmg dung thuc tién.

1.5.4. Mt s6 nghién ciru lién quan dén viéc danh gid hoat tinh sinh hoc in vitro doi véi
hai cay dwoc liéu DS va BLMH
1.5.4.1. Mot s6 nghién ciru danh gia hoat tinh sinh hoc cua ré bS

Ré& PS d3 duoc ching minh 12 ngudn nguyén liéu giau hop chit sinh hoc véi nhiéu
hoat tinh dang cha y. Cac nghién ciru cho thay bot ré DS ¢ kha niang chdng oxy hoa
manh hon so v6i cam thao, tra va gimg. Dich chiét r& DS trong hexane, hoat dong nhu
nhimng chit chéng oxy hoa so cip hiéu qua, c6 kha niang ngin chin chudi phan Gng tu
oxy hoa lipid bang cach phan tng nhanh véi cac gdc tu do [84]. Hiu qua nay chi yéu
lién quan dén cac hop chit quinone nhu tanshinone IIA, cryptotanshinone va
dihydrotanshinone I [292]

Ngoai ra, cac hop chat nhu Cryptotanshinone con thé hién kha niang khang khuan
thong qua co ché wrc ché chudi ho hap va 1am mat dién thé mang té bao vi khuan, dic
biét hiéu qua ddi voi vi khuan Gram dwong, bao gdm cé cac ching khang da thude [49].

Nhom hop chit tanshinone ciing duoc ghi nhan thé hién hoat tinh chdng ung thu
manh mé thong qua viéc rc ché sy phat trién va ting sinh cua nhiéu dong té bao ung thu
nhu ung thu v, gan va phdi thong qua cac co ché nhu cam tng chét té bao theo chuong

trinh va @rc ché chu trinh té bao [53, 265].
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Nguyén Hitu Tung va cong su (2016) [14] cho thiy cic cao chiét, phan doan va
cac hop chat tinh ché tir BS déu c6 kha ning trc ché sy phat trién cua cac dong té bao
ung thu mau ngudi trong diéu kién in vitro. Trong d6, mot sé hop chat tinh khiét thé
hién hoat tinh manh, tiéu biéu 1a trijuganone C v&i gia tri ICso thap trén cac dong té bao
HL-60, Jurkat, THP-1 va U937, cho thiy tiém ning ing dung nghién ctru phat trién hoat
chat chong ung thu. Bén canh dé, cac két qua bude dau ciing dinh huéng viéc khao sat
co ché gay chét té bao theo con dudng apoptosis d6i vdi cac mau co hoat tinh cao.

Céc dic tinh duoc hoc khac nhau ciia BS, tir chiét tach hop chét hoat tinh, x4c dinh
cAu trac, dén danh gia tdc dung sinh hoc da dugc trinh bay chi tiét trong Muc 1.1.1.4,
cho thiy day 12 mot ngudn duogc liéu co gia tri cao, phi hop dinh hudng khai thac trong
nghién ctru va tmg dung cong nghé thuc pham-dugc pham.
1.5.4.2. M4t s6 nghién civu danh gid hoat tinh sinh hoc ciia than ré BLMH

Than ré BLMH dugc ghi nhan 1 ngudn nguyén liéu giau saponin steroid véi nhiéu
hoat tinh sinh hoc dang cha y. Cac nghién ctru cho thiy chiét xuét tir than r& BLMH,
dic biét 1a chiét xuat ethanol va methanol, chira ham lwong cao cac hop chat phenolic
va flavonoid, tir d6 thé hién kha nang chong oxy héa manh thong qua cac co ché quét
goc tu do [135, 156].

Ngoai ra, chiét xudt BLMH con thé hién hoat tinh khang khuan dang ké dbi voi ca
vi khudn Gram am va Gram duong, trong d6 céc steroidal saponin duoc xac dinh 1a
thanh phan dong vai trd chinh [201] Bén canh d6, cac hop chat nhu polyphyllin D va
dioscin ciing dugc ghi nhan c6 kha nang trc ché tang sinh té bao trén nhiéu dong té bao
ung thu thong qua cac co ché nhu cam tng apoptosis va diéu hoa biéu hién protein lién
quan [134, 135, 270].

Nhiéu nghién ctru vé céc tinh chét duoc hoc, trong d6 co chiét tach, danh gia hoat
chat, hoat tinh cila thin r& BLMH di trinh bay ¢ noi dung 1.1.2.4 thé hién day la mot
ngudn duoc liéu co gid tri cao va phu hop dinh huéng nghién ctru, phat trién san pham

g dung trong duoc pham va thuc pham chirc nang.
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CHUONG 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén liéu va héa chat
2.1.1. Nguyén liéu
Ré BS (S. miltiorrhiza Bunge) dugc thu hai tai huyén Sin HO, tinh Lai Chau (vido
22,359586°B, kinh d6 103,250646°D) vao ngay 18/2/2022. Mau nguyén liéu duoc thu
hoach ¢ giai doan 1-2 ndm tudi, duoc danh gia la tdi wu vé ham lugng hoat chét sinh

hoc va phu hop 1am dugc liéu theo quy chuan duoc liéu hién hanh.

" Hinh 2. 1. Nguyén li¢u RE DS

Than ré BLMH (P. polyphylla Smith) duoc thu hai tai huyén Mu Cang Chai, tinh
Yén Bai (vi d9 21.838733°B, kinh d§ 104.108827°D) vao ngay 20/2/2022. Can ct vao
sb6 dot tich lily trén than ré, mau nguyén liéu dugc xac dinh c6 do tudi tir 6-7 nam, phu
hop v6i giai doan sinh trudng c6 ham lugng saponin steroid va cac hop chit thi cap dat

muc cao, thich hgp cho muc dich st dung lam dugc li¢u chét luong.

Wiy i T
Hinh 2. 2. Nguyén li¢u than ré BLMH

Sau khi thu hoach, nguyén liéu dugc bao quan tam thoi bing cach vii trong cat 4m
trong thing nham han ché tht thoat nude va suy giam hoat chét, sau d6 duoc van chuyén

vé Trudng Pai hoc Nha Trang dé tién hanh cac budc nghién ctru tiép theo.
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Nguyén li¢u dugc dinh danh thuc vat hoc dua trén cac dac diém hinh thai va dbi
chiéu véi tai liéu phan loai, nhim dam bao tinh chinh x4c cta loai nguyén liéu sir dung
trong luan an.

2.1.2. Héa chit, thiét bi, dung cu

Cac hoa chat phan tich bao gom: thudc thir Folin-Ciocalteu (Merck); acid gallic,
catechin, escin, atropine (Shanghai Zhanyun Chemical Com., Ltd.); 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) (TCI); 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH), 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), Catechin
Hydrate, 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (AK Scientific); Acetonitrile
(Scharlau, Spain); Sodium carbonate khan, sodium nitrite, sodium hydroxide, methanol,
vanillin, acid sulfuric, acid citric, acid hydrochloride, disodium phosphate, potassium
persulfate (Xilong Chemical Co., Ltd.); Bromocresol green (Shanghai Lanji Technology
Development Co., Ltd.); Aluminium chloride, glacial acetic acid, ferric chloride, ethanol
(Guangdong Guanghua Sci-Tech Co., Ltd.); Chloroform (Vn-Chemsol Co., Ltd.); chat
chuan Polyphyllin D, Falcarindiol (Wuhan ChemFaces Biochemical Co., Ltd.), chit
chuén Tanshinone I, Cryptotanshinone (Sigma-Aldrich Chemie, Co.). Cac héa chit nay
6 d6 tinh khiét 99%, dung duoc trong phan tich hoa hoc.

Luan an da st dung céac thiét bi bao gdm: Can phan tich Ohaus PX224E 220
g/0,0001 g, My; May do mau Konica Minolta Chroma Meter CR400/410, Nhat; May do
hoat d6 nudc Hygrolab C1-Set-40, Rotronic, Thuy Si; May quang phoé UV-Vis Libra
S50, Biochrom, Vuong qudc Anh, chirc ning quét phd, bude song 190-1100 nm; Bé 6n
nhiét VS-310SWR, Vision Scientific, Han Qudc, 6n nhiét tir 5-99°C; Thiét b sdy thang
hoa Telstar model LyoBeta 35; May nghién cit SM100, Retsch, Pirc, thu bot min: 0,25-
20 mm; M4y c6 quay mau chan khong, Buchi, Thuy S§; Lo vi song Electrolux
EMS3067X, cong suat 900 W; Bé rira siéu 4m c6 gia nhiét Elmasonic S300H Elma,
Prc, tin sb siéu Am 37 kHz, cong suét tiéu thu 1500 W; May déng hoa IKA T25; Tu
sdy khong khi nong Memmert; May say chan khong; Tu sdy lanh; T sdy hong ngoai;
T dong Sanaky...

Cac dung cu can thiét: micropipet, binh tam giac, gidy loc, cdc thuy tinh, dng

nghiém, ong ly tm, phéu loc, bo ray...
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2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.1. B tri thi nghiém tong qudt
2.2.1.1. So do

Nguyén liéu

Xu ly
v
Xéc dinh di€u kién say phu hop
v
Nghién nho va bdo quan
v
Xac dinh diéu kién chiét to1 vu

v

s N

Ung dung tao bot vi bao

\ J

Hinh 2. 3. So' @ b6 tri thi nghiém téng quat

2.2.1.2. Thuyét minh

Quy trinh nghién ciru tong quat duoc trién khai theo trinh ty lién hoan tir nguyén
liéu dén san ph'flm ung dung. Trudc hét, nguyén liéu dugc thu nhan va xur ly so bd nham
loai bo tap chét, 6n dinh chit lvgng va dam béo tinh ddng nhit cho cac thi nghiém tiép
theo. Tiép theo, nguyén li€u dugc dua vao nghién ctru lya chon diéu kién séy phu hop
vo1 muyc tiéu lam gidm ham lugng am, han ché bién ddi bat lgi vé cAu tric va mau séc,
ddng thoi bao t6n tbi da cac hop chét sinh hoc va hoat tinh chdng oxy hoa. Trén co s&
nguyén li€u da sfiy, nghién ctru tdi wu hoa diéu kién chiét xuét dugc thuc hién nham
nang cao hi¢u suét thu hdi cic hoat chat, cai thién ham lugng cac thanh ph?m ¢o hoat
tinh sinh hoc va tang cuong hi¢u qua sinh hoc cua dich chiét. Cudi cung, dich chiét thu
duogc dugc tng dung trong qua trinh tao bt vi bao vd1 muc ti€u nang cao do on dinh,
tang kha nang bao luu hoat cht trong qua trinh bao quan va xir 1y tiép theo, qua d6 mo

rong tiém nang ung dung cua san pham.
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2.2.2. Bo tri thi nghiém xdc dinh diéu kign sdy phit hop
2.2.2.1. So' do bo tri thi nghiém: duoc trinh bay trong Hinh 2.4.

Nguyén li¢u

( z /

Xu 1y, bao quan - Phoi ning
) ] " | -Say khong khi nong
( PR ) ) - Sy visong
\ Say kho < - Sy hong ngoai
v - Say lanh
Xac dinh tinh ( 3 . ] | - Sy dong kho
chit hoa 1§ <« Nghién nhd \

v
Bao quan ¢ -20°C
v
Chiét xuat
v

Loc va thu dich

v

Phan tich hoat ’chét sinh hoc,
hoat tinh chong oxy hoa

v

[ Lua chon diéu kién say phu hop ]

Hinh 2. 4. So @ b6 tri thi nghiém xac dinh diéu kién say

2.2.2.2. Thuyét minh

Xir Iy va bao quén nguyén liéu: Nguyén liéu dugc rira sach bang nude cat dé loai
bo tap chit, dé rao va loai bo cac phﬁn khong dat chét luong. Ré BS duoc cit so bod
thanh khiic dai 12—15 cm, trong khi than r& BLMH duoc cat 1at diy 4-5 mm. Nham dam
bao tinh ddng nhét va 6n dinh cta nguyén liéu trong sudt qua trinh nghién ctru, miu sau
xur ly dugc dong goi trong tui PA zip kin va bao quan tai nhiét 6 —20+2 °C. Qua trinh
cAp dong va rd dong di duoc kiém tra cho thay it gdy ra nhitg bién ddi vé ciu trac té
bdo, that thoat hoat chét nén viéc ap dung cung mot quy trinh bao quan cho toan bd 16
nguyén liéu gitip kiém so4t sai s6 hé thong, dam bao tinh khach quan khi so sanh hiéu

qua giita cac phuong phap say.
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Say khé:

Trude khi thyc hién céc thi nghi¢m séy, mau duoc rd dong ty nhién ¢ nhiét do
phong. Dé ting dién tich tiép xuc va tao sy dong déu ctia nguyén liéu, ré PS duoc cét
tiép thanh doan dai 2—3 cm, con than ré BLMH dugc cit thanh soi day 2-3 mm va dai
2-3 cm.

Nguyén liéu duoc khao sat qua cic phuong phap siy bao gom: phoi ning (SU),
sdy khong khi nong (HAD), sdy hong ngoai (IRD), say lanh (LAD), say vi song (MWD)
va sdy dong kho (FRD) theo cac diéu kién cu thé tai Bang 2.1.

Pé theo ddi su bién doi d6 4m cua nguyén liéu theo thoi gian, mau dugc chia vao
cac chén st riéng biét, mdi chén chira 5 g nguyén liéu. Chén st c6 duong kinh 8 cm va
dién tich 50,2 cm? tuong tng voi mat d6 bd tri miu khoang 0,10 g/cm? (1,0 kg/m?).
Khéi lugng mau dugc xac dinh dinh ky 30 phat/lan dbi véi phoi ning, sy khong khi
néng, say hong ngoai va siy lanh; riéng ddi véi say vi song, khoang thoi gian xac dinh
khéi lwong 1 2 phat/lan. Riéng phuong phéap siy dong kho, do dic thu van hanh trong
moi truong chan khong su va co ché thing hoa kin, cac thong s6 méi truong khong
duoc theo ddi lién tuc theo thoi gian. Tir s6 liéu khdi lwong thu dugc, d6 4m ctia mau tai
cac thoi diém duoc xac dinh va str dung dé xay dung dudng cong sdy biéu dién su bién
d6i d6 am theo thoi gian & ting diéu kién siy.

bé thu da luong mau phuc vu x4c dinh cac chi tiéu hoa 1y, ham lugng hoat chét
va hoat tinh chéng oxy héa, mdi diéu kién sdy duoc thuc hién riéng véi 50 g nguyén
liéu. Qua trinh siy duoc theo doi dén khi khéi luong mau khong d6i giira hai 1an can
lién tiép.

Mau sau sy duoc lam ngudi trong binh hut am dén nhiét d6 phong, dong géi trong

tai PA zip kin va bao quan & -20+2 °C dé duy tri d6 6n dinh trude khi phan tich.
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Bang 2. 1. Phuong phép va diéu kién sy nguyén liéu

Dieu kién say

RéE DS

Théan ré BLMH

Phoi ning

(SD)

Thoi gian thuc hi¢n: 9h—16h, nhi¢t
d6 28-35 °C, 46 Am twong d6i khong
khi 68-75,23%.

Thoi gian thuc hién: 9h—16h, nhiét
d6 28-37 °C, d6 am twong dbi 70,24
- 75,54%.

Say khong khi
nong (HAD)

HAD50: nhiét do 50+2 °C, do 4
tuong doi 38,68+3,49%;
HADG0: nhiét do 60+2 °C, do 4
tuong doi 34,27 £5,2%;
HAD70: nhiét do 70+2 °C, do 4
tuong doi 23,50+1,83%;
Van tc gi6 0,8+0,1 m/s.

HADS50: nhiét d6 50+2 °C, d6 am
tuong d6i 34,80+5,08%;

HADG60: nhiét 46 60+2 °C do am
tuong d6i 26,18+1,07%;
HAD70: nhiét d6 70+£2 °C, d6
tuong d6i 13,76+3,53%;

Vian tc gi6 0,8+0,1 m/s.

am

S4y hong ngoai
(IRD)

IRD40: nhiét do 40+1 °C, d6 am
tuong d6i 39,00+1,22%;
IRD45: nhiét do 45+2 °C, d6 am
tuong d6i 31,72+1,14%;
IRD50: nhiét do 50+2 °C, d6 am
tuong d6i 20,58+1,77%.
Van tc gi6 1,0+0,1 m/s.

IRD40: nhiét do 40+1 °C, d6 4m
tuong d6i 44,30+2,11%;
IRD45: nhiét do 45+2 °C, d6 4m
tuong d6i 34,84+1,42%;
IRD50: nhiét do 50+2 °C, d6 4m
tuong d6i 23,23+3,48%.
Van tc gi6 0,8+0,1 m/s.

Say vi séng

MWD270: 270W (30% cong suit
may), tuong duong 5,4 W/g.
MWD450: 450W (50% cong suit

MWD270: 270W (30% cong suat
may), tuong duong 5,4 W/g.
MWDA450: 450W (50% cong suat

(MWD) may), tuong duong 9,0 W/g. may), tuong duong 9,0 W/g.
MWD720: 720W (80% cong suit | MWD720: 720W (80% cong suit
may), tuong duong 14,4 W/g. may), tuong duong 14,4 W/g.
LAD30: nhiét do 30+1 °C, d6 am | LAD30: nhiét d6 30+1 °C, do am
twong déi 42,08+4,22%. tuong ddi 46,37+2,44%.

. LAD35: nhiét do 35+1 °C, d6 am | LAD35: nhiét d6 35+1 °C, do am
Say lanh |\ ong d6i 36,03+1,31%. tuong dbi 35,76+4,37%.
(LAD)

LAD40: nhiét do 40+1 °C, do 4m
tuong d6i 21,40+7,82%.
Van tbc gi6 2,0+£0,2 m/s.

LAD40: nhiét do 40+1 °C, do 4m
tuong d6i 29,03+3,40%.
Van tbc gi6 1,6+£0,2 m/s.

Sdy déng khd
(FRD)

0,056 mBar, -38,0 °C, 48 h.

0,056 mBar, -38,0 °C, 48 h.
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Nghién: Sau khi sdy, cac mau dugc nghién min va sang qua ray c6 kich thudc 15
1 mm. Qua trinh nay nhiam thiét 14p sy dong nhat vé ciu trac bé mit va dic tinh quang
hoc giita cac mAu, giup han ché t6i da sai s6 do mau phat sinh tir sy khac biét vé ham
lwong 4m hay hinh thai cau tric vat 1y. Bot mau sau d6 duoc dong goi trong tai PA zip
kin va bao quan & diéu kién -20+2 °C dé duy tri do on dinh ctia cac hoat chat trudc khi
tién hanh cac phan tich tiép theo.

Xac dinh tinh chit héa 1y: Bot mau duoc danh gia cac chi tiéu: mau sic, do am,
hoat d§ nudc (aw), ti€u thu nang lugng, thoi gian séy, nang suét séy va nang suét chiét.

Chiét miu: MAu sdy sau khi nghién duoc tién hanh chiét bang methanol 100%
v6i ty 16 nguyén liéu/dung méi 1:100 (w/v) d6i voi ré BS va 1:40 (w/v) ddi véi than ré
BLMH ¢ 50 °C trong 60 phut. Sau chiét, dung dich dugc lam ngudi nhanh vé nhiét do
moi trudng trudce khi tién hanh cac bude xt 1y tiép theo.

Loc va thu dich chiét: Sau khi chiét, hdn hop duoc loc qua gidy loc Newstar 102
dé thu dich chiét. Thé tich dich chiét dugc dinh mirc vé ban dau bang methanol 100%
dé bu lai phan bay hoi trong qua trinh xir 1y, tao thuan loi cho phan tich tiép theo.

Phan tich hoat chét sinh hoc va hoat tinh chdng oxy héa: Cac chi tiéu phén tich
bao gdm ham lugng saponin tong s6 (TSC), phenolic tong sé (TPC), flavonoid tong sb
(TFC), alkaloid tong s6 (TAC) cung voi kha ning chong oxy hoa thong qua cac phuong
phép khir gbc tw do ABTS/DPPH (ARSC/DRSC) va khur sit (FRAP).

Luwra chon ché d9 say phu hop: Két hop dit liéu vé tinh chat héa 1y v6i ham luong
hoat chét sinh hoc va kha ning chong oxy hoa dé lya chon phuong phap siy phu hop
nhit cho bao toan chét lugng dugc lidu.

2.2.3. B0 tri thi nghiém nghién civu diéu kién chiét
2.2.3.1. Bé tri thi nghiém téng quat:

So d6 bd tri thi nghiém nghién ciru diéu kién chiét duoc trinh bay trong Hinh 2.5,

Thuyét minh:

Tién hanh khao sat lira chon loai dung méi va phwong phép chiét phu hop, sau d6
stt dung dé danh gia anh huéng cua cic diéu kién chiét khac. Cac yéu té va thong sd
chiét duoc lua chon dua trén cac tai liéu tham khao da cong bd vé cay duoc li¢u, dac
tinh hda hoc ctia hop chat muc tiéu, két qua khao sat don yéu td ban dau va diéu kién

trang thiét bi thuc té.
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Cac yéu t6 khao sat bao gdm nong do dung méi, ty 1& nguyén liéu/dung mai, thoi
gian chiét, nhiét 6 chiét, thoi gian birc xa va cong suit vi séng. Cac yéu td nay duoc
khao sat nham danh gia sy thay d6i ciia ham luong hoat chat sinh hoc (TPC, TSC) va
hoat tinh chéng oxy héa (DRSC, ARSC, FRAP). Thyc nghiém don yéu té gitp xac dinh
duge xu huéng dnh hudng cua timg yéu td va thu hep khoang bién phu hop trude khi
tién hanh t6i wu hoa bang phuong phap bé mit dap tng.

Thuc hién t6i wu hoa didu kién chiét bang phurong phap bé mit dap img (RSM) véi
mo hinh Box-Behnken, xdy dung phuong trinh hdi quy va chon ra diéu kién chiét tdi
vu. Tién hanh chiét ¢ cac diéu kién t6i wu dé kiém ching véi két qua thu duoc tir phuong

trinh hoi quy.

Mau sy kho

Khdo sat chon dung méi
va phuong phap chiét

g Y . - Nong d6 dung mdi
Khao sat anh hudng cua ) Ty‘l'e nguyen }16}11/ dung mot
A Y T - Thoi gian chiét, thoi gian buc xa
cac dieu kién chiét khac DT I
\ Y, - Nhiét d6 chiét, cong suat buc xa

Y

To1 vu hoa dieu kién chiét

\. J

'

s N

Chon diéu kién chiét to1 uu

\. J

Hinh 2. 5. So' d6 bo tri thi nghiém xac dinh diéu kién chiét
2.2.3.2. B6 tri thi nghiém chon loai dung méi va phwong phdp chiét
a. B tri thi nghiém chon loai dung méi chiét

Tién hanh khao sat anh huéng cua cac loai dung méi bang phuwong phap chiét
truyén théng trong bé 6n nhiét theo cac diéu kién trinh bay tai Bang 2.2.

Sau chiét, dich chiét dugc loc qua giéy loc Newstar 102 dé loai tap chat/ba, d@)ng
thoi bd sung dung méi dé bu lai lugng bay hoi va ton thét trong qua trinh xir Iy. Mau
dich chiét sau loc dugc bao quan & -20+2 °C dén khi phan tich. Cac chi tiéu dugc danh

gid gom ham lugng hoat chat sinh hoc (TPC, TFC, TSC) va hoat tinh chéng oxy hoa
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(ARSC, DRSC, FRAP). Két qua thu dugc dung dé chon dung méi chiét phu hop cho
cac thi nghiém tiép theo.

Bang 2. 2. Pi¢u kién chiét dé lwa chon ciia dung méi phu hop

Piéu kién chiét RéE PS Théan ré BLMH
Ty 1€ nguyén li€u/dung moi 1:100 (g/mL) 1:40 (g/mL)
Nhiét do chiét 50+1 °C 50+1 °C
Thoi gian chiét 60 phut 60 phut

Loai dung méi: nudc, methanol nguyén chit (Mel00), methanol ndng do 50%
(Me50), ethanol nguyén chét (E100), ethanol nong d6 50% (E50), aceton nguyén chat
(AC100), aceton nong dd 50% (AC50), ethyl acetate (EA), chloroform (CI).

b. B6 tri thi nghi¢ém chon phwong phap chiét

Tiép theo, tién hanh so sanh 3 phwong phép chiét bao gdm CE, MAE va UAE véi
dung méi da dugc lya chon va cac diéu kién thiét 1ap trong Bang 2.3.

Sau khi chiét, dich chiét duoc loc qua gidy loc Newstar 102, ddng thdi bd sung
dung moi dé bu lai lugng bay hoi va ton that trong qué trinh xir Iy. Mau sau loc duoc
bao quan & -20+2 °C dén khi phan tich. Cac chi tiéu danh gia gdm ham lugng hoat chat
sinh hoc (TSC, TPC, TEC) va hoat tinh chdng oxy héa (ARSC, DRSC, FRAP). Két qua
duoc st dung dé lira chon phuong phap chiét phu hop cho budce nghién ciru tiép theo.

Bang 2. 3. Pi¢u kién chiét dé lwa chon phwrong phap chiét phii hop

Phwong phap chiét RéE PS Than ré BLMH
Chiét truyén thong (CE)
- Ty 1€ nguyén li¢u/dung moi 1:100 g/mL 1:40 g/mL
- Nhiét do chiét 50+1 °C 501 °C
- Thoi gian chiét 60 phut 60 phut
Chiét hd tro vi song (MAE)
- Ty 1€ nguyén li¢u/dung moi 1:100 g/mL 1:40 g/mL
- Cong suat 450W 450W
- Thot gian buc xa 4 giay/phut 4 giay/phuat
- Thoi gian chiét 60 pht 60 phuit
Chiét hd tro siéu am (UAE)
- Ty 1€ nguyén liéu/dung moi 1:100 g/mL 1:40 g/mL
- Nhiét do chiét 50+1 °C 501 °C
- Thoi gian chiét 60 phut 60 phut
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- Cong suat siéu 4m 1500W 1500W

2.2.3.3. Bé tri thi nghiém khdo st viing bién va toi wu héa diéu kién chiét ré PS
a. B tri thi nghiém khao sat vung bién cia cac diéu kién chiét ré PS

Tién hanh khao sat anh hudng cia timg yéu t6 cong nghé riéng 1¢, bao gdm ndng
d6 dung méi, nhiét do chiét, thoi gian chiét va ty 1& nguyén liéu/dung méi. Trong qua
trinh khao sat mot yéu td, cac yéu td con lai duoc gitr c¢b dinh tai gia tri & tdm nhu trinh
bay trong Bang 2.4. Cac diéu kién dung méi va phuong phép chiét duoc Iyra chon tir két
qua khao sat trudc do.

Dich chiét thu dugc st dung dé phan tich ham luong hoat chét sinh hoc va kha
nang chéng oxy hoa (TSC, TPC, FRAP) nham xac dinh ving bién (gidi han khao sat)
ctia timg yéu td chiét, 1am co sé thiét 1ap mién khao sat trong thiét ké thi nghiém t6i wu
hoa bang phuong phap dap tmg bé mit (RSM).

Bang 2. 4. Bang thong so khao sat anh hudng ciia cac diéu kién chiét ré PS

Nong dd dung méi (%) 30 50 70 90

Nhiét do (°C) 30 40 50 60 70 80
Thaoi gian (phit) 10 20 30 40

Ty 1€ nguyén liéu/dung méi (g/mL) | 1/20 | 1/40 | 1/60 | 1/80 | 1/100

b. B6 tri thi nghiém t6i wu héa diéu kién chiét ré PS bang phwong phap RSM theo
mo hinh Box-Behnken

Pé danh gia anh huong dong thoi va tdi wu hoa cac diéu kién trich ly bot ré DS,
phuong phap bé mit dap tng (RSM) véi mé hinh Box-Behnken duoc st dung. Thi
nghiém dugc thiét 1ap voi 4 yéu td doc 1ap, bao gém: néng dé dung moi (X1, %); nhiét
d6 chiét (Xz, °C); thoi gian chiét (X5, phut); va ty 18 dung moi/nguyén liéu (Xa, mL/g).

Nguyén tic mi hoa bién s6: Cac bién doc lap duoc khao sat & 3 murc, ky hiéu bang
cac gia tri ma hoa 1a -1 (muc thp), 0 (muc trung tAm) va +1 (mirc cao). Viéc ma hoa

céc bién thuc duoc thuc hién theo cong thuec:

X -X,
x =—20 2.1
i % (2.1)
Trong do: Xi: gia tri ma hoa cua bién doc lap

Xi: gi tri thyc cta bién doc 1ap

Xo: gia tri thuc cua bién doc 1ap ¢ muc trung tim
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AX: khoang bién thién giira cac mirc

Cac gia tri thyc tuong ing véi cac mirc ma hoa s€ dugce xac dinh cu thé dya trén
két qua khao sat don yéu td (trinh bay tai muc [2.2.3.3.a]), nham dam bao vung khao sat
bao phii duoc diém téi wu cia hé thong.

Céac ham muc tiéu chinh gdm ham lugng saponin tong s6 (TSC, Y1), hiéu suét trich
ly saponin (SEE, Y>), dong thoi theo ddi ham lwong phenolic tong sé (TPC, Y3), kha
nang chéng oxy hoa qua kha ning quét gbc ty do ABTS (ARSC, Y4) va khtr sit (FRAP,
Ys) dé danh gia toan dién qua trinh chiét.

Ma tran thuc nghi€ém duoc thiét ké theo mo hinh Box-Behnken, v&i 27 thi nghi¢m,
trong d6 co 3 thi nghiém tai tam, chi tiét bd tri trinh bay ¢ Phu luc 3.1.

M0 hinh toan hoc mo ta anh hudng ctia cac bién doc lap ddi voi bién phu thudc co
dang ham da thirc bac hai c6 dang tong quat nhu sau:

Y = Bo + P1Xi + BaXo + B3X5 + BaXy + ProXaXot BiaXiXst BXoXs + BraXiXa +
B24XoXa + P3aXsXa + PriXi? + P2Xo? + P33Xs? + PaaXs? (2.2)

Trong do: Y: ham muc tiéu

Xi, j: bién m3 hoa;
Bo, Pi, j: hé s hdi quy

Sau khi x4c dinh dwogc diéu kién chiét t6i vu, tién hanh thi nghiém xac nhan tai
diém t6i uu da chon, phén tich ddng thoi cac chi tiéu: TSC (Y1), SEE (Y2), TPC (Y3),
ARSC (Y.) va FRAP (Y5) dé d6i chiéu véi gia tri du doan tir mé hinh.
2.2.3.4. B tri thi nghiém khdo sat viing bién va t6i wu héa diéu kién chiét than ré BLMH
a. Bo tri thi nghiém khio sat viing bién ciia cic diéu kién chiét than ré BLMH

Tién hanh khao sat anh hudng riéng 1é cua timg yéu td cong nghé, bao gdm ndng
d6 dung méi, ty 1 nguyén liéu/dung méi, thoi gian chiét, thoi gian birc xa va cong suét
vi song. Trong qua trinh khao sat mot yéu td, cac yéu td con lai duoc gitr ¢ dinh tai gia
trj & tim nhu trinh bay trong Bang 2.5. Piéu kién dung moi va phuong phap chiét duoc
Iira chon tir két qua khao sat trude do.

Dich chiét thu duogc duoc phan tich ham lugng hoat chét sinh hoc (TSC, TPC) va
kha ning chdng oxy héa (ARSC, FRAP) nham xac dinh ving bién cua cac yéu tb khao
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sat, lam co s¢ thiét 1ap mién gia tri dau vao trong thiét ké thi nghiém t6i uu hoéa bang
phuong phap RSM theo mé hinh Box-Behnken.

Bang 2. 5 Bang khio sat anh huéng ciia cac diéu kién chiét than ré BLMH

Nong d6 dung méi (%) 30 50 70 90
Ty 1€ nguyén liéu/dung moi (g/mL) 120 | 1/30 | 1/40 | 1/50
Thoi gian (phut) 10 20 30 40

Thaoi gian bire xa (giay/phit) 2 4 6 8 10 12
Cong suit (W) 200 | 400 | 600 | 800 | 1000

b. B6 tri thi thi nghiém t6i wu héa biang phwong phap RSM theo mé hinh Box-
Behnken

Dé danh gia anh huong dong thoi va tdi wu hoa cac diéu kién trich ly bot ré DS,
phuong phap bé mit dap tng (RSM) véi mo hinh Box-Behnken duoc sir dung. Thi
nghiém dugc thiét 1ap voi 3 yéu td doc 1ap, bao gébm: ndng do dung méi ethanol (X,
%), thoi gian trich ly (X2, phtt) va thoi gian bic xa vi song (Xs, gidy/phut).

Nguyén tic ma hoa bién sd: Cac bién doc lap dugc ma hoa cong thic (2.1).

Cac gia tri thyc tuong ing véi cac mirc ma hoa s€ dugce xac dinh cu thé dya trén
két qua khao sat don yéu t6 (trinh bay tai muc [2.2.3.4.a]), nham dam bao ving khao sat
bao phu dugc diém t6i wu cta hé thong.

Céac ham muc tiéu chinh gdm ham luong saponin téng s6 (TSC, Y1), hiéu suét trich
ly saponin (SEE, Y2), dong thoi theo doi ham lugng phenolic tong sé (TPC, Y3), kha
ning chéng oxy hoa qua kha ning quét gbc tw do ABTS (ARSC, Y4) va khtr sit (FRAP,
Ys) dé danh gia toan dién qua trinh chiét.

Thiét ké thi nghiém Box-Behnken bao gdm tong cong 15 thi nghiém, trong do6 c6
3 diém 1ap tai tam dé dam béao do tin cdy va kiém soat sai s6 thuc nghiém (Phu luc 3.2).

Ham muc tiéu st dung trong qua trinh t6i wvu héa bao gdm: ham luong saponin
tong s6 (TSC, Y1) va hiéu sudt trich ly saponin (SEE, Y2) 14 hai chi tiéu chinh; dong
thoi, cac chi tiéu khac gdm ham luong phenolic tong sb (TPC, Ys), kha ning khir goc tu
do (ARSC, Y.) va khir sat (FRAP, Ys) cling dugc xem xét nham danh gia toan di¢n hi¢u
qua thu hoi hoat cht va hoat tinh chdng oxy hoa cua dich chiét.

M0 hinh toan hoc mo ta anh hudng ctia cac bién doc lap ddi voi bién phu thudc co

dang ham da thirc bac hai c6 dang tong quat nhu sau:
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Y = BotPr1Xi+BoXo B XaHB 1o Xi XotBis X XaHBas Xo Xs B X B Xo* B33 X520 (2.3)

Sau khi x4c dinh duoc diéu kién chiét t6i vu, tién hanh thi nghiém xac nhan tai
diém tbi wu da chon. Mau duge thuc hién lap lai 3 lan, ngau nhién hoa thir tw va phan
tich dong thoi cac chi tiéu: TSC (Y1), SEE (Y2), TPC (Ys), ARSC (Y4) va FRAP (Ys) dé
dbi chiéu véi gid tri du doan tir mo hinh.

2.2.4. Bo tri thi nghiém tao bt vi bao tiv ré PS va thin ré BLMH

Chiét ¢ diéu kién toi wu
Chit 7
bao mang

2.2.4.1. Bé tri thi nghiém

Loc chan khong

v

[ Can, phéi tron ] C6 quay chan khong
v I

[ Hydrat hoa ]—» Phéi tron, dong hoa |

Say chan khong

v

San pham bot vi bao

Phan tich cac Phan tich hoat Phén tich kha nang
chi tiéu hoa ly chat sinh hoc chong oxy hoa

A A

\ 4
e p

Lua chon ty 1€ dich c6/hon hop bao mang,
ty I¢ cac chat bao mang phu hop

- J

v

Kiém tra cac chi ti€u cau trac-hinh thai,
kim loai nang, vi sinh vat, khang vi sinh vat
va trc ché t€ bao ung thu in vitro

-

-

Hinh 2. 6. So' @ bo tri thi nghiém san xuét bot vi bao
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2.2.4.2. Thuyét minh

- Chiét:

+ Bot ré PS duge chiét theo cac diéu kién tdi vu da xac dinh duoc trong muc
2.2.3.3.

+ Bot than r& BLMH duoc theo cac diéu kién tdi wu di xac dinh duoc trong muc
2.2.3.4.

- Loc chan khong: Sau khi két thic qué trinh chiét, dich chiét dugc lam nguoi
nhanh bang cach ngadm trong nude lanh dén nhiét d6 phong nham han ché su phan huy
cua cac hop chét nhay nhiét. Sau do, dich chiét duoc loc bé'mg hé théng loc chan khong
stt dung phéu Buchner va gidy loc Newman 102 duéi 4p suat khoang 70—75cmHg &
nhiét d6 phong nham loai bo can khong tan.

- Cd quay chan khéng: Dich chiét sau loc duoc c6 quay chan khong ¢ nhiét do
bé gia nhiét 55 °C, téc d6 quay 120 vong/phiit va ap suat tuyét ddi 110 mbar. Qua trinh
¢6 duoc tién hanh dén khi khong con dung méi ngung tu dang ké trong binh thu va dich
chiét dat trang thai c¢6 dic, sanh, ham luong chat kho ting rd rét.

Dich c6 dac sau khi thu dugc dugc xac dinh ham lugng chit kho 1am co sé tinh
toan phéi tron. Mau duoc bao quan trong diéu kién tranh anh sang va ¢ nhiét d -2042
°C nham han ché oxy héa va phan huy hoat chat.

- Phdi tron, hydrate héa cac chit bao mang

Céc chét bao gdm maltodextrin (MD), gum arabic (GA), tinh bot bién tinh (MCS)
va pectin (PEC) dugc st dung theo céac ty 1€ khao sat trong Bang 2.6. Silica (Si02) dugc
b6 sung 0,5% (w/w) nham han ché hién tugng dinh bam va chdng von.

Sau khi xac dinh ham luong chit kho, cac chét bao duoc hoa tan trong nudc cAt
theo ty 18 1:1 (w/w), sau d6 hydrate hoa & 4 °C trong 20-24 gior dén khi hé polymer
truong nd hoan toan, tao dung dich d@)ng nhat, khong con hién tugng von cuc.

- Phdéi tron, dong héa chat bao mang véi dich c6 quay

Dich ¢6 quay dugc phdi tron voi hdn hop chat bao mang di hydrat hoa theo cac ty
1¢ dich c6 quay/hén hop chit bao mang duoc trinh bay trong Bang 2.6. Hon hop duoc
ddng hoa téc d6 10000 vong/phit trong 5 phit nham giam kich thudc giot phan tan, tang

kha ning tuong thich giira hai pha va cai thién d6 6n dinh cua hé trudc khi say.
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- Siy chan khéong

Sau qua trinh dong hoa, miu thu dugce & dang hé phan tan 16ng dong nhit va dugc
chuyén ngay sang cong doan sdy chin khong. Tién hanh sy & nhiét dd 30-40°C, véi d6
chan khong 73 cmHg trong 24 gid, cho dén khi mau kho hoan toan. Sau khi sdy, mau
duoc dé ngudi trong binh hat 4m, sau d6 xay nho thu bt min va dong géi trong thi PA
han kin nham han ché hat 4m trd lai va bao vé cac hop chét sinh hoc trudce khi thuc hién
cac bude phan tich tiép theo.

- Phin tich cac chi tiéu héa Iy, ham lwong hoat chit va hoat tinh chdng oxy
hoa

Bot vi bao sau séy duoc tién hanh xac dinh mot s chi tiéu quan trong nham danh
gia dic tinh chat lugng tong thé cua san pham.

Céc chi tiéu hoa ly bao gém dd Am, hoat d6 nuGe (aw), do hoa tan va nang suét bao
mang, dugc sir dung dé danh gia kha ning bao quan va do 6n dinh cia bot.

Ddng thoi, ham luong hoat chét sinh hoc va kha ning chdng oxy héa duoc xac
dinh thong qua cac chi tiéu TSC, TPC va FRAP, nham danh gia hi¢u qua bao luu hoat
chat ctia qua trinh vi bao.

Bang 2. 6. B6 tri thi nghiém xac dinh ty 1& dich ¢6 quay/h&n hop chit bao mang va ty 18

cac chit trong hén hop bao mang

N Ty 18 dich 6/ hdn Ty 18 cic chat bao mang (% khdi hrgng)
Mau hop chit bao mang MD GA MCS PEC
1 60/40 4 1 4 1
2 60/40 5 1 3 1
3 60/40 3 1 5 1
4 50/50 4 1 4 1
5 50/50 5 1 3 1
6 50/50 3 1 5 1
7 40/60 4 1 4 1
8 40/60 3 1 5 1
9 40/60 5 1 3 1

0* 100/0

MD: maltodextrin, GA: gum arabic, MCS: tinh bot ngé bién tinh, PEC: pectin. 0*: mdu sdy
khong bao mang
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Két qua phan tich dugc stir dung lam co s¢ lya chon ty 1€ phéi tron dich c6 quay/h¢
chét bao mang ciing nhur cong thirc bao mang tdi wu, bao dam su cin bang giira d6 6n
dinh céc tinh chat vat 1y va kha nang bao toan hoat chét sinh hoc. San phém bot vi bao
duoc kiém tra theo cac nhom chi tiéu chinh bao gdm:

- Céc dic tinh cdu trac va hinh thai duoc khao sat bing thé zeta, phan bé kich thudc
hat (DLS), anh hién vi dién tor quét (SEM), nhiét luong vi sai quét (DSC), phan tich
nhiét trong luong (TGA) va phd nhidu xa tia X (XRD) nham 1am rd muc d6 6n dinh,
trang thai pha va cau tric mang bao ciia hé vi bao.

- Cac chi tiéu an toan thuc pham bao gom téng sb vi sinh vat hiéu khi, tong s6 bao
tir nAm men-nim mdc, Coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens va ham luong kim loai ning (Pb, As, Cd, Hg) nhdm dam bao do an toan va
kha ning tng dung ctia bot vi bao trong phat trién thye phdm chirc nang theo quy chuin
k¥ thuat qudc gia QCVN 20-1:2024/BYT ban hanh kém theo Thong tu s6 12/2024/TT-
BYT ngay 18 thang 7 naim 2024 ctia Bo truong Bo Y té.

- Hoat tinh sinh hoc déac hi¢u dugc danh gia thong qua kha nang khang vi sinh vat
va tic ché té bao ung thu in vitro, nham xac dinh hiéu qua sinh hoc tiém nang va tinh
ung dung cua bdt vi bao tir dich chiét BS va BLMH.

2.3. Phwong phap phan tich

2.3.1. Phwong phdp xdc dinh cdc tinh chit héa Iy

2.3.1.1. Xdc dinh thoi gian sdy, tiéu thy nang lwong, ndng sudt sdy va nang sudt chiét
a. Thoi gian siy

Str dung ddng ho bam gidr dé theo ddi cac khoang thoi gian 14y mau nghién ciru.
b. Tiéu thu nang luwgng

Tiéu thu ning luong dién cua cac phuong phap sdy dugc tinh toan dya trén cong
sut tiéu thu cta cac bd phan gia nhiét truc tiép trong thiét bi theo nghién clru cua Xu va
cong sy [276]:

Wi=Pixti (2.4)

Trong do, Wi la dién nang tiéu thu (kWh)

Pi1a cong suit dinh mirc cua thiét bi (kW)

t; 1a thoi gian sdy (h).
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c. Ning suit siy (DY)
Nang suét séy (Drying Yield - DY) duoc xac dinh dya trén ti I¢ gitta khoi lugng
mau kho sau sdy va khdi lugng mau tuoi ban dau, tinh theo cong thire 2.5 [171]:

DY =2 100 (2.5)

M
Trong do, DY: ning suat sdy (g mau kh6/100 g miu twoi)
mps: khdi lugng mau kho sau sdy (g)
mrs: khdi lugng miu twoi trude khi sdy (g).
d. Niing suit chiét (EY)

Nang suit chiét (Extraction Yield - EY) duogc xac dinh dua trén khéi lugng chét
kho thu hdi duoc tir dich chiét so v6i khdi lugng chéat kho ctia miu dem chiét, tinh theo
cong thirc 2.6 [171]:

EY =2 100 (2.6)

My
Trong do, EY 14 ning suét chiét (g dich chiét kho/100 g DM)
mpg: khoi luong dich chiét da say kho (g)
mps: khdi lugng chat kho ciia mau dem chiét (g).
2.3.1.2. Po mau sdc

Mau sic cia bot duge xac dinh bang may do mau quang hoc (CHROMA METER
CR400/410, Konica Minolta, Nhat Ban) dua trén h¢ mau khong gian CIELab. Ba thong
s6 thu dugc bao gdm L* biéu thi do sang (gia tri tir 0 — den hoan toan dén 100 — tring
hoan toan); a* biéu thi sy chuyén bién mau tir xanh lyc (gia tri am) dén do (gia tri duong);
va b* biéu thi su chuyén bién tir xanh lam (gi4 trj 4m) dén vang (gia tri duong).

Trudc khi do, thiét bi dugc hiéu chuan bang tim chuan tring theo hudng dan cua
nha san xuit. Mau bot duoc nghién min, trai déu va nén nhe trén dia do dé dam bao bé
mit ddng nhat, khong c6 khoang trong. Cac phép do duoc thuc hién ¢ nhiét do phong,
moi mau duge do lap lai it nhét 3 1an tai cac vi tri khac nhau dé léy gia tri trung binh va
dd 1éch chuan.

Dua trén cac gia tri nay, sy khac biét vé mau sic téng thé (AE) giira mau bot va mau

dbi chirng (mAu twoi) duge tinh toan theo phuong trinh 2.7 [248].
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AE=\J(a" —a))* +(b" —B) +(L - L)’ 2.7)
Trong d6, a;, by, L, 1a cac gia tri mau sic ciia mau dbi chimg (hodc mau chuan).

2.3.1.3. Phan tich @6 am va hoat do nuéc

SO>v

a. Py am

D6 4m ciia mau duoc xac dinh bang phuong phap siy dén khéi luong khong doi
theo tiéu chuan AOAC [27]. Quy trinh thuc hién gdm cac budc sau: Chén sit dugc siy
kho & 105°C dén khdi luong khong doi, 1am ngudi trong binh hat 4m va can xac dinh
khdi Iwong (mo). Can chinh xac khoang 1 g mau bot cho vao chén st (m;) va sdy mau
trong ti sdy ¢ nhiét d6 105°C trong 4 gio. Sau khi sdy, mau dugc lam ngudi trong binh
hat 4m tir 30-45 phit trude khi can xac dinh khéi luong sau siy (mo).

Két qua tinh d6 am (X%) theo cong thirc:

x =" 00 (2.8)
m, —m,

Trong 46,  mo: khéi luong chén sir sau khi sy dén khdi lugng khong d6i (g)
m;: khdi lugng chén va miu trude khi sdy (g)
my: khdi lugng mau va chén sau siy dén khéi luong khong doi (g)
b. Hoat d¢ nudc (aw)

Hoat d0 nudc ciia mau bot duge xac dinh bé“mg may do hoat d§ nudc Hygrolab
C1-Set-40 (Dirc). Mau bot duogc cho vao cde, dam bao bé mit phing va khong c6 khoang
trbng 16n, sau d6 dit vao budng do va day kin voi ddu do cam bién. Phép do duge thuc
hién ¢ nhiét do phong (25+2 °C). Gia tri hoat d§ nudc dugc ghi nhan khi hé dat trang
thai can b'flng am, thé hién qua sy 6n dinh cua tin hiéu do theo tiéu chi cua thiét bi. Mdi
mau duoc do 1ap lai ba 1an va két qua duoc biéu thi dudi dang gia tri trung binh.
2.3.1.4. Xdc dinh hiéu sudt chiét saponin

Hiéu sut chiét saponin dugc xac dinh dwa vao phuong phap ctia Nguyen va cong
su (2017) [177] . Ham lugng saponin thu duoc trong mét 1an chiét (SCE) va tong luong
saponin chiét kiét (4-5 lan chiét - SCC) duoc xac dinh tir miu nguyén liéu twong tng.
Hiéu suét chiét saponin duoc tinh theo cong thirc:

sEE =>CE 100 (2.9)
scc
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Trong d6, SEE: hiéu suét chiét saponin (%)
SCE: ham luong saponin thu dugc trong mot 1an chiét & diéu kién khao
sat (mg EE/g DM).
SCC: Téng ham luong saponin trong mau, dugc xac dinh bing phuong
phap chiét kiét (mg EE/g DM)
2.3.1.5. Xac dinh d¢ hoa tan trong nudc

Do hoa tan ctia bot vi bao dugc xac dinh theo phuong phép cua Kha va cong su
(2014) [124].

Gidy loc duoc siy dén khdi lwong khong doi va can xac dinh khéi lugng (X1). Can
chinh x4c 0,5 g mau bot (m) cho vao 6ng nghiém, thém 10 mL nudc cAt va tién hanh
ddng nhit bang may Vortex. Mau dugc u & 37 °C trong 15 phit dé dam bao qua trinh
hoa tan dién ra hoan toan. Sau do, tién hanh loc dé tach phan khong tan. Gidy loc chira
phan khong tan duogc say dén khéi lugng khong d6i, lam ngudi trong binh hut 4m va can

xéc dinh khéi luong (X2).

s=m=X=X) g9 (2.10)
m
Trong do, S: D6 hoa tan trong nude (%)

m: Khéi lugng chét khé mau ban dau (g)

X1: Khoi lugng giéy loc sau séy (2)

X2: Khéi lugng gidy loc va phan khong tan sau siy (g)
2.3.1.6. Xdc dinh nang sudt bao mang

Ning suat bao mang (encapsulation yield) duoc xac dinh dya theo phuong phap
ctiia Mong Thu va Krasaekoopt (2016) [240] c¢6 diéu chinh vé co so chat kho dé phu hop
v6i san pham bot thu duoc bang phuong phap siy chan khong. Trong nghién ctru ndy,
nang suat bao mang duogc hiéu la ty 1¢ gitra khdi lugng chit khé cua bot vi bao thu duoc
sau sdy va tong khdi lwong chat kho dua vao trudce khi sdy. Chi tiéu ndy phan anh mirc
d6 thu hoi san pham vi bao sau qua trinh sy, nghién va thu nhan bot, khong dong nhat

v6i1 hi€u suat bao géi hoat chat.

M

X, = X,.(1-—=< 2.11

» =X 100) (2.11)

=22 100 (2.12)
m
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Trong d6, Mc: PO am ctia miu vi bao sau sy (%)
X1: Khéi luong bot vi bao thu dugc sau sdy (g)
Xa2: Khéi luong chat kho tuyét d6i mau vi bao thu duogc (g)
m: Tong khéi luong chat khd dau vao (bao gdm khdi lugng chat kho
trong dich chiét va khéi luong cac vét liéu bao (MD, GA, MCS, PEC, Si02) (g)
H: Ning suat bao mang (%)
2.3.1.7. Do kich thuéc hat va thé zeta

Do kich thudc hat: Kich thudc hat ciia mau vi bao duoc xac dinh b'fmg phuong
phap tan xa dong hoc anh sang (Dynamic Light Scattering-DLS) [35] sir dung thiét bi
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments Ltd., UK). Mau bt vi bao duogc hoa tan
trong nude cat (chi s6 khic xa 1,330) va dugc khudy siéu am 150 W trong 3-5 phut dé
phé v& cum hat 16n trude khi do. Phép do dugc thuc hién ¢ nhié¢t 4o 25 °C, trong cuvet
nhya dung mdt 1an, véi cac thong s6 mic dinh cua thiét bi: do nhét dung moi 0,8872 cP,
vi tri tiéu diém 4,65 mm va do hap thu cua mau 0,01. Mdi mau duoc do it nhit ba 1an
lién tiép, két qua dugc trinh bay dudi dang phan bd cuong do theo kich thudc hat. Phan
mém Zetasizer v6.20 tu dong tinh toan gia tri kich thudc trung binh (Z-average) va chi
s6 da phan tan (PDI).

Do thé zeta: Thé zeta ctia cic miu vi bao dugc xac dinh bang tan xa anh sang dién
di (Electrophoretic Light Scattering-ELS) [35] trén thiét bi HORIBA SZ-100 (phan mém
SZ-100 for Windows, Z-Type v2.50). Mau duoc phan tan trong nudc cat va pha loing
thich hop dé tranh da tan xa; phép do thuc hi¢n ¢ 25 °C, d0 nhdot moi truong cai dat
0,895 mPa.s va d6 dan dién 0,216 mS/cm; dién ap dién cuc ap vao 2,4V. Bot duge phan
tan vao nudc cat, khuéy/siéu am nhe dé pha két tu théd nhung tranh tao bot; loai bo tap
th6 néu c6. Mau sau d6 duoc nap vao 6 do zeta theo khuyén cdo cua hing (dam bao
khong co bot khi trong ving quang hoc). Trudc mdi 1an do, tién hanh zero-check theo
quy trinh cta thiét bi; sau do, 1am sach 6 do bang nudc cat.
2.3.1.8. Chup cau tric bé mdt

CéAu trac va hinh thai bé mat cta bot vi bao duoc khao sat b?lng kinh hién vi
dién tor quét (Scanning Electron Microscopy — SEM) st dung thiét bi IMS-6510LV
(JEOL, Nhat Ban). Mau bot sau séy duogc lam kho hoan toan, phit mot 16p dan dién

mong bang phuong phap phun xa nham ting kha ning dan dién va han ché hién tuong
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tich dién bé mit trong qua trinh quan sat. Qué trinh quan sat SEM dugc thyc hién trong
ché d6 chan khéng cao, voi dién thé gia tc duoc diéu chinh trong khoang phu hop
(khoang 5-10 kV) va khoang cach lam viéc tir 6-12 mm. Cac mau dugc quan sat &
nhiéu d6 phong dai khac nhau dé danh gia hinh dang hat, mac d6 dong déu, ciu tric
bé mit, sy xuat hién cua céc nép nhan, vung 10m hodc hién tuong két tu hinh thanh
trong qué trinh sy, tir 46 cung cap thong tin vé sy hinh thanh ciu tric vo bao va kha
nang bao v¢ hoat chit bén trong.

2.3.1.9. Phan tich phé DSC

Phan tich nhiét vi sai (Differential Scanning Calorimetry, DSC) dugc thuc hién
trén thiét bi NETZSCH DSC 204 F1 Phoenix (Pirc), dya trén nghién ctru trude ddy véi
mot vai diéu chinh phu hop [103].

Khoang 4,92 mg mau dugc can chinh xac va dit trong chén nhom, voi chén rong
duoc s dung lam mau ddi chung. Qua trinh do dugc thuc hién trong khoang nhiét do
tir 30 dén 400 °C, v6i téc do gia nhiét 10 °C/phut, dudi méi truong khi nito (N2) nhim
han ché qua trinh oxy hoa, v6i luu lugng khi 25 mL/phut cho ca mau va ddi chimg. Phép
do duoc tién hanh & ché d6 DSC/ Sample, st dung cam bién t-sensor/E.

Dt liéu nhi¢t dugc thu nhan va xu ly béng phﬁn mém NETZSCH Proteus, cho
phép xac dinh cac dinh thu nhiét/toa nhiét, nhiét &6 chuyén pha va nhiét enthalpy tuong
g clia mau.
2.3.1.10. Phan tich phé XRD

Pho XRD duge do bang X-ray diffractometer EQUINOX 5000 (INEL, Phép) dua
theo nghién ctru trude day c6 mot vai diéu chinh [103]. Birc xa Cu Ka (A = 1,5406 A)
duoc dung 1am ngudn kich thich, phép do dugc thuc hién & ché do do 0-20, voi goc quét
20 tir 10 dén 70°, budc quét 0,02°/gidy va toc do quét 1°/phat, & diéu kién nhiét do
phong. Pién 4p va cuong d6 dong tia X 1an luot 12 40 kV va 30 mA.

Mau bdt duoc trai déu trén gia d& mau dang phang, ¢b dinh chéc chin dé giam
sai s6 do rung lc. Dit liu XRD thu dugc ding dé danh gia trang thai tinh thé/vo dinh
hinh cta vat li€u va xac dinh cac tin hi€u dic trung nhu dinh rong cia ma tran vé dinh

hinh hay dinh yéu do silica v6 dinh hinh.
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2.3.1.11. Phan tich phé TGA
Phan tich nhiét trong luong (TGA) dugc thyc hién trén thiét bi SETARAM Labsys

TG, c6 tham khao va diéu chinh tir nghién ctru trude day [228]. Mau duogc cin chinh
xéac (21,38 mg) bang can phan tich, sau d6 dit vao chén platin (100 uL) dé tién hanh
phan tich TGA trong méi trudng khi N2. Mau dugc gia nhiét tir nhiét d6 phong dén 900
°C voi tée dd 10 °C/phit. Két qua xuat ra duong cong TGA (%) biéu dién sy thay dbi
khdi luong ctia mau theo nhiét d6, va duong DTG (%/min) biéu dién téc do phan hiy
nhiét tai timg diém.

2.3.2. Phuwong phdp xdc dinh ham lwong hoat chit sinh hoc

2.3.2.1. Ham lwong saponin tong sé (TSC)

TSC duoc xac dinh theo phuong phap cta Hiai va cong su, c6 mot sd diéu chinh
[98]. Lay 0,5 mL dich chiét tron chung véi 0,5 mL of dung dich vanillin 8% (w/v) trong
methanol. Sau d6 bd sung 5,0 mL dung dich H2SO472% vao, lic déu vao ngam vio bé
6n nhiét 70 °C trong 10 phut, sau d6 1am ngudi nhanh trong bé nuéc da. Po do hap thu
& bude soéng 600 nm bang may do UV-VIS. Escin dugc dung 1am chat chuan. Két qua
TSC duoc thé hién 1a trong dwong milligram escin trén 1 gram chat kho (mg EE/g DM).
2.3.2.2. Ham lwong phenolic tong sé (TPC)

TPC duogc xac dinh dya trén phuong phap Folin-Ciocalteu theo cac nghién ctru trudce
day, c6 mot sé diéu chinh [227]. Lay 0,5 mL dich chiét tron v6i 2,5 mL dung dich thubc
thir Folin-Ciocalteu 10% (v/v) trong nudc cat. Sau khi dé on dinh 6 phut, bd sung 2 mL
dung dich 7,5% (w/v) NaxCO;3 va 1 t6i 1 gio' & nhiét d6 phong. Do d hap thy & bude song
760 nm bang may do UV-VIS. Acid gallic dugc str dung 1am chat chuan. TPC duoc thé
hién 14 twong duong milligram acid gallic trén 1 gram chit kho (mg GAE/g DM).
2.3.2.3. Ham lwong flavonoid tong sé (TFC)

TFC duoc xac dinh dua trén cac nghién ctu trude day cd mot s6 diéu chinh [225].
Tron k¥ 2,0 mL methanol véi 0,5 mL dich chiét va 0,15 mL NaNOa (1,0 mol/L). Pé yén
3 phut, sau d6 b sung 0,15 mL AICI; (10% w/v), tron k§ va dé yén 3 phat. B6 sung tiép
1,0 mL NaOH (1,0 mol/L) va dinh lwong hdn hop vé 5 mL bang methanol. Bé hdn hop
trong bong t6i 40 phut va do d6 hip thu & bude séong 505 nm bang may do UV-VIS.
Catechin dugc dung 1am chit chuan. Két qua TFC dugc thé hién 13 tuwong dwong
milligram catechin trén 1 gram chat kho (mg CE/g DM).

57



2.3.2.4. Ham heong alkaloid tong s6 (TAC)

TAC duoc xac dinh dya trén cac nghién ctru trude c6 mot sb diéu chinh [220]. Pau
tién, dich chiét trong dung méi duoc bay hoi trong thiét bi siy chan khong & 45 °C dé thu
dugc phan can kho. Phan cin ndy dugc hoa tan trong dung dich HCI 2N va loc qua gidy
loc. Lay 1 mL dich loc cho vao phéu chiét va rira ba 1an bang cloroform (mdi 1an 10 mL).
Sau d6, diéu chinh pH cua dung dich vé trung tinh bang dung dich NH4OH 25%. Tiép
theo, thém 5 mL dung dich Bromocresol green va 5 mL dung dich d¢ém phosphate (pH
4,7), lac déu. Hop chét tao thanh dugc chiét tiép béng 1,2, 3 va4 mL cloroform, lic manh.
Céc phan chiét dugc thu gom va pha lodng dén vach trong binh dinh muc 10 mL béng
cloroform. B¢ hip thu quang duogc do tai bude séng 418 nm bang may quang phd UV-
VIS. Atropine dugc st dung lam chét chuan dinh luong. Két qua TAC dugc biéu thi bﬁng
miligam twong duong atropine trén mdi gram khéi lugng kho (mg AE/g DW).
2.3.2.5. Phdn tich cdc hoat chdt chinh bang sdc ky long hiéu ndang cao

Phuong phap dinh tinh va dinh luong hai hoat chat sinh hoc chinh trong r& DS gdm
Tanshinone I and Cryptotanshinone, dugc tham khao dua theo nghién ctru cua Shi va
cong su [223], duoc thyuc hién trén hé théng ULPLC Thermo Fisher Ultimate 3000. Mau
thir va chuan duoc hoa tan trong methanol 100%, loc qua mang membrane nilon 0,45
um va kh khi trude khi dua vao may. Pha dong gdm methanol va formic acid 0,1%
trong nudc khir ion (70:30, v/v). Qua trinh rira giai dang dong qua cot Hypersil GOLD™
PFP (3 um x 2,1 mm x 150 mm) & nhiét d¢ 35 °C, véi tdc do dong 0,25 mL/min. Cac
hop chit duge dinh tinh va dinh lugng dua trén thoi gian luu va dién tich peak, dugc
phat hi¢n tai budc song 270 nm. Ham lugng hoat chit duoc tinh toan tur duong chuin
tuong tng va biéu thi dudi dang miligram hoat chét trén gram chat kho (mg/g DM).

Hai hoat chét chinh trong than r& BLMH gém Falcarindiol and Polyphyllin D dugc
xéac dinh bang phuong phap sic ky 10ng hiéu ning cao (HPLC) duogc thuc hién trén may
Chromaster-Hitachi, c6 diéu chinh dua trén cac nghién cuu trude day [21, 146, 298].
Mau thtr va chuan dugc hoa tan trong methanol 100%, sau d6 loc qua mang membrane
nilon kich thudc 16 0,45 um va khtr khi truée khi dua vao may. Pha dong gdm nude cat
hai 1an (A) va methanol (B) véi chuong trinh rira giai gradient nhu sau: 0-15 phuat, 70%
B; 15-20 phut, 90% B; 20-40 phut, 100% B; 40-45 phut, 100% B; 45-60 phut, 70% B.
Qua trinh tach dugc thuc hién trén cdt Phenomenex Gemini C18 (5 pm x 4,6 mm x 250

mm), toc do dong 0,7 mL/pht, thé tich bom mau 1a 10 pL. Cac hop chit duoc dinh tinh
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va dinh lugng dua vao thoi gian luu va dién tich peak, dugc phat hién tai bude song 250
nm. Phan mém Agilent OpenLab duoc sir dung dé xtr 1y tin hiéu va tinh dién tich peak.
Ham lugng hoat chat duoc tinh toan dua trén duong chuan tuong Ung va biéu thi duéi
dang miligram hoat chat trén 100 gram chét kho (mg/100 g DM).

2.3.3. Phwong phdp xdc dinh hoat tinh chéng oxy héa in vitro

2.3.3.1. Kha nang quét goc tw do ABTS (ARSC)

ARSC dugc danh gia dya trén cac nghién ctru trude ddy c6 mot vai diéu chinh [237].
Tron déu hai thé tich bang nhau dung dich ABTS 7,4 mM va potassium persulfate 2,6
mM va dé trong phong tdi & nhiét d6 phong trong 12-15 h dé tao ra dung dich gbc. Dung
dich gbc dugce giir & -20 °C cho dén khi dung. Tiép theo, pha lodng 1 mL dung dich gbc
v6i khoang 60 mL methanol dé tao dung dich lam viéc, c6 do hép thu 1,1+0,02 & budc
song 745 nm. Sau d6, 1iy 0,2 mL dich chiét phan tng vé6i 3,8 mL dung dich 1am viéc,
va giit 120 phut trong béng tdi & nhiét 46 phong. Po d hap thy ctia hdn hop & budc
song 745 nm bang may do UV-VIS. Trolox duoc dung lam chit chuin. Gia tri ARSC
dugc thé hién 1a twong duong milligam trolox trén 1 gram chat kho (mg TE/g DM).

2.3.3.2. Kha nang quét goc ti do DPPH (DRSC)

DRSC duoc danh gia dua trén cac nghién ctru trude day c6 mot sé didu chinh [37,
237]. Péu tién, dung dich gdc dugc tao thanh khi hoa tan hoan toan 0,024 g DPPH vao
100 mL methanol va giit trong phong t6i & nhiét do phong trong 12-15 h. Tiép theo,
chuan bi dung dich lam viéc bang cach pha loang 10 mL dung dich gdc v6i 40-45 mL
methanol c6 do hép thu 1,1+£0,02 ¢ budc séng 517 nm. Sau do, léy 0,2 mL dich chiét
tron k¥ v6i 3,8 mL dung dich 1am viée va dé trong bong tdi 3 gior & nhiét d6 phong. Po
d6 héap thy cta hdn hop ¢ bude soéng 517 nm bang may do UV-VIS. Trolox dugc ding
lam chét chuan. Gié tri DRSC duoc thé hién 1a milligam twong duong trolox trén 1 gram
chat kho (mg TE/g DM).
2.3.3.3. Khd nang chong oxy héa bang cach khir sat (FRAP)

FRAP duoc xac dinh dua trén phuong phap FRAP d3 duoc cong b trude dé b6 mot
vai diéu chinh [33, 237]. Chuén bi 3 loai thudc thir, bao gém: Thudc thir A: dém acetate
(300 mM, pH 3,6); Thubc thir B: 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine 10 mM; Thubc thir C:
FeCl3.6H>0 20 mM. Tron 3 thude thir A:B:C véi ty 16 10:1:1 theo thé tich dé tao thanh
dung dich lam viéc. Sau d6 tron 0,2 mL dich chiét v4i 3,8 mL dung dich lam viéc va dé

& 37 °C trong bong téi trong 30 phut. Do d6 hap thu ctiia hdn hop & bude song 597 nm
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bang may do UV-VIS. Trolox dugc dung lam chét chuan, va gia tri FRAP dugc thé hién

13 milligam twong duong trolox trén 1 gram chit kho (mg TE/g DM).

2.3.4. Phwong phap phdn tich kim logi nang

Bang 2. 7. Cac phuwong phap phan tich kim loai niang

STT Chi tiéu phan tich Phwong phap phan tich
1 | Ham luong chi (Pb) TCVN 8126-1:2009 [8]
2 | Ham luong thuy ngan (Hg) TCVN 7604:2007 [6]

3 | Ham lugng Cadimi (Cd) TCVN 7603:2007 [5]
4 | Ham luong Asen (As) TCVN 9521:2012 [10]

2.3.5. Phwong phap phan tich vi sinh vdt va danh gia hoat tinh khang vi sinh vdt in vitro
2.3.5.1. Phwong phdp kiém tra vi sinh vit

Bang 2. 8. Cac phuwong phap phan tich vi sinh vat

STT | Chi tiéu phéan tich
Téng sb vi sinh vat hiéu khi
Coliform

Escherichia coli

Phwong phap phan tich
TCVN 4884-1:2015 [2]
TCVN 6848:2007 [4]
TCVN 7924-2:2008 [7]
TCVN 4830:2005 [1]
TCVN 8275:2010 [9]
TCVN 4991:2005 [3]

Staphylococcus aureus

DN (B (W N =

Tong s6 bao tir nAm men — nam moc

6 Clostridium perfringens

2.3.5.2. Phuong phap danh gia hoat tinh khang vi sinh vdt

Hoat tinh khang khuan va khang nim men duogc thir nghiém bang phuong
phap khuéch tan qua giéng thach va phuong phap pha lodng trong mdi truong 1ong theo
huéng dan cua Vién tiéu chudn 1am sang va xét nghiém Hoa Ky [59-62]. Cac ching vi
sinh vét thir nghiém gdm Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Bacillus anthracis va Candida albicans.

Phwong phap khuéch tan qua giéng thach: Cho vao mdi dia petri 25 mL mdi
treong thich hop. Dung méi truong MHA dbi véi vi khuan, mdi truong MHA bd sung
glucose ddi voi nAm men. Chuén bi vi sinh vat thir nghiém: Pdi v6i nAm men, tién hanh
ciy hoat hoa trén moi trudong thach SDA, 1 37°C trong 48 gid. Phan tan nim men vao
nuéc mudi sinh 1y c¢6 0,05% Tween 80. Piéu chinh mat d6 dén OD530 = 0,08-0,12,
turong duong 1-5 x 105 CFU/mL. Déi v6i vi khuén, tién hanh cdy hoat hoa vi khuén trén

moi trudng thach TSA, 1t 37°C trong 24 gid. Cay chuyén vi khuin vao mdi truong TSB
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trong khoang 5 gio. Diéu chinh mat d6 vi khuan dén OD625 = 0,08-0,12, tuong duong
1-5 x 108 CFU/mL. Dung que bong v6 khuén trai huyén dich vi khudn, nim men 1én bé
mat thach, dé kho mat thach. Dung 1 éng dong v6 khuan duong kinh 6 mm dyc 15 trén
moi trudng da trai vi sinh vat, cho vao timg giéng 25 uL mau thir & cac ndng do khac
nhau. U cic dia & 37°C trong 48 gid d6i voi ndm men va 24 gid d6i voi vi khuan. Hoat
tinh khang khuén, khdng ndm men duoc danh gia bang cach do dudng kinh vong tc ché
vi khuan va nam men (mm). Thir nghiém duoc 1dp lai 3 1an, 1dy két qua trung binh.
Gentamicin dugc sir dung 1am chimg dwong ddi voi vi khuan va fluconazole dugc sir
dung 1am chimg dwong dbi véi ndm men. Dung moi hoa tan mau duoc st dung lam
chung am.

Phwong phap pha loing trong méi truwong léng: Chuan bi vi sinh vat thir nghiém
tuong tu phwong phap khuéch tan. Chuan bi dung dich thir: hoa tan mau thir & cac ndng
d6 mau khac nhau. Mdi néng d6 hat 100 pL chat thir phdi hop véi 900 pL méi truong
chtra vi sinh vét & nong d6 10° CFU/mL trong dng nghiém. Thuc hién song song mau
chirng am chira 1 mL moi truong va chirng dwong chtra 1 mL méi truong c6 vi sinh vat.
U 37°C tir 24-48 gio, doc két qua. MIC 1a ndng dd thap nhat cua chat thir tre ché su phat
trién vi khudn va ndm men quan sat dugc bang mit thuong.

2.3.6. Phwong phdp ddnh gid hoat tinh irc ché té bao ung thw in vitro

Hoat tinh trc ché ting sinh té bao duoc danh gia bang phép thor MTT, dua trén kha
nang khtr mudi tetrazolium (MTT) thanh tinh thé formazan boi té bao séng. Quy trinh
duoc thuc hién theo mo ta ctia Nguyen et al. [173], véi mot s6 diéu chinh phu hop véi
diéu kién thi nghiém.

Mudi dong té bao duoc st dung gdm: MCF-7 (ung thu v dwong tinh thu thé
estrogen, ER+), T47D (ung thu v phu thudc ndi tiét), ZR-75-1 (ER+), SKBR3
(HER2+), BT474 (HER2+), BT20 (ER-/PR-), MDAMB231 va MDAMB468 (thé b ba
am tinh -TNBC, 4c tinh cao), MCF-10A (té bao biéu md v binh thuong, dbi chimg 4m),
va BxPC-3 (ung thu tuy tuyén). Tét ca cac dong té bao ung thu duoc nudi ciy trong moi
truong DMEM bo sung 10% FBS, hdn hop khang sinh 50 IU/mL penicillin, 50 pg/mL
streptomycin va 2 mM L-glutamine. Dong té bao MCE-10A duoc nudi cdy trong moi
truong DMEM:F12 (1:1), bd sung 5% huyét thanh ngua bat hoat nhiét, 50 IU/mL
penicillin, 50 pg/mL streptomycin, 20 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-
ethanesulfonic acid), 2 mM L-glutamine, 20 ng/mL yéu t6 ting truong biéu bi (EGF),
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500 ng/mL hydrocortisone, 100 ng/mL cholera toxin va 10 pg/mL insulin. Té bao dugc
nudi lap lai ba 1an trong 100 uL mdi trudng DMEM trén dia 96 giéng, véi mat do 2500-
4000 té bao/giéng. Sau 24 gid, khi té bao dat pha ting trudng 16garit, mdi trudng khong
chtra miu (d6i ching) va mdi truong co chira dich chiét phdi hop PTR va PA (100 pL,
ty 18 khdi luong 1:1) duoc thém vao mdi giéng dé dat ndong do cudi cung 100 pg/mL
(ngay 0).

Phép tht MTT duogc st dung, trong d6 do hép thu dugc do tai 540 nm nham xac
dinh mtrc do e ché tang trudng té bao sau 72 gio U, dua trén sy khac biét gilra gia tri
mat do quang hoc tai ngay 0 va thoi diém két thiic xtr 1y mau. Mtc do te ché ting truong
té bao dugc biéu thi dudi dang ph?ln tram, gia tri 100% biéu thi su wc ché tdng truong
hoan toan, gia tri >100% cho thay khong chi trc ché ting truong ma con giy chét té bao.
2.3.7. Phan tich théng ké

Tat ca cac thi nghiém déu duoc thuc hién lap lai 3 1an. S6 liéu duoc thé hién dudi
dang gia tri trung binh 3 1an 1ip + d6 1éch chudn (n=3). Sir dung phan mém IBM SPSS
Statistics 22 dé xir 1y s6 liéu s6 liéu v&i mirc ¥ nghia nho hon 0,05 (p < 0,05). Sy khac
bi¢t gitra cac thi nghiém dugc xac dinh béng phan tich phuong sai mot yéu tb
(ANOVA) va kiém dinh Duncan. Thiét ké thi nghiém theo mé hinh Box-Behnken,
danh gia cac hé s6 hoi quy & mirc y nghia théng ké 12 p < 0,05 va vé bé mit dap ung

dé xac dinh diéu kién chiét tdi wu bang phan mém JMP.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién ciru diéu kién siy

3.1.1.1. Nghién ciru diéu kién sdy ré PS

3.1.1.2. Puong cong sdy ré PS bang cdc phirong phdp va diéu kién sdy khdc nhau
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Hinh 3. 1. Puong cong sy ré DS bang cac diéu kién siy khac nhau

A: Phoi, B: Sdy khéng khi néng, C: Sdy hong ngoai, D: Sdy lanh, E: Sdy vi séng

Hinh 3.1 thé hién dudng cong say cta ré PS & cac phuong phap va diéu kién siy

khac nhau. Nhin chung, d6 4m cta nguyén liéu giam dan theo thoi gian siy; nhiét do

hodc cong suat say cang cao thi d¢ doc cua dudong cong cang 16n, thoi gian dat d am

can bing cang ngin va gia trj d6 Am can bang dat duoc cang thap. Piéu nay cho thiy toc

d6 thoat am tang 1én khi chénh 1éch 4p suat hoi giira vat liéu va moi truong sdy 16n hon.

Cac két qua thu dugc tudn theo quy luat dic trung clia qua trinh sdy vt liéu sinh hoc,

bao gom giai doan Iam néng ban dau, giai doan toc d say giam dan va tién to1 trang

thai can bang am [19].
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Hinh 3.1A cho thdy qua trinh phoi kéo dai t6i khoang 450 phut. Diéu nay c6 thé
duoc giai thich do co ché truyén nhiét chu yéu dua vao burc xa mit troi két hop véi ddi
lwu ty nhién, véi cudng d6 khong 6n dinh theo thoi gian trong ngay. Su dao dong nhiét
d6 moi trudng lam giam chénh 1éch ap suat hoi giira vat liéu va khong khi, ddn dén téc
d6 bay hoi thap va kéo dai thoi gian sdy.

Hinh 3.1B cho thay thoi gian say khong khi néng & 50 °C (khoang 600 pht) cao
hon dang ké so véi cac nhiét do 60 °C va 70 °C. O nhiét do thép, gradient nhiét va
gradient am giita vat liéu va méi truong nho, lam giam dong luc khuéch tan 4m tir bén
trong ra bé mat. Ngoai ra, su co rat cau tric trong qua trinh sy c6 thé 1am giam do xbp
va can tré khuéch tan noi, do d6 kéo dai thoi gian say.

Nguoc lai, Hinh 3.1C cho thiy siy hong ngoai giup rat ngin thoi gian sy hon so
v6i phoi va sdy khong khi nong. Co ché gia nhiét truc tiép bang ning luong birc xa dién
tir théng qua sy kich thich dao dong cua cac phan tir nudce, 1am ting nhanh nhiét do bé
mit va ving gan bé mit, tir d6 thiic day qua trinh bay hoi 4m. Tuy nhién, do kha ning
dam xuyén han ché, hiéu qua siy phu thudc vao do day vat liéu va cha yéu cai thién giai
doan dau cua qua trinh sdy.

Tuy nhién, Hinh 3.1D cho thdy sdy lanh c6 thoi gian sdy dai nhit trong cic
phuong phap khao sat. Mac di méi trudng khong khi kho dbi luu gitp ting kha ning
mang am, nhung nhiét d6 sdy thap lam giam tdc do khuéch tan 4m va kéo dai thoi gian
xtr ly. Diéu nay khong chi lam tang chi phi niang lugng ma con cé thé tao diéu kién cho
cac bién d6i oxy hoa va sinh hoa xay ra trong thoi gian sy kéo dai.

Hinh 3.1E chimg minh wu thé rd rét ctia siy vi song 1a thoi gian sy ngin nhit.
Co ché gia nhiét dién moi cho phép ning lugng duoc hap thu truc tiép bai cac phén tir
nudc trong vat liéu, tao gia nhiét thé tich va 1am ting nhanh 4p suit ndi bao. Su chénh
1éch 4p suét giita bén trong va bé mit thuc ddy qua trinh thoat Am manh mé&, dong thoi
pha v ciu tric té bao, giup ting toc do sdy. Trong d6, mau MWD720 dat d6 am cudi
cung thp nhét, cho thiy hiéu qua gia nhiét va tach 4m vuot trdi & cong suit ndy.

Tém lai, cac diéu kién séy khéac nhau din dén su khac biét 16 rét vé tde do thoat
am, thoi gian sdy va d6 am cudi cung cua ré BS. Trong d6, sdy vi song (dic biét & cong
suat 720 W) cho thoi gian sy ngin nhat va dat do am cudi cing thap hon so véi cac

phuong phap khac.
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Viéc rat ngan thoi gian xir 1y gop phan han ché sy tiép xuc kéo dai véi oxy va
nhiét, tir d6 giam thiéu cac phan Gng oxy hoa va phan huy, gitp bao toan tét hon céac
hop chat c¢6 hoat tinh sinh hoc.
3.1.1.3. Anh huéng ciia phong phdp va diéu kién sdy dén tinh chdt héa 1y ré BS
a. Anh hwéng ciia phwong phap va diéu kién say dén mau sic cia ré PS

Mau sic 1a chi tiéu cam quan quan trong, phan anh truc tiép nhiing bién d6i hoa Iy
clia cac hop chat sic t§ trong qua trinh sdy. Bang 3.1 cho thiy phuong phap sdy anh
huong rd rét dén céc thong $6 mau sic (L*, a*, b*) va tong d6 léch mau (AE) cia ré DS.

Bang 3. 1. Anh huéng cia diéu kién say dén mau sac cia re DS say kho

Diéu ki¢n L* a* b* AE
say (Do sang) (Po/xanh luc) | (Vang/xanh lam) | (Tong chénh 1éch mau)

SU 29,740,698 | 6,02+0,55%F 15,35+0,76 13,04+0,81"
HADS50 27,89+0,75 5,87+0,28¢<F 14,53+0,35¢" 11,07+0,68%
HAD60 28,68+1,02M | 5,.86+0,44°F 14,16+1,11" 11,62+1,68"k
HAD70 30,58+1,04°%% | 7,21+1,08¢d 16,12+0,28°F 13,85+0,19°f
IRD40 28,05+0,83" | 6,09+0,61°%F 13,77+0,81" 10,82+0,42k
IRD45 31,23+0,33% |  8,99+0,48? 16,4140,429¢f 14,43+1,25¢
IRD50 29,92+0,18%" | 7,26+1,00° 15,44+0,70' 13,001,221
MWD270 | 36,46+1,18° 5,54+0,55¢ 17,91+0,57° 20,07+ 0,48°
MWD450 | 32,09+1,00¢ 5,5+0,82f 17,53+0,41¢ 16,21+0,874
MWD720 | 39,98+0,29" | 7,79+0,942 22,76+0,36° 25,28+1,08"
LAD30 30,00+0,94%" | 6,93+0,36d 15,30+0,56 13,00+0,33¢"
LAD35 31,87+0,60% | 7,39+1,19%¢ 16,44+0,68%" 15,18+2,514¢
LAD40 28,64+0,14M 8,1+0,68%° 16,83+0,55¢ 12,59+2,80¢
FRD 57,09+0,26* | 7,22+0,69°d 19,39+0,51° 39,76+0,36*
FS 18,75+0,84% |  8,99+0,10? 9,17+0,76! 0,00'

Cdc chir viét tat khdc nhau trong ciing mét cot biéu thi sw khdc nhau c6 ¥ nghia thong ké (p <
0,05).

Vé d6 sang (L*): Phuong phép siy dong kho (FRD) cho gia tri cao nhat (57,09),
khac biét c¢6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05) so v&i tit ca cac phuong phap siy nhiét khac.
Két qua nay phu hop véi co ché ciia siy dong kho, trong d6 nude duoc loai bé chi yéu

bang thing hoa dudi diéu kién nhiét do thip va ap suat thip. Do nhiét luong chu yéu
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duoc sir dung dé chuyén pha nuéc da thanh hoi, thay vi lam néng vat liéu dén nhiét do
cao, nén cac phan rng sim mau nhu oxy hoa sic td, Maillard va caramel héa bi han ché
manh [51]. Pong thoi, ciu triic x5p hinh thanh sau thang hoa 1am bot ¢6 kha ning phan
xa anh sang tot hon, nén san pham thu duoc c6 mau sang hon rd rét. Cac mau MWD c6
d6 sang thap hon FRD, nhung van sang hon so vdi da sé phwong phap say ddi luu, do
thoi gian sy ngan 1am giam tiép xtic voi oxy. Nguoc lai, cac mau HAD50 va IRD40 c6
gia tri L* thép nhét, cho théiy su tOi mau rd rét, phan anh hién tuong sdm mau do tac
dong kéo dai ctia nhiét do va oxy hoa.

Vé sic do (a*): cac mau IRD45 va MWD720 cho gia tri cao nhat va khong khac
biét c6 ¥ nghia théng ké so voi miu twoi (a* = 8,99), cho thiy sic do dic trung cta ré
DS duoc bao toan tot. Poi véi MWD720, co ché gia nhiét dién moi cho phép niang luong
vi song dugc hfip thu truc tiép boi cac phan tor nudc trong vat li€u, tao gia nhiét thé tich
va rat ngan dang ké thoi gian say. Nho d6, thoi gian tiép xtc cua sic td v6i oxy va nhiét
duoc giam xudng, gop phan han ché sy oxy hoa cac hop chét tao mau do, dic biét 1a
nhom diterpenoid tanshinone. DPdi voi IRD45, bire xa h@)ng ngoai cung cép nhiét truc
tiép cho vat liéu véi toc d6 nhanh hon sdy ddi luu, du dé day nhanh qua trinh tach 4m
nhung chua gy tac dong nhiét qua manh, nén van bao toan twong dbi tot sic do. Nguoc
lai, cac mdu MWD270 va MWDA450 c¢6 gia tri a* thap nhat, cho thdy su suy giam sic d6
13 rét. Mic du cung st dung co ché gia nhiét dién méi, nhung & cong suit thap hon, thoi
gian sdy kéo dai hon, lam ting tong thoi gian cac hop chat mau tiép xtic véi oxy va nhiét,
tir d6 thuc day qua trinh oxy héa va phan huly cac din xuét tanshinone, lam giam cuong
d6 sic do tong thé.

Di voi sic vang (b*), tit ca cac mAu sau sdy déu co gia tri cao hon mau tuoi
(9,17), cho théy sac vang duogc biéu hién rd hon sau qué trinh xtt ly. Trong d6, MWD720
c6 gia tri b* cao nhit (22,76). Két qua nay c6 thé lién quan dén co ché gia nhiét nhanh
tir bén trong cua vi song, 1am ting ap suit ndi bao, pha v cdu trac mo va thac day giai
phong cac hop chit mau ra bé mit vat liéu, tir d6 lam sic vang biéu hién rd hon. Pong
thoi, su mat nudc nhanh ciing lam ting ndng d6 biéu kién cua cac sic t6 trén don vi khoi
lwong san pham kho. Nguoc lai, mau IRD30 c6 gia tri b* thap nht (13,77), gan véi mau
tuoi hon. Do & mirc nhiét thip, ning luong birc xa cung cip chua du manh dé 1am bién
d6i sau cau tric mo hodc thiic diy manh sy giai phong sic td, nén mirc thay doi sic vang

thip hon so véi cac phuong phap khac.
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Tong d6 khac biét mau sic (AE) cua mau FRD 16n nhat (39,76). Tuy nhién, cin
lru ¥ rang, su khac biét 16n nay chi yéu dén tir viée gia ting manh gia tri L*, tirc 14 san
pham tré nén sang hon 13 rét chir khong phai theo huéng sim mau bat loi. Tiép theo 1a
Mau MWD?720 ciing c¢6 AE cao, cho thay vi song cudng d6 cao khong chi rat ngén thoi
gian séiy ma con lam thay dbi manh trang thai biéu hién mau sic, dic biét theo hudng
ting sic vang va duy tri twong ddi tot sic do. Nguoc lai, mau IRD40 c6 AE thip nhat
(10,82), nghia 13 mau sic gan voi mau tuoi nhat. Két qua nay c6 thé duoc giai thich boi
co ché gia nhi¢t blrc xa & muc nhiét thép, lam qué trinh bién ddi séc to dién ra chdm
hon, dong thoi han ché mire do thay doi tong thé vé mau sic.

b. Anh huéng ciia cac phwong phap va diéu kién sdy dén tinh chat héa ly ré PS

Két qua dugc thé hién trong Bang 3.2.

- Thoi gian sdy: Thoi gian sdy co su khac biét rd rét giita cac phuong phap, dao
dong tir 0,3 dén 48 gio. Sy khac biét vé thoi gian sdy chu yéu xuét phat tir co ché truyén
nhiét ctia tirng phuong phap. Sy vi song (MWD) c6 thoi gian ngén nhat (0,30-0,95 gid)
do co ché gia nhiét di¢én moi, nang lugng tao ra boi song dién tir duoc hép thu truc tiép
bdi nude trong vat lidu, tao gia nhiét thé tich va ting ap suat ndi bao, thuc ddy thoat 4m
nhanh. Sdy hdng ngoai (IRD) nhanh tht hai (2,3-5,0 gio) do ning luong buc xa dién tir
tac dong truc tiép vao vt liéu thong qua su kich thich dao dong ctia cac phéan tir nude.
Nguoc lai, HAD, LAD va SU kéo dai thoi gian hon do co ché truyén nhiét bang d6i luu
tir ngoai vao trong cham hon. Siy dong khé mat nhiéu thoi gian nhat (48 gid), do am
phai thing hoa tir trang thai rin sang hoi trong diéu kién ap sut thdp. Nhin chung, thoi
gian sdy kéo dai khong chi ting chi phi ma con 1am ting nguy co oxy hoa va suy giam
chét lugng dugc lidu.

- Tiéu thu niing lwgng: Muc tiéu thy dién ning ty 1¢ thuan véi thoi gian say, thoi
gian sdy cang dai thi dién ning tiéu thu cang 16n. Ngoai trir phoi ning (SD) st dung
nang luong ty nhién nén khong tiéu thu dién ning, tit ca cac phuong phap con lai déu
can st dung ning luong dién. Trong cac phuong phap khdo sat, sy vi song tiéu thu ning
luong thip nhat (0,19-0,26 kWh), nho thoi gian xir Iy ngin va kha ning gia nhiét truc
tiép 1én phan tir nude, gitip han ché thit thoat ning lugng ra méi truong. Siy khong khi
nong (7,00-12,60 kWh) va say lanh (15,77-19,00 kWh) tiéu thu ning luong cao hon do
do hiéu suét truyén nhiét thap va thoi gian kéo dai. Siy déng kho 13 phwong phap tiéu

tén nang lwong nhiéu nhat, 1én t6i 105,6 kWh, do phai trai qua nhiéu giai doan tiéu thu
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nang luong 16n (dong lanh nguyén liéu, duy tri 4p suat chan khong va cung cip ning
luong cho qua trinh thiang hoa). DAy 1a han ché 16n nhat ciia phuong phap nay khi xem
x¢ét kha nang g dung & quy mo cong nghiép.

- P am: Két qua cho thiy mau MWD720 va FRD c6 do am thap nhét (3,77% va
4,38%), phan anh hiéu suat tach 4m cao ctia hai phuong phap nay - MWD nho 4p suét
ndi bao thuc day thoat Am manh, con FRD nho loai 4m triét dé bang thiang hoa. Céc
phuong phap con lai ¢6 d6 4m dao dong tir 6,33-11,35%, chil yéu do tdc do khir nude
cham hoic co ché truyén nhiét — truyén khdi kém hiéu qua hon, khién mau khoé dat dén
d6 am can bang thap. Ngoai ra, d am c6 xu hudng giam khi nhiét do hodc cong suit
sdy tang, pht hop v6i co ché khuéch tan 4am manh hon & diéu kién ning luong cao.

- Hoat d9 nuwére (aw): Miu tuoi c6 hoat d6 nudc cao nhat (0,93) thuan loi cho vi
sinh vat va enzyme hoat dong manh, khong thé bao quan ¢ diéu kién thudng. Tat ca cac
phuong phap déu dua miu vé trang thai an toan véi aw < 0,65, gitp e ché vi sinh vat
va enzyme dé kéo dai thoi gian bao quan [81]. Cac phuong phap gia nhiét nhanh (MWD,
IRD) lam giam aw manh hon so vdi cac phuong phap c6 thoi gian kéo dai (HAD, LAD,
SD), Ngoai ra, gia tri aw giam theo muc ning luong sdy, pht hop véi co ché ting cudng
khuéch tan 4m ¢ diéu kién ning luong cao.

- Niing suat say (DY): Két qua cho thay ning suat siy c6 xu hudng giam khi nhiét
d6 hodc cong suit sdy ting. Mau SD ¢6 DY cao nhét (55,41 g/100 g mau tuoi), tiép theo
1a say lanh LAD30 (45,58 g/100 g mau tuoi), phan anh qua trinh tich am dién ra cham,
d6 am cubi cung con twong d6i cao. Nguogc lai, mdu HAD70 cho DY thip nhit (20,04
/100 g mau tuoi), do nhiét 6 sdy cao thiic ddy qua trinh thoat &m manh, lam giam dang
ké khéi lwong mau kho con lai.

- Ning suit chiét (EY): EY chiu anh huong truc tiép tir mirc do pha v& cau tric
do co ché gia nhi¢t. MWD, dac biét MWD720, tao ap suét ndi bao cao va pha v& manh
cAu trac té bao, gitip dung moi dé xam nhap va giai phong hoat chat, nén EY cao hon.
Nguoc lai, IRD va HAD véi co ché gia nhiét tir ngoai vao trong lam c4u tric it bi pha

v& hon, han ché kha nang chiét.

68



Bang 3. 2. Anh huéng ciia diéu kién say dén tinh chat héa ly ciia ré DS

Phwong Thoi gian Do am Hoat d¢ nwée :l“iéu thu Nﬁ:l 5 sus?:lt sdy Nﬁflg suz‘i.t; Chiéf
phap siy shy (h) %) ( av’v) nang lugng (g mau kho/ .100 g (g dich chiét kho/
(KWh) mau tuoi) 100 g DM)

SD 8,3 7,53 +0,11¢ 0,63 +0,03° 0,00 55,41 + 0,16? 18,03 + 1,25¢de
HADS50 9,0 11,35+ 0,74° 0,64 £ 0,02° 12,60 31,92 +£0,32¢ 15,79 + 1,30%f
HADG60 7,5 7,30 +0,18° 0,56 +0,01¢ 10,50 22,34+ 0,01™ 12,94 + 1,25%
HAD70 5,0 6,33 +£0,35¢ 0,51+0,03" 7,00 20,04 + 0,01" 14,24 +1,23¢
IRD40 5,0 7,63 +£0,47° 0,53 £0,01¢f 9,00 27,11 £ 0,01% 16,60 £ 1,25%f
IRD45 3,0 7,33 £1,96° 0,52 + 0,02¢f2 5,40 24,75 + 0,02! 15,83 £ 1,259f
IRD50 2,3 6,73 £ 0,58¢ 0,51 +0,01' 4,14 27,44 £ 0,03! 8,58 +1,24"
MWD270 0,95 10,07 £+ 0,50° 0,59 + 0,02¢4 0,26 34,95 +£0,01° 21,50 + 1,28
MWD450 0,43 6,04 £ 1,96° 0,51 + 0,02 0,19 34,45+ 0,154 23,41 + 1,23
MWD720 0,3 3,77 £ 1,55¢ 0,48 £ 0,048 0,22 32,47 £ 0,06 24,25 £ 1,20°
LAD30 10,0 9,64 + 0,29° 0,59 £ 0,02 19,00 45,58 + 1,06 10,33 +1,28¢"
LAD35 9,0 10,33 + 0,40° 0,61 £ 0,02° 17,10 30,05+ 0,01" 15,61 £ 1,299
LAD40 8,3 10,34 = 1,12° 0,55+0,01% 15,77 33,23 £0,01°¢ 18,59 + 1,29¢
FRD 48 4,38 + 0,00° 0,42 + 0,00 105,60 ND 13,94+ 1,21
FS 0 74,25 £ 1,252 0,93 +0,00° ND ND 44,00 + 4,482

Cdc chir viét tat khdc nhau trong ciing mot c¢ét biéu thi sw khdc nhau c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05). Phoi ning: SD; sdy khéng khi ¢ 50 °C, 60 °C, 70
°C: HAD50/60/70; sdy hong ngoai ¢ 40 °C, 45 °C, 50 °C: IRD40/45/50; sdy vi séng ¢ 270W, 450W, 720W: MWD270/450/720; sdy lanh & 30 °C, 35 °C,

40 °C: LAD30/35/40; sdy déng khé: FRD; khéong xdc dinh: ND
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- CAu tric bé mat: Hinh 3.2 cho théy su khac biét o rét vé hinh thai bé mat cia
r& DS sau say bang ba mirc cong suat vi song khac nhau, phan anh truc tiép muc do gia
nhiét dién moi va ap sudt ndi bao tao ra trong qua trinh sdy. O cong sudt thip (MWD270),
ning luong cung cap chua du 16n dé tao ap suat ndi bao manh, do d6 ciu tric té bao chi
bi bién dang nhe, bé mit con tuong doi nguyén ven va do xép th‘?ip. Khi tang 1én
MWD450, mirc d6 gia nhiét ting lam ap suit noi bao 16n hon, giy phd v& mot phan cau
tric mo, hinh thanh cac khe nuit va 16 rong nho, tir d6 cai thién kha ning khuéch tan 4m
va dung moi. O cong suit cao (MWD720), gia nhiét thé tich dién ra manh, lam ting
nhanh 4p suit ndi bao va giy pha v& cdu tric té bao rd rét, tao hé mao quan x6p va bé
mit phan manh. Cau tric ndy lam giam tré lyc khuéch tan, ting dién tich tiép xtic va tao
diéu kién thuan loi cho dung mo6i xam nhdp, do do lién quan tryc tiép dén gid tri EY,

TPC, TFC va hoat tinh chéng oxy hoa cao hon so v&i cac mirc cong suat thap.

Hinh 3. 2 Hinh dnh SEM ciia 3 mAu MWD270 (A), MWD450 (B), MWD720 (C)
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Tom lai, két qua cho thdy mau MWD720 c6 nhiéu wu diém noi bat so véi cac
phuong phap sdy khac: mau sic it bién doi, thoi gian sdy ngan nhit, ning suét chiét cao,
hoat 30 nudc thép, muc tiéu thu ndng lugng nho va nang suét séy khong chénh 1éch déang
ké so v6i cac phuong phap truyén thong. Do do, xét trén cac chi tiéu hoa 1y then chét,
sdy vi song & 720 W 1a phuong phap phu hop nhat dé lam khé r& DS, tao tién dé thuan
loi cho viéc bao toan va thu hdi cac hoat chit sinh hoc trong cac budc danh gia tiép theo.
c. Anh huéng ciia phwong phap va diéu Kién say dén ham lwong cac hoat chét sinh

hoc cia ré DS

Bang 3. 3. Anh huong ciia diéu kién sy dén ham lwong hoat chit sinh hoc ré DS

Diéu TSC TPC TFC TAC

kién say | (mg EE/g DM) | (mg GAE/g DM) | (mg CE/g DM) | (mg AE/g DM)
SD 20,68 = 0,864 2,98 £ 0,13k 0,75+ 0,12¢ 3,95 +0,72N
HADS0 21,27 +1,16¢ 4,28 + 0,028 0,58 + 0,044f 3,39+0,11
HADG60 24,85 +0,74¢ 5,73 £ 0,30f 0,68 + 0,039 3,62 + 0,58M
HAD70 27,00 +2,43¢ 8,16 +0,41¢ 0,52 = 0,03°2 4,22 + 0,608"
IRD40 19,17 = 1,329 2,87 £ 0,28k 0,37+ 0,01# 4,33 + (0,53 hi
IRD45 19,60 + 1,004 3,52 £ 0,10k 0,58 + 0,034f 5,21 £ 0,70
IRD50 27,22 + 3,34¢ 4,67 £ 0,06 1,93+0,16° 5,37 +0,48f
MWD270 | 12,89 +1,17f 4,98 + 0,40 0,68 £ 0,07% 11,63 +0,714
MWD450 | 18,01 +1,68% 13,05 + 1,68°¢ 1,99 +0,23° 12,21 + 0,55¢
MWD720 | 32,00 + 3,05 9,33 + 0,14¢ 1,26 + 0,02¢ 13,16 + 0,31¢
LAD30 16,68 £ 0,48° 3,09 £ 0,53 0,40 £ 0,04 4,52 + (0,83 1eh
LAD35 21,34 £ 1,564 3,78 + 0,278hik 0,44 £ 0,03 5,22+£0,71'
LADA40 19,28 + 1,914 3,88 £ 0,082k 0,57 £ 0,02¢f 6,58 + 0,54°¢
FRD 33,66 + 3,49P 16,68 + 0,27° 2,32 £ 0,122 16,52 £ 0,23
FS 48,76 + 1,16* 21,24 + 0,86 2,35 + 0,24 26,10 + 0,74*

Cdc chi cdi viét tat khdc nhau trong cing mot cot biéu thi si khdc nhau cé ¥ nghia

thong ké (p < 0,05).

Két qua & Bang 3.3 cho thidy ham luong saponin téng s6 (TSC) cua ré DS sau sdy

dao dong tir 12,89 dén 33,66 mg EE/g DM va khéc biét c¢6 y nghia théng ké giita céc
diéu kién sdy (p < 0,05). Mau tuoi c6 TSC cao nhat (48,76 mg EE/g DM), phan anh
ham luong ty nhién trudc tac dong ctia qua trinh sdy. Trong sd cdc mau sau sy, FRD

va MWD720 giit lai TSC cao nhét (33,66 va 32,00 mg EE/g DM), cao hon rd rét so v6i
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cac phuong phap con lai. Két qua nay cé thé giai thich tir co ché truyén nhiét dac trung
ctia hai phuwong phap. FRD dién ra & nhiét d6 thip va méi truong chan khong nén han
ché qua trinh oxy hoa va phan hity nhiét, trong khi MWD720 v&i co ché gia nhiét thé
tich lam tang nhanh ap suit ndi bao, pha v cau tric mod va giai phong saponin lién két
trong thanh té bao. Pong thoi, thoi gian siy ngan ciing gop phan giam murc do tiép xuc
oxy. Nguoc lai, cic phuong phap con lai lam suy giam TSC dang ké, dic biét MWD270
cho gia tri thap nhat (12,89 mg EE/g DM). Két qua nay cho thdy ¢ mirc ning lugng thap,
migc du cuong do nhiét khong cao, nhung thoi gian say kéo dai lam ting thoi gian tiép
xuc voi oxy, tir d6 thuc ddy qua trinh oxy hoa va phan giai cham saponin. Xu hudng
TSC ting theo nhiét d6 hodc cong suat vi séng ciing phit hop vi mot sb nghién ciru
trude day trén Phyllanthus amarus [176] va S. spinescens [164].

Ham luong polyphenol tong s6 (TPC) cua ré DS sau say ciing khac biét rd rét theo
diéu kién sdy. Mau tuoi c6 TPC dat 21,24 mg GAE/g DM. Trong sb cac phuong phap
sdy, FRD cho TPC cao nhit (16,68 mg GAE/g DM), tiép theo 1a MWD450 va MWD720
(13,50 va 9,33 mg GAE/g DM), trong khi cadc phuong phap con lai chi dat 2,98-8,16
mg GAE/g DM. Su suy giam TPC cha yéu lién quan dén d6 nhay cao cia polyphenol
dbi véi oxy va nhiét kéo dai [232, 264]. Cac phuong phap sdy nhu HAD, IRD va LAD
v6i thoi gian xir 1y dai 1am tang tiép xuc véi oxy, thic day qua trinh oxy héa va phan
huy céac hop chat phenolic. i véi LAD, mic du nhiét d6 thip, nhung do thoi gian kéo
dai, cdc phan g oxy hoa van dién ra cham nhung lién tuc, ddn dén ton that polyphenol
dang ké [264]. Nguoc lai, FRD va MWD cho gié tri TPC cao hon do han ché duoc thoi
gian tiép xtic oxy va dong thoi hd tro giai phong cac hop chat phenolic tir cau trac té
bao. Tuy nhién, khi céng suat vi song quéa cao nhu MWD720, hién tuong gia nhiét cuc
bd 6 thé xay ra, lam ting phan hay mot phan polyphenol nhay nhiét, do d6 TPC thip
hon MWD450. Ngoai ra su bién d6i TPC con lién quan dén hoat dong ciia cac enzyme
oxy hoa nhu polyphenoloxidase va peroxidase. O nhiét do thap hoic trung binh, céc
enzyme nay c6 thé van hoat dong va xtc tac qua trinh oxy hoa phenolic; trong khi &
nhiét d6 cao hon, enzyme bi vo hoat nhanh, nhung dong thoi cac phan tng phan hiy
nhiét va oxy hoa phi enzyme lai ting 1én, gop phan lam giam ham luong polyphenol
tong s6 [294]. Xu huéng nay twong tu cac nghién ciru trén gimg [129] va trén vo ca rot
[169], mic du khong hoan toan ddng nhit véi cac loai nguyén liéu khac, nhu S.

spinescens ghi nhan TPC cao nhét & vi séng cong suat thap (240 W) [164], trong khi &
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bac ha, sdy dong kho cho TPC cao hon dang ké con siy vi song va sdy dbi luu lai lam
giam manh TPC [184].

Ham luong flavonoid téng s6 (TEC) ciia cac miu siy dao dong tir 0,37 dén 2,32
mg CE/g DM va ¢6 su khac biét c6 y nghia thong ké (p < 0,05). Mau twoi dat 2,35 mg
CE/g DM, trong khi FRD giir lai ham lwong flavonoid cao nhat (2,32 mg CE/g DM),
tiép theo 1& MWDA450, IRD50 va MWD720 (1,99; 1,93 va 1,26 mg CE/g DM). Xu
huéng nay twong ty TPC, phan anh d6 nhay cao cua flavonoid véi oxy trong diéu kién
sdy kéo dai. O mau IRD50, TFC twong d6i cao so v6i cac diéu kién IRD khac c6 thé 1a
do tia hong ngoai budc song dai c6 kha ning kich hoat dirt gdy mot sd lién két cong hoa
tri yéu, giai phong flavonoid va cac hop chit chdng oxy héa khac nhu polyphenol, tannin
hoic carotenoid [178]. Nguoc lai, & IRD40, LAD30 va LAD35, qua trinh siy kéo dai
lam tang oxy hoéa lién tuc, dan dén TFC thap nhat (0,37; 0,40 va 0,44 mg CE/g DM).

TAC cuiia & DS c6 su khac biét co ¥ nghia thong ké giita cac diéu kién sdy (p <
0,05). Mau tuoi c6 TAC dat 26,10 mg AE/g DM, trong khi cac mau kho chi dao dong
tir 3,39 dén 16,52 mg AE/g DM. Diéu nay ching t6 alkaloid 1a nhom hop chat nhay cam
v6i nhiét va chiu anh hudng manh bai thoi gian tiép xtc nhiét — oxy trong qua trinh sdy.
Trong sb cac phwong phap khao sat, FRD, MWD720 va MWD450 giit lai TAC cao nhat
(13,16; 12,21 va 11,63 mg AE/g DM), phan anh loi thé ctia nhiét do thap — chan khong
(FRD) va gia nhiét nhanh theo co ché vi song (MWD), gitip han ché oxy héa — phan hay
va dong thoi giai phong mot phan alkaloid & dang lién két trong mé thuc vat. Nguoc lai,
cac phuong phép con lai gy ton that 16n (2,98-6,60 mg AE/g DM), chu yéu do thoi gian
sdy kéo dai trong moi truong hiéu khi lam ting phan huy hop chat.

Két qua ciing cho thdy xu hudng gia ting TAC theo murc ning luong sdy (ting
nhiét d6 hodc cong suit vi song), v6i didu kién thoi gian xtr Iy dwoc rat ngin du dé han
ché qua trinh oxy héa kéo dai. Nguoc lai, néu thoi gian sy kéo dai, cac qua trinh oxy
hoa va phan hity nhiét s& chiém wu thé, din dén suy giam ham luong alkaloid. Xu huéng
nay tuong tu véi nghién ciru trén vo qua cacao [175], trong d6 ting nhiét d6 trong siy
khong khi néng gitp giai phong alkaloid tir moé thuc vat, qua d6 lam tang TAC.

Hinh 3.3 trinh bay sic ky d0 UHPLC cia 2 chit chuan Tanshinone I va
Cryptotanshinone (A and B) cing véi mau ré DS duoc siy bang vi song ¢ 720 W (C).

Hai hop chét nay duoc lya chon lam chét chi thi dai dién cho nhém diterpen quinone
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dac trung cua DS, nham budc dau phan anh sy hi¢n di¢n cua cac hop chat dic trung

trong mau. Khi so sanh thoi gian luu gitia sac ky do6 chuan va mau nghién ctru, co6 thé

thay hai dinh trong mau kho xuat hién twong tng tai 11,83 phit (Tanshinone I) va 8,08

phut (Cryptotanshinone). Piéu nay chirng t6 miu ré DS sau siy MWD720 vén chira cac

hop chét tanshinone dic trung, dong thoi xac nhan tinh 6n dinh ciu tric va kha ning

bao toan cac hop chat nay dudi di€u kién say vi song cong suat cao.

A

Absarbance [mAU]
©
8
°

- 11.832

Absorbance [mAU]

6D

80 16.0
Time [min]

Y - 8.078

120

20 40

-3.630

Absorbance [mAL]

852

20 | ?
| .

o] __\\)T,‘:Ar\LL\

2-3
35107

80

)
Time [min]

5 CRY 8026

—_—
=

\E’
(]

D4 -6.867

©

il
€ o

& - TANT - “1.702

14.0 1

40 - 14,070

—
==

T>9-12762

e

\ i ‘\

L AVAVER\

/ |
—~ NN J‘

T
Time [min]

100

T
120

140 18

]

Hinh 3. 3. Sic ky d6 UHPLC ciia chuan Tanshinone I (A), Cryptotanshinone (B), va
miu MWD720 (C)

Bang 3.4 cho thiy sy hién dién cua hai hop chat Tanshinone I va Cryptotanshinone

v6i ham luong dang ké trong mau ré DS sau khi sdy vi song & cong suat 720 W. Két qua

nay cho thiy phuong phap MWD720 khong lam mét hoan toan cac hop chat thuéc nhom

tanshinone va c6 thé gop phan han ché bién ddi ctia chiing trong qua trinh sy.
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Bang 3. 4. Ham lwong hai hoat chét sinh hoc trong ré& DS siy khé bang MWD720

Maiu siy Hoat chit Ham lugng (mg/g DM)
Tanshinone I 6,38 £ 0,05
MWD720 )
Cryptotanshinone 1,55 +£0,04

Tom lai, cac két qua cho thdy phuwong phap sdy vi song & 720 W 1a phuong phap
bao ton duge cac hoat chét sinh hoc (TSC, TPC, TFC va TAC) & mirc twong dbi cao,
chi thap hon phuong phap sdy dong kho nhung vuot tri so véi cac phuong phéap sy
khac. Piéu nay khang dinh MWD720 14 lya chon t6i wu vé hiéu quéa bao toan hoat chét
két hop voi kha ning ing dung thyc té trong quy mo san xuat.

d. Anh huéng ciia phwong phap va diéu kién siy dén hoat tinh chdng oxy héa ciia
ré PS

Két qua ¢ Bang 3.5 cho thay gia tri DRSC ctia mau tuoi dat 26,15 mg TE/g DM.
Sau khi siy, mau FRD c6 DRSC cao nhit, tiép theo 1a MWD720 va HAD60. Két qua
nay cho thay cac diéu kién sdy c6 kha nang rat ngin thoi gian xu Iy hodc han ché oxy
hoa gitp duy tri hoat tinh chdng oxy hoa t6t hon. Cu thé, FRD dién ra ¢ nhiét d6 thip
va moi trudng chin khong nén han ché phan huy oxy hoa, trong khi MWD720 véi co
ché gia nhiét nhanh gitip giam thoi gian tiép xic v6i oxy va hd tro giai phong cac hop
chét chéng oxy héa tir mé thue vat. Nguoc lai, mau IRD40 ghi nhan gi tri thdp nhat
(3,63 mg TE/g DM), cho thiy diéu kién birc xa hong ngoai ¢ mirc nhiét thap nhung kéo
dai khong thuén loi cho viée duy tri kha ning quét gbc DPPH. Do dic diém truyén nhiét
ctiia IRD chu yéu tap trung ¢ bé mit, qué trinh tach am dién ra cham, lam kéo dai thoi
gian tiép xuc véi oxy va thuc ddy qua trinh oxy hoa thr cip ctia polyphenol trong sudt
thoi gian sdy.

ARSC cuia cac miu sau sdy dao dong tir 6,44 d¢én 21,70 mg TE/g DM. Mau FRD
ghi nhan ARSC cao nhét, tiép theo 1a MWD450, HAD60 va MWD?720, trong khi cac
mau LAD va SD c6 gia tri thip nhit. Xu hudng nay twong tu DRSC, cho thiy cac
phuong phap sy nhanh hodc han ché oxy hoa giup duy tri hoat tinh chdng oxy hoa tot
hon con cac phuong phap c6 thoi gian say kéo dai 1am ting mirc d6 oxy héa, din dén
suy giam kha ning khir gbc ABTS. Két qua nay phu hop véi xu hudng chung cho thiy
moi lién hé ti 1¢ thuan giita ham lugng polyphenol tong s6 (TPC) va hoat tinh chdng oxy

hoa [142, 197]. Gié tri ARSC cao trong cac madu MWD tuong dong véi nghién ciru trén
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v6 ca rot [169] va vo chudi [251]. Bén canh dé, hoat tinh chong oxy héa cé xu hudng
tang khi nhiét 6 hodc cong suit vi song ting, phu hop véi két qua ghi nhén trén S.
spinescens [164], P. amarus [176] va 1a H. hirsuta L. [197]. Xu huéng nay c6 thé lién
quan dén sy gia ting mirc do giai phong cac hop chit chéng oxy héa tir cAu trac té bao
duéi tac dong cta nang luong say [92], ddng thdi qua trinh gia nhiét nhanh gép phan
bat hoat s6m céc enzyme oxy héa nhu polyphenol oxidase, qua d6 han ché sy suy giam
phenolic[128]. Ngoai ra, viéc tiép xuc véi oxy & mirc vira phai c6 thé thic diy hinh
thanh cac dan xuét polyphenol bén hon [263]. Trong mdt sb diéu kién séy nhiét, cac san
pham trung gian ctia phan Gmg Maillard ciling c6 thé dong gdp vao kha ning cho electron
va ting cudng hoat tinh quét goc tu do [24, 280].

Bang 3. 5. Anh huéng ciia diéu kién sy dén hoat tinh chdng oxy héa ciia ré PS

Phwong phap DRSC ARSC FRAP
say (mg TE/g DM) (mg TE/g DM) (mg TE/g DM)
SD 3,97 £ 0,69" 10,56 & 1,10¢" 7,29 £ 0,60°
HADS0 9,64 + 0,59 13,51 + 1,04¢f 12,14 + 0,994
HAD60 12,87 +0,28¢ 18,14 £ 0,79 12,58 + 0,84
HAD70 8,54 + 0,25 14,10 + 1,74° 9,24 +0,26°
IRD40 3,63 £0,31! 12,22 + 1,308 5,29 +0,33h
IRD45 5,07 = 0,58M 13,92 + 1,28° 7,29 £ 0,60°
IRD50 9,04 £ 0,56° 15,95 + 1,35¢ 13,46 £ 1,71¢
MWD270 9,32 £ 0,49° 13,53 +0,58¢f 8,96 +0,31°¢
MWD450 11,15 £1,75¢ 19,61 + 0,55 20,91 £ 1,76°
MWD720 17,72 +1,32¢ 17,89 + 1,17 22,76 + 0,417
LAD30 5,34 +0,76" 6,44 = 0,25 5,44 +0,32¢
LAD35 9,52 +0,41° 9,64 + 1,27 6,35 = 0,60"
LADA40 7,33 £0,52¢8 11,85+ 0,117 7,01 £0,85
FRD 22,58 +0,16" 21,70 + 0,79* 21,83 + 0,90
FS 26,15 + 1,107 17,54 +1,05% 14,13 + 1,30¢

Cdc chir cdi viét tat khdc nhau trong ciing mét cét biéu thi sw khdc nhau cé ¥ nghia thong ké (p
<0,05).

Trong khi d6, cac mau SD va LAD c6 ARSC thép nhit, c6 thé do thoi gian siy
kéo dai 1am ting mirc 46 oxy hoa cac hop chit chdng oxy hoa. Pi v6i SD, viée tiép xtc
v6i blic xa anh sang mit troi (bao gém tia UV) ¢6 thé thuc ddy qué trinh phan huy céac

hop chét phenolic, tir d6 1am suy giam kha ning khir gdc ABTS va dan dén giam dang

76



ké hoat tinh chéng oxy héa. Xu huéng nay ciing da dugc ghi nhan twong ty trong nghién
cuu trén P. amarus [176].

Gia tri FRAP ctia cac méu sau sdy dao dong tir 5,29 dén 22,76 mg TE/g DM. Mau
MWD720 cho gia tri FRAP cao nhat, tiép theo 1a FRD, déu cao hon dang ké so véi cac
diéu kién sdy khac va tham chi vuot mau tuoi (14,13 mg TE/g DM). Diéu nay cho thiy
& diéu kién niang luong cao nhung thdi gian xu 1y ngan, kha ning khir cia miu duoc
tang cudng do su giai phong hiéu qua cac hop chat c6 kha ning cho electron tir cdu trac
mo thue vat. Cac hop chat nay dong vai trd 1a chét khir, tham gia chuyén electron dé
khu Fe** thanh Fe?* trong hé phan ing FRAP, tir d6 1am tang gia tri do dugc.

Nguoc lai, cac mau IRD40, LAD, IRD45 va SD ghi nhan FRAP thap nhat (5,29-
7,29 mg TE/g DM), cho thiy & cac diéu kién nhiét do thap kéo dai qua trinh oxy héa
cham nhung lién tuc lam suy giam dang ké cac chat khir. Xu hudng niy vira twong dong,
vira khac biét voi mot s6 nghién ciru trude, tiry thudc vao ban chit nguyén lidu va trang
thai lién két ctia polyphenol trong md thuc vat. Di véi sy vo ca rot [169] va vo chudi
[251], mdu MWD & cong suat cao ghi nhan gia tri FRAP cao nhat, do kha nang pha v&
vach té bao va giai phong cac hop chét phenolic. Tuy nhién, trong nghién ciru trén S.
officinalis L. [106], cac mdu MWD lai cho cho gié tri FRAP thap nhat. Tuong tu, nghién
clru sdy bac ha bang FRD [184] ghi nhan FRAP cao nhét, tiép theo 1a HAD, MWD va
cudi cung 1a sdy truyén thong. Nguoc lai, & P. amarus [176], tia tir ngoai va vi song 1am
giam ting kha ning khtr, khién mau SD va MWD c¢6 gi4 tri thap nhét.

Nhin chung, khi nhiét d6 hodc cong suét sdy ting, hoat tinh chdng oxy hoa (DRSC,
ARSC va FRAP) c6 xu hudng cai thién, voi diéu kién thoi gian xir 1y d ngin dé han
ché oxy hoa kéo dai. Xu hudng nay chu yéu lién quan dén kha ning phé v& cau tric mo
va giai phong cac hop chit polyphenol lién két dudi tac dong cua ning lwong nhiét hoidc
vi song, tir d6 1am tang luong chit chéng oxy hoa sin sang tham gia phan tng. Két qua
nay twong dong véi nhiéu nghién ciru trude. Vi dy, trong nghién ctru sdy 14 va than H.
hirsuta L. [196, 197] hoat tinh chong oxy héa tang rd rét khi nhiét d6 sdy khong khi
nong tang tir 80 °C 1én 90 °C. Tuong tu, trén S. spinescens [164], hoat tinh cling tang
khi nhiét d6 tang tir 30 °C 1én 90 °C. Tuy nhién, xu hudng nay khéng hoan toan dong
nhat. O P. amarus [176], mau IRD30 lai cho DRSC cao nhat, trong khi siy HAD lam
giam dang ké hoat tinh. Didu nay cho thdy anh hudng cua phuwong phap siy phu thudc
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manh vao dic diém mé hoc va trang thai lién két cta polyphenol trong tirng loai duoc
liéu.

Tom lai, cac két qua cho thiy diéu kién sdy c6 anh hudng rd rét dén tinh chat hoa
1y, ham lwong hoat chét sinh hoc va kha ning chéng oxy hoa ctia ré BS. Trong 6, FRD
cho gia tri ARSC, DRSC va FRAP cao nhit, phan anh kha ning bao toan va/hoic giai
phong cac hop chét phenolic tot hon so véi cac phuong phap con lai. Tuy nhién, do yéu
cau thiét bi phirc tap, chi phi van hanh cao va thoi gian xt 1y kéo dai, phwong phap nay
con han ché vé kha niang tmg dung & quy mé cong nghiép.

Nguoc lai, MWD720 cho hoat tinh chdng oxy héa chi thap hon FRD nhung c6 uu
thé 15 rét vé thoi gian xir 1y, tiéu thy nang luong va kha nang trién khai cong nghé. Nho
co ché gia nhiét nhanh va rat ngin thoi gian tiép xuc véi oxy, phuong phap nay van dam
bao duy tri hoat tinh & mirc cao. Vi vdy, MWD720 duoc xem la lya chon tiém nang hon
cho tng dung thyc té va dinh huéng phat trién san phim DS say khé.

3.1.2. Nghién civu diéu ki¢n sdy than ré BLMH
3.1.2.1. Puong cong sdy than ré BLMH bang phirong phdp va diéu kién sdy khdc nhau

Hinh 3.4 thé hién dudng cong sdy than ré Bay 1a mot hoa (BLMH) duéi cac diéu
kién sdy khac nhau. Xét theo thir ty, thoi gian sdy ting dan tr MWD, IRD, SD, HAD va
LAD. Xu hudng nay twong ty nhu da quan sat ¢ ré DS, phan anh sy chi phdi ciia co ché
truyén nhiét va khuéch tan 4m dic trung cua tirng phuong phap.

Ngoai ra, so v6i & DS, thoi gian sy cta than &8 BLMH ngén hon dang ké. Diéu
nay cht yéu do ham lwong 4m ban dau cta ré PS cao hon, xuit phét tir ciu tric mé mém
va giau dich bao, lam tang lugng nudc can loai bo. Bén canh d6, than r& BLMH duoc
cit lat hodc cét soi v6i kich thude ddng déu, 1am ting dién tich bé mit tiép xuc va giam
chiéu day 16p khuéch tan, tir d6 rit ngan quiang dudng di chuyén cta 4m va ting toc do
truyén khdi. Nguoc lai, r& DS ¢6 cdu trac dang bo soi khong ddng nhat, phan b am

phuc tap va duong khuéch tan dai hon, lam han ché tdc d6 thoat 4m ra bé mat vat liéu.
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Hinh 3. 4. Puong cong siy thian ré BLMH bang cic diéu kién say khac nhau
A: Phoi, B: Sy khéng khi néng, C: Sdy hong ngoai, D: Sdy lanh, E: Sdy vi song
3.1.2.2. Anh huéng ciia phwong phdp va diéu kién sdy dén tinh chat héa Iy cia than ré
BLMH
a. Anh hwéng ciia phwong phap va diéu Kién say dén mau sic ciia than ré§ BLMH

Két qua ¢ Bang 3.6 cho thiy cac phuong phéap siy khac nhau da gy ra nhitng bién
d6i 1 rét vé mau sac ciia than r& BLMH. Nhiing khac biét nay chii yéu lién quan dén co
ché truyén nhiét, toc do tach 4m va murc do tiép xuc cua nguyén liéu véi nhiét va oxy
trong qua trinh say.

Vé do sang (L*), nhin chung cic mau sau sdy van duy tri gia tri twong d6i cao, cho
thdy mau cta than r& BLMH khong bi sim di qua manh nhu ¢ mét s6 nguyén liéu giau
duong khir hodc sic t6 rat nhay nhiét. Dang chu ¥, cac mau MWD c¢6 gia tri L* (62,20—
66,24) gan voi mau tuoi (66,62). Két qua nay pht hop véi co ché gia nhiét dién mai cia

vi song, trong d6 ning lwong duoc hip thy truc tiép béi cac phan tir nude trong vt liéu,
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tao gia nhiét thé tich va rit ngan dang ké thoi gian say. Nho thoi gian tiép xtic véi nhiét
va oxy ngan hon, cic phan tmg oxy hoa va nau hoa phi enzyme bi han ché, nén do sang
ciia mau duge duy tri tét hon. Tuy nhién, & cong sudt cao nhu MWD720, gid tri L* ¢o
xu huéng giam nhe, c6 thé do sy gia nhiét qua nhanh lam xuét hién cac ving qua nhiét

cuc bd, tr d6 thuc day cuc bo cac phan iing tao mau va lam mau sam hon so véi cac

murc cong suat thap hon.

Bang 3. 6. Anh huéng ciia diéu kién say dén mau sic ciia than ré ciy BLMH

Diég‘él;ie“ L* a* b* AE
SD 72,85+ 1,71 | 2,00 +£0,44% | 1834+0,89% | 5121+ 1,77
HAD50 73,66 £2,000 | 197+0,7% | 19,66+2,13% | 5198+2,15¢
HAD60 76,40 2,107 | 1,52+£0,39°% | 19,71 +024% | 54,69 + 2,122b<d
HAD70 72,51 £ 1,49 | 233+048" | 1934+03¢ | 50,81+ 1,50¢
IRDA40 74,83 +0,75%4 | 1,76+ 0,179 | 1829+0,3% | 53,19 0,77
IRD45 77,17 £2,18% | 123 +0,38%h | 17,56+ 0,41% | 5558 +2,15%¢
IRDS50 75,87 + 0,600 | 1,14 +0,12% | 17,56+ 0,41% | 5429 + 0,60
MWD270 | 64,99 2,18 | 3,09+0,53¢ | 22,70+ 129" | 42,28 +1,12¢
MWD450 66,24 +1,60° | 3.87+0,80° | 2314+£226° | 44,58+ 151
MWD720 62,20 £ 1,04 | 698+0,35° | 28,02+0,01° | 41,27:+0,98¢
LAD30 77,46 + 243" | 1444026 | 18,65+ 0,53% | 55,80 + 2,447
LAD35 78,30 + 1,40 | 1,1+022% | 16,77+0,55 | 56,77 + 1,45
LADA40 7923+1,3% | 0744037 | 17,72+ 0,72% | 57,64 +1,35°
FRD 77,41+ 1,02 | 0,64+0,23" | 19,00+ 1,73% | 55,75+ 1,73%c
FS 66,62 +4,00° | 244+045" | 21,61 +239% | 0,00+ 0,00

Cdc chit cdi viét tdt khdc nhau trong cing mét cot biéu thi sw khdc nhau cé y nghia thong ké
(p < 0,05).

Déi voi thong sb a*, cac mau MWD c6 xu hudng ting rd rét so v6i mau tuoi, phan
anh sy chuyén dich mau theo hudng d6 hon. Sy thay ddi nay cé thé do viéc mat nudc
nhanh lam ting cudng d6 mau biéu kién trén don vi khéi lugng chat kho. Ngoai ra, trong
diéu kién gia nhiét nhanh, phan Gmg nau héa phi enzyme c6 thé xay ra & mirc d6 nhat
dinh, gop phan 1am mau chuyén sang tong d6—nau rd hon. So véi cac phuong phap ddi
Iiru, sy thay d6i nay & MWD dién ra trong thoi gian ngin hon nhung véi cudng do gia

nhiét cao hon, nén biéu hién mau c6 thé dam hon.
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Déi vai sic vang (b*), gia tri b* thay d6i dang ké giita cac phuong phap. Hai mau
MWD270 va MWD450 c6 gia tri b* gan v6i mau tuoi hon, cho thiy & mirc cong suit
trung binh, vi séng tao dugc su can béng tuong doi gitta tdc do tach Am nhanh va mirc
d6 tac dong nhiét vira phai. Trong khi d6, ¢ cac diéu kién siy kéo dai hon, dic biét 1a
céc phuong phéap truyén nhiét tir ngoai vao trong nhu HAD hodc gia nhiét bé mit nhu
IRD, thoi gian tiép xtic v6i oxy 1au hon c6 thé 1am gia ting su bién d6i hodc suy giam
cac sac to vang.

Vé tong do 1éch mau (AE), mau FRD c6 gia tri thip nhét (11,25), cho thay kha
nang duy tri mau sac gan v6i nguyén liéu twoi nhat. Két qua nay phan anh diéu kién say
nhiét d6 thip va moi truong chan khong giup han ché cac phan ing oxy hoa va niu héa.
Nguoc lai, cic phuong phap say nhiét nhw HAD va IRD cho gié tri AE rat cao do déu
1am nguyén liéu chiu tac dong cta nhiét va oxy trong thoi gian twong ddi dai, tir d6 thac
day manh cac phan tng oxy héa va nau héa, dan dén su sai khac mau 16n so véi mau
tuoi [51]. Nhoém mau MWD c6 AE thap hon HAD va IRD nhung van cao hon FRD, cho
thiy mic du vi séng giup rat ngin thoi gian siy va han ché bot bién d6i mau, nhung kha
nang xuat hién qua nhiét cuc bo van c6 thé lam thay d6i dang ké trang thai mau cia
nguyén li¢u.

Té6m lai, su bién d6i mau séc phu thudce chu yéu vao co ché truyén nhiét, thoi gian
xtr Iy va mire do tiép xtic voi oxy trong qué trinh sy. FRD gitip duy tri mau sac tot nhat
nhd diéu kién nhiét do thdp va méi truong chan khong, han ché cac phan Gmg oxy hoa
va nau hoéa. Nguoc lai, cac phuong phap nhu HAD va IRD véi thoi gian xu ly kéo dai
trong diéu kién co oxy lam gia ting phan tmg Maillard va oxy hoa, ddn dén bién doi
mau rd rét so voi nguyén liéu ban dau.

b. Anh huwéng ciia phwong phap va diéu kién sy dén tinh chit héa ly ciia than ré
BLMH

- Thoi gian say: Thoi gian siy ting dan theo thir ty MWD, IRD, SD, HAD, LAD
va FRD, phan anh su khac biét vé co ché truyén nhiét ciia cac phuong phép sdy di trinh
bay & phan ré BS. Trong 46, MWD cho thoi gian ngan nhat do gia nhiét nhanh trong
toan bo khéi vat lidu, trong khi cac phuong phép truyén nhiét tir ngoai vao trong (SD,
HAD, LAD) ¢6 toc d6 tach 4m chdm hon. FRD c6 thoi gian dai nhat do qua trinh thing

hoa dién ra cham trong diéu kién 4p suat thap. Két qua thu dugc twong dong véi cac
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nghién ctru truée day doi voi P. amarus [176] va & H. hirsuta L. [197], hogc siy dong
kho hoa nghé tay (47 gio ¢ -55 °C) [51].

- Tiéu thu ning lwong: Tiéu thu ning lwvong phu thudc chu yéu vao thoi gian siy
va hiéu qua truyén nhiét. SD khong tiéu thu nang lwong nhung tiém an nguy co bién doi
chat lugng v& vi sinh vat va hoat chét, hoat tinh. MWD tiéu thu nang lugng it nhét (0,12-
0,21 kWh), sau do la IRD (4,5-6,3 kWh), HAD (6,3-9,1 kWh), LAD (9,5-13,3 kWh).
FRD tiéu thu nang luong cao nhat (105,6 kWh), do thoi gian xir 1y dai va yéu ciu ning
lugng cho qué trinh dong lanh va duy tri chan khong.

- Pd Am: DO am ciia mau say tir 4,62-10,04%, phan anh hiéu qua truyén nhiét —
truyén khéi cta timg phuong phap. Cac diéu kién nang luong cao hoic c¢6 co ché tach
4m hiéu qua nhu MWD cong suit cao va FRD thuong cho d6 am thap hon. Nguoc lai,
cac phuong phap d6i luu hodc nhiét thap kéo dai lam qua trinh thoat 4&m cham hon, nén
d6 am cudi thuong cao hon

- Hoat dd nwéc: Hoat d6 nude ciia mau twoi cao nhat (0,93), thudn lgi cho vi sinh
vat va enzyme hoat dong [81]. Nhin chung, cac diéu kién sfiy déu lam giam hoat do nudc
cua mau tuoi xuéng gia tri an toan (0,32 dén 0,5 8). Mau séy FRD, MWD720 c6 hoat do
nudc thap nhit (0,32 va 0,34), vi ddy 13 hai phwong phap c6 hiéu qua loai Am manh nhét:
FRD loai nuéc tuong ddi triét dé bﬁng thang hoa, con MWD720 tao gia nhié¢t manh lam
nudc thoat ra nhanh. Nguoc lai, SD ¢ hoat d6 nuée cao nhat (0,58) do cudng do truyén
nhiét thip va khong 6n dinh, nén lugng nudc ty do con lai 1én hon.

- Niing sut siy (DY): DY phuy thudc nhiéu vao mirc do loai nude va ton that chat
kho trong qua trinh sdy. SD cho DY thap nhat (27,69 g mau kho/100g mau tuoi), co thé
do ngoai su mat nudc kéo dai con co thé xay ra hao hut vat chit do oxy hoa, phan huy
hoic bién ddi bé mit trong sudt qua trinh phoi. Nguoc lai, LAD30 va MWD450 c6 DY
cao nhat (42,62 va 41,53 g miu kh6/100g mau twoi), cho thiy hai diéu kién nay dat duoc
su cAn bang t6t giita kha nang tach Am va han ché ton that vat chat. Két qua nay tuong
tu voi nghién ctru sdy P. amarus [176], trong d6 LAD and MWD ciing thu két qua DY

cao hon cac phuong phép khac.
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Bang 3. 7. Anh huéng ciia diéu kién say dén tinh chat héa Iy ciia than ré BLMH

Diéu’ kién | Thoigian | Tiéu thu nang | D9 am (%) Hoat do Ning suat sé)j (g miu | Niing suit chiét (g dich chiét
say say (h) lwgng (kWh) nuoc (aw) kho/ 100g mau twoi) kho/100g DM)
SD 4,50 0,0 10,04 £0,22° | 0,58 £0,01° 27,69 £ 0,61" 8,15+ 1,28¢%e
HADS0 6,50 9,1 8,17 +£0,24%" | 0,47 £ 0,02¢ 32,74 +1,88F 7,87 + 1,249
HADG60 5,50 7,7 5,28 £ 0,55 | 0,45 + 0,074 32,75+ 1,79¢ 11,39 + 1,23bcd
HAD70 4,50 6,3 6,49 £ 1,018" | 0,40 + 0,021 32,87 £ 0,89° 12,52 +£2,09°
IRD40 3,50 6,3 7,99 £0,35% | 0,43 £0,01%f 30,89 + 0,208 10,66 + 2,13b¢d
IRD45 3,00 5,4 6,66 + 1,06° | 0,41 £ 0,02°% 33,61 £ 0,05° 7,81 + 1,234
IRD50 2,50 4,5 6,43 £1,31" | 0,38 +0,02¢" 3547 +£1,61° 9,83 & 1,22bcde
MWD270 0,73 0,19 9,90 £0,77°¢ | 0,54 +0,01° 34,10 + 0,73 6,54 +2,18°f
MWD450 0,47 0,21 5,19 +£0,65%" | 0,45+ 0,04% 41,03 £ 0,39 3,54 +1,23f
MWD720 0,17 0,12 4,62 +0,69% | 0,34 +0,02¢" 37,86 £ 0,344 3,41 +1,18f
LAD30 7,00 13,3 8,79 £ 0,86 | 0,56 = 0,03 42,62 +0,38° 10,31 + 1,284
LAD35 6,00 11,4 8,92 + 0,40 | 0,52 + 0,03 39,02 + 0,93 9,43 & 3,32bode
LADA40 5,00 9,5 6,74 +1,23%¢1 | 047 + 0,014 40,10 = 1,38%¢ 11,72 £ 1,27%
FRD 48,00 105,6 5,37 +£0,50% | 0,32 +0,12" ND 11,00 £ 1,19b<d
FS ND ND 71,54 +£0,99* | 0,93 = 0,00 ND 39,82 +£4,06*

Cdc chir cdi viét tat khdc nhau trong ciing mét cot biéu thi sw khdc nhau c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05). Phwong phdp phoi ning: SD; sdy khong
khi néng ¢ 50 °C, 60 °C, 70 °C: HADS50/60/70; sdy hong ngoai & 40 °C, 45 °C, 50 °C: IRD40/45/50; sdy vi song & 270W, 450W, 720W:
MWD270/450/720; sdy lanh ¢ 30 °C, 35 °C, 40 °C: LAD30/35/40; sdy déng khé: FRD.
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- Niing suit chiét (EY): MAau tuoi cho gid tri EY cao nhat (39,82 g dich chiét/100
g mau kho). Trong cac phuong phap sdy, cac mau HAD70, HAD60, LAD30, LAD35,
LADA40, IRD50 va FRD thudc nhém co6 EY cao hon, cho théy cac diéu kién nay tao
dugc mirc d bién d6i cu trac vira phai hoac duy tri dugc h¢ mao quan thuan lgi cho
dung moi tham nhap. Pac biét, FRD tao mang mao quan xép giup tang kha nang tai
hydrat hoa. Nguoc lai, cac mdu MWD c¢6 EY thap hon, ¢ thé do gia nhiét nhanh gay
bién tinh hodc co cimg cau tric, 1am giam kha ning khuéch tan dung mai [176].

- CAu tric bé mit: Hinh 3.5 thé hién hinh thai bé mat bot than r& BLMH sau sdy
bang cac phuong phap HAD60, HAD70, SD va FRD, cho thiy su khac biét twong d6i
10 rét vé cu tric mo sau xir 1y nhiét. Trong d6, mau FRD c6 bé mit nhin min, it bi pha
huy va co rat ciu tric, chimg t6 qué trinh thing hoa gitp duy tri hinh théi té bao gan
nhu nguyén ven [25, 285]. Nguoc lai,  HAD60 va HAD70, tdc dong nhiét [am té bao
bi co rut va nut vo, mirc d pha huy tang khi nhiét do cao hon (HAD70). Su truyén nhiét
tlr bé mit vao bén trong khién chénh léch ap suét hoi 16n 1am thanh té bao bi xep nhanh,
dan dén hinh thai bé mit gd ghé, c6 vét ntt va xo rach vi mo. Péi véi SD, nhiét duoc
cung cip cham va khong on dinh tir birc xa mat troi (dic biét 1a tia UV) két hop ddi luu
tu nhién, nén qua trinh thoat am kéo dai lam md thuc vét co nén dan, bé mat trd nén thd
rap va kém d("ing nhét. Do tdc dd thoat 4&m cham, cac bo sgi thuc vat bi nén lai, lam ciu
trac khong xdp nhu FRD nhung ciing khong bi pha hity manh nhu HAD.

Al P oy e &

Hinh 3. 5. Hinh inh SEM miu siy HAD60 (A), HAD70 (B), SD (C), FRD (D)
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Nhu vay, su khic biét hinh thai bé mit gitta cac miu 13 hé qua truc tiép cua sy
khac nhau vé co ché truyén nhiét, toc d6 thoat 4m va mirc do co rat cu tric trong qua
trinh sdy.

c. Anh hwéng ciia phwong phap va diéu kién sy dén ham lweng cic hoat chit sinh
hoc ciia than ré BLMH

Bing 3. 8. Anh hwémg ciia diéu kién say dén ham lwong cac hoat chit sinh hoc

ciia than ré BLMH
Piéu ki¢n TSC TPC TAC
shy (mg EE/g DM) (mg GAE/g DM) (mg AE/g DM)
SD 25,52 +0,55% 0,58 + 0,06% 0,12 + 0,03
HAD50 17,83 + 2,02f 0,54 +0,12¢ 0,13 + 0,02
HADG60 27,11 + 0,89¢ 0,78 + 0,07 0,21 +0,03¢
HAD70 20,60 + 1,75¢F 0,59 + 0,039 0,34 + 0,03
IRD40 13,83 + 1,668 0,40 + 0,02f 0,08 = 0,01hi
IRD45 23,27 £2,58% 0,65 + 0,04 0,11 +0,01¢"
IRD50 27,67 £ 141° 0,69 0,11 0,21 +0,02¢
MWD270 24,77 + 0,96 0,44 = 0,041 0,14 +0,01%
MWD450 19,26 + 2,00 0,62 +0,01% 0,30 + 0,03¢
MWD720 14,61 2,218 0,45 + 0,04 0,12 + 0,01
LAD30 14,67 + 1,918 0,39 + 0,06 0,15+ 0,01f
LAD35 19,29 + 1,34 0,65 + 0,029 0,10 £ 0,02¢h
LAD40 13,35 + 0,768 0,39 + 0,08 0,07 + 0,01
FRD 42,29 +2,72P 0,88 + 0,04" 0,25 + 0,014
FS 60,61 + 2,26 1,95 +0,10° 0,38 + 0,05

Cdc chir cdi viét tat khdc nhau trong ciing mét cdt biéu thi sw khdc nhau cé ¥ nghia thong ké (p
<0,05).

Két qua & Bang 3.8 cho thdy TSC gitta cdc mau c6 su khac biét c6 y nghia thong
ké (p < 0,05). Mau tuoi c¢6 TSC cao nhat (60,61 mg EE/g DM), tiép theo 1a mau FRD.
Cac phuong phap SD, IRD50 va HAD60 cho TSC tuong duong nhau, sy khéac biét
khong c6 ¥ nghia théng ké. Mic du ba phuong phap nay khac nhau vé co ché truyén
nhiét, diém chung 13 mérc gia nhiét vira phai, khong gy pha hity manh cau tric té bao
nén luong saponin bi mat khong qua 16n. Nguoc lai, cac mau MWD va LAD ¢6 TSC
thip nhat. Xu hudng nay phi hop vé6i co ché di trinh bay ¢ BS: sy vi song v6i gia nhiét
nhanh c6 thé giy qua nhiét cuc bo va 1am suy giam hoat chat, trong khi sdy lanh kéo dai
lam tang oxy héa duéi diéu kién hiéu khi.
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Ngoai ra, nhiét d6 sdy ciing 1a yéu to quyét dinh: trong nhém HAD, HAD60 c6
TSC cao hon HAD50 va HAD70. Nguyén nhan 13 60 °C 13 mirc nhiét khong qua cao dé
gy phan hiy hoat chat, nhung ciing du dé rut ngan thoi gian sy, han ché oxy héa kéo
dai. Déi v6i IRD, TSC c6 xu hudng ting khi ting nhiét do vi hdng ngoai truyén nhiét
theo co ché burc xa truc tiép, lam giam thoi gian siy nhiéu hon so véi HAD, nhd d6 han
ché ton that saponin du & nhiét do bé mit cao hon.

Céc két qua nay ciing c6 su twong dong va khac biét nhat dinh v6i mot sd nghién
clru trude ddy trén cac duge lidu giau saponin. Cuy thé, tac gia Nguyen [164] khi nghién
clru trén S. spinescens cho thiy FRD khong phai 1a phuong phéap giit TSC cao nhit;
nguoc lai, HAD & nhiét d§ cao lai cho TSC 16n hon. Tuong tu, dbi v&i P. amarus [176],
TSC ctia mau HAD & 120 °C cao hon so véi 80 °C va 100 °C, trong khi IRD30 lai 1a
mau c6 TSC cao nhit do thoi gian sy ngin dang ké. Két qua sdy 14 H. hirsuta L. [197]
cling ghi nhan TSC cao nhét & ché do HAD9YO, chung té khi nhiét do du cao, sy pha vo
cAu tric té bao manh hon c6 thé 1am ting kha ning giai phong hoat chit trong qua trinh
trich ly. Mit khac, nghién ciru sdy S. spinescens ctia Nguyen [164] ciing cho thily MWD
khong hiéu qua trong thu hdi saponins.

Péi véi TPC, mau FRD va HADG0 c6 gia tri cao nhat (0,88 va 0,78 mg GAE/g
DM), phan anh vai trd cia viéc bao toan cu tric té bao (FRD) va v hoat enzyme
polyphenol oxidase & mirc nhiét t6i wu (HADG60). Nguoc lai, cac mau LAD40, LAD30,
IRD40, MWD270 va MWD720 c6 TPC thip (0,39-0,44 mg GAE/g DM) va khong khéc
biét c6 ¥ nghia théng ké. Xu hudng nay twong dong véi cac nghién ctru trudce, trong d6
TPC ting khi nhiét d0 sdy ting & S. spinescens [164]; va v6i H. hirsuta L., TPC cao nhat
khi say khong khi néng & 80 °C va sdy chan khong & 50 °C [197]. Tuy nhién, cac két
qua nghién ciru khong hoan toan théng nhat. Sy lanh cho TPC cao nhat & bac ha [184],
hodc sdy chan khong thit qua ca phé Robusta cho TPC cao hon HAD [245]. Trong khi
& cac nghién ciru khac, sdy vi song cong suat cao (vo ca rdt, 1200 W) [169], hodc cong
sut thap (S. spinescens, 240 W) [164] c6 TPC cao nhit. Ngoai ra, P. amarus dat TPC
cao nhat & IRD30 [176], trong khi P. trimera khong cho thiy su khac biét co ¥ nghia
gita cac diéu kién sdy [171].

Sy khong thong nhat nay c6 thé 1y giai bang cac yéu td sinh hoa va co hoc. Enzyme
polyphenol oxidase xuc tac phan tng oxy hoa polyphenol va hoat dong tdi vu trong

khoang 10-50 °C [127, 294]. Khi nhiét 6 siy hon 50 °C, enzyme nay bj bat hoat [128],
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gitip giam phén hily polyphenol. Tuy nhién, & muc cao hon (nhu 70 °C), cac hop chat
nay c6 thé bi phan huy nhiét, lam giam TPC. Do d6, mirc nhiét trung binh (khoang 60
°C) c6 thé xem 1a 1a phu hop dé cin bang giira bat hoat enzyme va bao toan hop chat.
Ngoai ra, cac tac nhin burc xa trong IRD, MWD va SD (tia hdng ngoai, vi sdng, cuc tim)
¢6 thé pha v& ciu trac polyphenol thong qua oxy hoa quang hodc nhiét cuc bd, giy suy
giam TPC [142]. Thoi gian sdy kéo dai trong LAD ciing lam ting tiép xtic véi oxy, thic
day phan ng oxy hoa phenolic va 1am giam manh TPC [264].

TAC cta than r& BLMH sau sdy khac biét dang ké giita cac phuwong phap. Mau
HAD70 cho gia tri TAC cao nhat, tiép theo 1a MWD450 va FRD, song van thip hon
mau tuoi (0,38 mg AE/g DM). Mau LAD40 c¢6 TAC thap nhit (0,077 mg AE/g DM),
chting to qua trinh sdy kéo dai & nhiét d6 thap lam gia ting oxy hoa va phan huy alkaloid.
Két qua nay twong tu nghién ctru trén vo ca cao [175] trong d6 nhiét d6 cao giup pha v
cAu trac té bao va giai phong alkaloid. Tuy nhién, két qua khong hoan toan déng nhat
gifta cac nguyén liéu; vi du, & khoai tiy day leo, FRD giir a-solanine cao hon siy chan
khong [100]. Piéu nay cho thay kha ning bao toan alkaloid phu thudc khong chi vao
diéu kién séy ma con vao dic tinh hoa hoc va ciu trac mo cia nguyén li¢u.

Falcarindiol and Polyphyllin D 1a cac hoat chat sinh hoc quan trong dac trung
trong than r& BLMH [115, 134]. Trong nghién ctru nay, mau HAD60 duoc Iyra chon dé
phan tich do ddy 1a phuong phap sdy bao toan hoat chét tot va c6 hiéu suat trich ly cao
hon so véi cac diéu kién sdy khac. Két qua dinh tinh va dinh danh céc hop chat chinh
bang sac ky 1ong hiéu ning cao (HPLC) duoc thé hién trong Hinh 3.6. Thong qua viéc
so sanh thoi gian luu gitta mau thir va chit chuin, co thé kh?lng dinh sy hién dién cua
Falcarindiol va Polyphyllin D trong ¢4 mau tuoi va mau siy kho, voi thoi gian luu 1an
luot khoang 28,6 va 32,2 phat. Diéu ndy ching to rang qua trinh siy ¢ 60 °C khong gay
phan huy hai hop chat chu dao nay, déng thdi xac nhan tinh bén nhiét twong ddi cua
chung trong diéu kién sdy ddi luu khong khi néng & mirc nhiét vira phai.

Bang 3.9 cho thiay ham lugng Falcarindiol va Polyphyllin D trong miu tuoi lan
luot 14 17,35 mg/100 g DM va 17,16 mg/100 g DM, trong khi & mau HAD60 cac gia tri
tuong tng 13 5,60 mg/100 g DM va 96,57 mg/100 g DM. Két qua cho thiy Falcarindiol

giam déng ké sau sdy, ching to hop chat nay nhay cam hon véi nhiét.
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Bang 3. 9. Ham lwong hoat chit sinh hoc trong thian r& BLMH

Mau Hoat chit Ham lwgng (mg/100 g DM)
Falcarindiol 5,60 £0,42
HADG60 )
Polyphyllin D 96,57 £3,22
Falcarindiol 17.35+2.11
FS . ) s
POlyphyllll’l D 17,16 + 1,39

Nguoc lai, ham luong Polyphyllin D x4c dinh trong mau HADG60 cao hon rd rét so
véi mau twoi. Hién tuong nay c6 thé duoc giai thich dya trén cac nghién ctru vé duoc
lidu cung chi Paris. Cu thé, Guan va cong su (2021) [87] cho thiy qu4 trinh sdy bang
khong khi néng kich thich su bién d6i tir cic proto-pennogenyl glycosides thanh
pennogenyl glycosides (nhém Polyphyllin), dan dén sy gia ting ham lwong ctua mot sb
hoat chét chinh khi dinh lwong bang HPLC/UPLC. Xu hudng tuwong ty ciing dugc ghi
nhan & ging (Zingiber officinale), trong d6 nhiét do siy c6 thé thuc day phan tng khir
nuée chuyén hoa 6-gingerol thanh 6-shogaol, 1am ting ham luong chét sau siy so véi
mau tuoi [238]. Bén canh d6, qua trinh nhiét gy pha v& cdu trac md va mang té bao
[25, 123], giup dung moi dé dang tham nhép va hoa tan hoat chit hon so v6i mé tuoi
con nguyén ven, tir 46 1am ting kha ning thu nhan Polyphyllin D. Tuy nhién, dé khang
dinh chinh x4c co ché ndy can c6 cac nghién ctru chuyén siu hon vé thanh phan va ciu

trac hoa hoc.

d. Anh huéng ciia phwong phap va diéu ki¢n say dén hoat tinh chdng oxy héa ciia
than ré BLMH

Bang 3.10 cho thiy ARSC giita cac ché do sdy co su khac biét co ¥ nghia thong ké
(p < 0,05). Mau FRD c6 ARSC cao nhat (2,66 mg TE/g DM), tiép theo 1a IRD50,
HADG60 va IRD45 (2,28; 2,23 va 2,22 mg TE/g DM), mic du van thip hon dang ké so
véi mau tuoi (2,94 mg TE/g DM). Nguoc lai, cic mau MWD — du c6 thoi gian séy ngén
nhit — lai khong thé hién ARSC cao, va cac mau LAD va SD c¢6 ARSC thip nhét.

Két qua nay cho thdy ARSC c¢6 mdi twong quan manh TPC [142, 197]. Cac mau
FRD, IRD50 va HAD60 c6 ARSC cao hon, phi hop véi viéc nhitng diéu kién nay gitp
bao toan TPC tét hon nho can bang gitta nhiét va thoi gian sdy. Xét vé co ché, & FRD,
qua trinh thiang hoa trong diéu kién nhiét do thap va ap suit thip gitip han ché oxy hoa

va bao toan tot hon cac hop chat chéng oxy hoa. Trong khi d6, & HAD60 va IRD50,
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mirc nhiét du dé rat ngan thoi gian sdy va gop phan bat hoat enzyme oxy héa, nhung
chua qua cao dé gay phan hiy manh hoat chit. Xu hudng tuong tu ciing duoc ghi nhan
& S. spinescens [164], P. amarus [176] va H. hirsuta L. [197], khi ting nhiét d6 sy
khong khi néng trong gidi han thich hgp lam tang DRSC, ARSC va FRAP. Sy gia tang
hoat tinh c6 thé lién quan dén viéc enzyme polyphenol oxydase bi bat hoat ¢ nhiét do
trén 50 °C [128]; thoi gian sy ngin hon giup giam oxy hoa [263], dong thoi su bién
d6i cau tric mo hd tro giai phong polyphenol ty do [92]. Ngoai ra, trong mdt sd diéu
kién sy nhiét, cac san pham trung gian ctia phan tng Maillard ciing c6 thé gop phan
1am tang hoat tinh chéng oxy hoa [24, 280].

Bang 3. 10. Anh hwéng ciia diéu kién siy dén hoat tinh chdng oxy héa ciia than ré

BLMH
Diéu’ kién ARSC DRSC FRAP
say (mg TE/g DM) (mg TE/g DM) (mg TE/g DM)

SD 1,53 £0,13" 1,19 £0,07¢ 0,58 £ 0,05
HADS0 1,71 +0,09" 0,28 +0,07" 0,94 + 0,05
HADG60 2,23 +0,08¢ 1,47 £0,01¢ 1,27 + 0,05¢
HAD70 1,89 + 0,069 1,31 £ 0,024 0,67 + 0,03M
IRD40 1,76 + 0,16 0,42 +0,03¢ 0,74 + 0,08
IRDA45 2,03+0,194 1,23 +0,05% 0,87 £ 0,15
IRD50 2,28 £0,19¢ 1,26 + 0,084 0,96 + 0,16
MWD270 1,78 +0,03¢2 0,40 + 0,028 0,88 + 0,04
MWD450 1,95+0,17% 1,320,134 1,08 £ 0,129
MWD720 1,23 + 0,04 0,76 + 0,05f 1,18 + 0,09¢
LAD30 1,58 + 0,082 0,42 + 0,05# 0,60 + 0,02M
LAD35 1,65 +0,01¢ 0,49 + 0,04# 0,61 + 0,09
LAD40 1,65 + 0,098 0,25 +0,02h 0,76 + 0,04¢h
FRD 2,66 +0,11° 2,01 +£0,01° 1,49 = 0,06°
FS 2,94 + 0,04° 3,61 +£0,14% 1,72 +0,132

Cdc chit cdi viét tdt khdc nhau trong cing mét cot biéu thi sw khdc nhau cé y nghia thong ké
(p < 0,05).

Ngugc lai, MWD, SD va LAD déu c6 ARSC thap. Tia vi song (trong MWD), tia
cuc tim (trong SD) va nhiét do thap nhung thoi gian sdy kéo dai (trong LAD) déu c6 tac
dong bt loi 1én kha ning khir gbc ABTSe". Két qua nay twong tir v4i nghién ctru trén

P. amarus [176] cho thiy cudng do birc xa va thoi gian xu 1y kéo dai ¢ thé tc ché qua
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trinh chuyén electron don tir chat chdng oxy hoa dén géc ABTS, 1am giam hi¢u suat bat
giit gdc tu do. Tuy nhién, mot sé nghién ctru lai ghi nhan xu hudng nguogc lai nhu vo ca
rbt [169] va vo chudi [251], trong &6 MWD lai cho gié tri ARSC cao nhat.

Tat ca mau sdy déu c6 DRSC thiap hon dang ké so v6i mau twoi, cho thiy qua
trinh sdy 1am suy giam kha ning bt giit gdc DPPHe. K&t qua nay vira phu hop vira khac
biét voi cac nghién cuu trudc: & H. hirsuta L. va S. spinescens, viéc tang nhi¢t do séy
(80-90 °C) gitip nang cao DRSC, ARSC va FRAP nho pha v& mé té bao va vo hoat
enzyme oxy hoa [164, 196, 197]; nguoc lai & P. amarus [176], mau IRD30 cho DRSC
cao nhat, trong khi HAD lam giam dang ké hoat tinh chéng oxy héa.

Gia tri FRAP giita cac phuong phap siy khic nhau c6 sy khac biét c6 y nghia
thong ké (p < 0,05). Mau FRD cho FRAP cao nhét (1,49 mg TE/g DM), tiép theo la
HAD60, MWD720 va MWDA450 (1,27; 1,18 va 1,08 mg TE/g DM), trong khi SD thép
nhat (0,58 mg TE/g DM). Diéu nay cho thay FRD béo toan cu trac hoat chit va han
ché oxy hoa tdt nhét, nguoc lai, SD lam suy giam manh cac chat khur trong diéu kién séy
kéo dai va tiép xuc lién tuc véi oxy va anh sang. Xu hudng nay phu hop voi cac nghién
clru trude, khi sdy khong khi ddi luu cho FRAP cao, con vi séng 1am giam manh hoat
tinh ¢ S. officinalis L. [106]; siy lanh cho FRAP cao nhit & bac ha [184] va & H. hirsuta
L., siy HAD 80-90 °C chi kém sdy chan khong 50 °C [196, 197].

Tuy nhién, mot s6 nghién ctru lai cho két qua trai chiéu. Siy vo ca rot [169] va
v6 chubi [251] cho thdy mdu MWD & cong suit cao c6 FRAP cao nhét, twong tu xu
huéng ghi nhan & miu than 8 BLMH MWD720. Diéu nay cho thiy buc xa vi song
khong phai luc nao cling lam giam hoat tinh, ma hi€u qua con phu thudc vao dac tinh
hoat chét: v6i cac hop chat bén nhiét hodc gin sau trong md thuc vat, gia nhiét thé tich
ciia MWD c6 thé pha v cdu tric va giai phong hoat chit, lam ting FRAP. Nguoc lai,
nghién ctru trén P. amarus [176] cho thiy biic xa cuc tim va vi song lai gdy tac dong bat
loi 13 rét, khién cac mau SD va MWD c6 FRAP thép nhét.

Tom lai, két qua cho thiy diéu kién siy anh hudng rd rét dén dic tinh hoa 1y, ham
lwong hoat chat sinh hoc va kha ning chong oxy hoa cta than & BLMH. Trong d9, siy
khong khi néng ¢ 60 °C (HAD60) dat sy cAn bang t6i uu giira chat luong va hiéu qua:
cAu truc té bao duge bao toan, thoat 4m hiéu qua, ham lugng hoat chét duy tri & mirc

cao, va cac chi sb chéng oxy hoa (ARSC, DRSC, FRAP) 6n dinh. Do d6, HAD60 duoc
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xem la diéu kién siy thich hgp nhat dé bao toan hop chét hoat tinh va duy tri kha ning
chdng oxy héa cua nguyén liéu sau siy.

3.2. Két qui nghién ciru diéu ki¢n chiét

3.2.1. Két qua nghién civu diéu kign chiét ré PS

3.2.1.1. Két qua lwa chon loai dung méi va phwong phdp chiét ré PS

Bang 3.11 trinh bay két qua khao sat riéng biét anh hudng ciia dung méi va phuong
phap chiét dén kha ning chiét ré BS.

Két qua & Bang 3.11 cho thdy dung mdi ethanol 50% (E50) cho hiéu qua chiét
cao dbi véi cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc, thé hién qua cac gia tri TSC, TPC cao
nhat, ddng thoi hoat tinh ARSC va DRSC dat muc cao nhit so v6i cac dung méi khao
sat khac. Piéu nay cho thdy hé dung moéi ethanol-nudc & nong d6 50% c6 kha ning
chiét xuat hiéu qua cac hop chét sinh hoc tir nguyén liéu.

Hiéu qua nay c6 thé dugc giai thich thong qua do phan cuc va hiang sb dién moi
ctia hé dung mdi. 6 phan cuc quyét dinh kha nang hinh thanh cac twong tac lién phan
tr nhu lién két hydro va tuong tac ludng cuc giita dung méi véi hoat chit; trong khi
hang sb dién moi phan anh kha ning 1am suy yéu luc hit tinh dién gitta cac phan tir, tir
d6 hd tro qua trinh hoa tan. Trong d6, d6 phan cyc trung gian cta hé dung moi ethanol—
nude (46 phan cyc va hang sé dién méi cua ethanol tinh khiét 1a 5,2 va 24,3), cho phép
hoa tan dong thoi cac hop chat phan cuc (nhu phenolic, saponin) va ban phan cuc. So
v6i cac dung méi c6 do phan cuc va hing sé dién moéi cao (nhu nude, methanol tuong
mg 12 9,0 va 78,5; 5,1 va 32,6) hodc thip hon (nhu ethyl acetate, chloroform tuong tng
la 4,4 va 6,0; 4,1 va 4,8), h¢ dung moi ethanol — nude (50%) cho kha nang hoa tan can
bang hon d6i véi nhidu nhoém hoat chit, tir d6 cho hiéu qua chiét tong thé cao hon trong
diéu kién khao sat. Pong thoi, sy c6 mit ciia nudc gop phan lam truong né cau tric mod
thuc vat, lam giam tré luc khuéch tan va tao diéu kién thuén lgi cho dung moi tham nhap
vao té bao. Ngoai ra, chénh 1éch 4p suat thim thau gitra dung méi va dich bao ciing gop
phan 1am suy yéu cu tric té bao, ting kha ning giai phong hoat chit [15, 96]. Nhu vy,
két qua khao sat cho thay hé dung méi ethanol-nudc cho hiéu qua chiét cao hon ethanol
tuyét dbi, chung to su phdi hop gitra ethanol va nudc c6 vai trdo quan trong trong qua
trinh thu nhan hoat chit. Ngoai ra, ethanol 1a dung méi an toan, chi phi thip va phu hop
cho ca nghién ctru 1an tng dung cong nghiép; do d6, hé dung moi ethanol-nudc duge
Iira chon cho cac nghién ctru chiét tach tiép theo.
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Bang 3. 11. Két qua khio sat anh huéng ciia dung méi va phwrong phap chiét dén kha niing chiét ré PS

Dung moi/ TPC TFC TSC ARSC DRSC FRAP
phwong phap chiét | (mg GAE/ g DM) | (mg CE/g DM) | (mg EE/g DM) | (mg TE/g DM) | (mg TE/ g DM) | (mg TE/ g DM)
Nuére 22,97+2,71° 2,70:£0,08" 20,27+1,109 80,65£0,73 65,30+2,81° 60,78+3,22°
Me100 6,1240,25¢ 0,97£0,04¢ 36,90+3,63 12,22+0,50¢ 14,79+0,74¢ 17,760,924
Me50 24,86+1,12 2,68+0,16 18,741,634 94,43+2,92° 58,87+3,91 53,5442, 16
E100 2,24+0,129 0,20+0,019 19,9941,22¢ 2.,51:£0,08° 0,530,199 3,290 40°
Illiﬁi Dung | g5 25,04+1,00° 2,47+£0,14" 40,90+2,28° 90,50+6,08" 64,39+3,43 54,32+0,43
AC100 1,00+0,06¢ 0,160,019 15,6542,43¢ 1,42+0,14¢ 1,36£0,29¢ 1,77+0,12¢
AC50 23,96+1,16° 2,40+0,18 29,82+1,39¢ 68,3249,35¢ 58,744,309 47,64+4,81¢
EA 1,04+0,249 0,160,019 17,87+1,28¢% 1,32+0,08¢ 0,750,214 2,11+0,19¢
Cl 0,38+0,07¢ 0,08£0,02¢ 11,0041,66 0,66+0,04¢ 0,42+0,15¢ 0,92+0,14¢
CE 26,60+1,37 2,70+0,14b 43,27+3,77° 97,08+5,36° 51,63+3,74b 64,16£2,17
z/hé;’h“"”“g UAE 29,05+0,70* 2,95+0,09° 51,08+0,86° 105,67+3,80° 59,27+0,51° 67,29+0,50°
MAE 29,91+0,43? 3,15+0,12° 49,11£0,65* | 105,73£12,92* | 58,68+1,01° 68,27+1,40°

Két quad thé hién gia tri trung binh £ do léch chudn, cdc chir cdi trong cung mot cot biéu thi sy khdc biét theo cot voi muec y nghia 5%, TPC — ham lvong

phenolic tong s6; TFC — ham lwong flavonoid tong s6; TSC — ham heong saponin tong s6; ARSC: kha néing quét goc tir do ABTS; DRSC: kha ndng quét

goc tw do DPPH; FRAP: kha néng khir sdt
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Phuong phap chiét anh hudng rd rét dén ham luong hop chat sinh hoc va kha nang
chdng oxy hoa cua dich chiét. Hai phuong phap UAE va MAE cho hiéu qua thu nhan
hoat chét cao hon dang ké so voi chiét truyén théng (CE); cac gia tri TPC, TFC, TSC,
cling nhu ARSC, DRSC va FRAP déu vuot troi hon. Su cai thién nay co thé duoc giai
thich boi co ché ting cudng truyén khoi va pha v cdu tric t& bao cua hai phuong phap.
Trong UAE, hién tuong tao va sup v& bot khi trong méi trudng 10ng sinh ra ap suét va
nhiét do cuc bo rat cao, gop phan pha v thanh té bao, ting dién tich tiép xuc gitta dung
moi va nguyén liéu, tir 46 thuc day qua trinh khuéch tan va giai phong cac hop chit sinh
hoc vao dich chiét. Trong khi d6, MAE tao ra su gia nhiét nhanh va déng déu tir bén
trong nguyén li¢u thong qua twong tac cta vi song voi cac phan tir phan cuc (nhu nudc,
dung méi), 1am ting 4p sut ndi bao va thiic ddy qua trinh thoat chit ra moi truong chiét
[246]. Mic du su khéac biét giita UAE va MAE khéng c6 y nghia thong ké, UAE dugc
danh gia vu thé hon vé mit thue tién nhd cu hinh thiét bi don gian, chi phi thp va kha
nang mo rong quy mo thuan lgi hon. Do d6, UAE duoc lya chon lam phuong phap chiét
cho céc thi nghiém tiép theo.
3.2.1.2. Két qua nghién civu anh hwéng cia cdc diéu kién chiét ré PS
a. Nong do ethanol

Sau khao sat ban dau, ethanol 50% duoc xac dinh 1a nong do c6 hiéu qua chiét tot
trong diéu kién sang loc. Trén co s& d6, nghién ctru tiép tuc khao sat anh hudng cua
ndéng d6 ethanol trong khoang rong hon (30-90%) nham danh gia xu huéng bién thién
clia cac chi tiéu dap tmg va 1am co s& cho bude tdi vu héa tiép theo.

Két qua & Bang 3.12 cho thay trong khoang khao sat 30-90%, gia tri TSC ting tir
30% dén 70% ethanol va giam khi ting 1én 90%, trong khi TPC va FRAP c6 xu hudng
giam & ving ethanol cao. Piéu nay cho thdy ving néng do trung binh 1a ving c6 trién
vong hon so voi hai ddu khoang khao sat.

Xu hudng nay cé thé duoc giai thich boi sy thay dbi d6 phan cuc cia hé dung moi
ethanol-nuéc. O n6ng dd ethanol trung binh (60—70%), hé dung mdi c6 dd phan cuc
phu hop dé hoa tan ddng thoi cac hop chit phan cuc va ban phan cuc, déng thoi van duy
tri kha nang lam truong nd cAu tric mé nho sy hién dién cia nudce. Khi néng do ethanol
ting cao (80-90%), d6 phan cuc cta dung mdi giam, 1am han ché kha niang hoa tan céc
hop chét phan cuc. Pong thoi, ham luong nude giam ciing 1am giam muc d6 truong nd

ctia mo thyc vat, tir d6 1am giam hiéu qua khuéch tan va giai phong hoat chat.
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Do d6, khoang néng do ethanol 60-80% duogc Iya chon cho cac thi nghiém khao

sat don yéu t6 tiép theo nhim bao quanh ving c6 gia tri dap tng cao, ddng thoi dam bao

da do bién thién dé xay dung mo hinh RSM.

Bang 3. 12. Két qua khao sat anh hwéng ciia cic yéu té dén kha ning chiét ré DS

Cic yélf t6 Thong s TSC TPC FRAP

anh huwéng (mg EE/g DM) | (mg GAE/g DM) | (mg TE/g DM)
‘ 30 (E30) | 43,70 + 0,96 15,81 + 0,54 44,13 £0,72°
ljfl:lfn?);) 50 (E50) | 49,35+7,67° 15,47 + 0,06 4530 + 0,857
(%) 70 (E70) 60,34+ 3,812 15,87 + 0,46* 40,28 +1,72P

90 (E90) | 47,36+ 1,63 12,40 + 1,89 30,17 £2,12¢

30 48,32 + 7,02P 27,81+ 0,912 44,26 + 1,59?

40 53,63 + 3,36 26,95 + 0,98 37,16 2,07

Nhiét dd 50 61,02 + 2,82? 27,63 +0,86* | 38,99 + 5,28
(°O) 60 52,14 +2,38b 28,09 + 1,822P 39,57 + 1,082
70 52,48 +2,47° 28,55 + 0,512 38,97+ 4,882

80 50,13 + 5,85° 29,23 + 1,358 37,74 + 1,47°

10 44,12 + 1,86 23,39 + 1,62° 40,42 + 1,632

Théi gian 20 54,84 + 3,55° 24,83 + 1,96" 41,16 + 1,85
(phit) 30 44,90 +2,71® 25,61 +£0,27° 43,69 + 2,98°
40 42,62 + 5,86 28,36 +0,57° 43,20 + 2,49°

1/20 35,87 + 1,02¢ 14,43 + 0,34¢ 29,90 £ 0,76°

Ty 1¢ 1/40 49,27 + 1,52b 23,59 + 0,709 38,85 +5,51°
li‘é‘lgl}‘dylfl‘l‘g 1/60 51,09 + 4,54 27,29 + 0,96¢ 36,79 + 2,18
méi (g/mL) 1/80 59,88 + 2,02° 31,58 +1,23" 51,92 + 1,98°
1/100 54,00 + 2,78 35,89 + 1,132 53,93 +2,16°

Két qua thé hién gid tri trung binh + do léch chudn, cdc chit cdi khdc nhau trong ciing
mot cot biéu thi su khdc biét theo cot voi muec y nghia 5%. (p<0,05); TPC — ham lwong phenolic
tong so, tong s6; TSC — ham lwong saponin; FRAP: khd ndng khir sdt.

b. Nhiét do

Két qua cho thiy TPC khong thay d6i dang ké theo nhiét d9, trong khi TSC dat gia
tri cao nhat tai 50 °C va giam & cac murc nhiét cao hon. Gia tri FRAP tuong dbi 6n dinh
trong khoang 40—60 °C nhung c6 xu hudng giam khi nhi¢t do tang 1én 80 °C.

Xu hudng nay phan anh sy cin bang giita hai yéu to: ting nhiét do gitp giam do

nh6t dung méi, ting hé s6 khuéch tan va tde do truyén khéi, tir d6 nang cao hiéu qua

95



chiét. Tuy nhién, & nhiét 4 cao, mot sd hop chét sinh hoc co thé bj oxy hoa, phan hay
hodc bién d6i, ddn dén giam hoat tinh sinh hoc [206].

Ngoai ra, trong diéu kién UAE, nhiét do cao 1am giam strc cing bé mit va ap suat
hoi ctia dung méi, tir 46 anh hudng dén qua trinh hinh thanh va sup v& bot khi. Vi vay,
vung nhiét d6 trung binh thudng duoc xem 1a phu hop dé dam bao hiéu qua chiét va han
ché suy giam hoat chat.

Do d6, khoang nhi¢t d§ 40-60 °C duoc lya chon cho budc tdi wu hoa nhim bao
quanh ving c6 hiéu qua chiét thuan loi va dam bao diéu kién xay dung mo hinh.

c. Thoi gian

Dbi v6i yéu to thoi gian, TPC khong khac biét dang ké trong khoang 10-30 phuat
nhung c6 xu hudng ting khi kéo dai dén 40 phut. Nguoc lai, TSC dat gia trj cao nhat tai
20 phiit va giam khi thoi gian chiét ting 1én, trong khi FRAP khong c6 sy khac biét c¢6
¥ nghia thong ké gitra cac mirc khao sat.

Két qua nay cho thiy qua trinh chiét dién ra nhanh trong giai doan dau do chénh
1éch nong d6 16n gitra dung mdi va nguyén lidu, sau d6 dat trang thai gan can bang. Viéc
kéo dai thoi gian khong mang lai cdi thién 10 rét, tham chi c6 thé lam giam hiéu qua thu
nhan do hién twong phan hiy hodc oxy hoa cac hop chat nhay cam.

Ngoai ra, trong UAE, thoi gian chiét can dugc kiém soat do qua trinh hinh thanh
va pha v& bot khi kéo dai c6 thé 1am gia ting qué trinh oxy hoa va bién d6i cdu tric cia
mot sb hop chét sinh hoc.

Do d6, khoang thoi gian 10-30 phut dugc lya chon nham bao quanh ving c6 hiéu
qua chiét t6t va dam bao tinh pht hop cho budc téi wu hoa.

d. Ti 1€ nguyén liéu/dung méi

Ty 18 nguyén liéu/dung méi cé anh hudng rd rét dén kha ning thu nhan cac hop
chat sinh hoc. TSC dat gia tri cao nhat tai ty 1& 1/80 (g/mL) va giam khi tiép tuc tang
lrong dung moi, trong khi TPC ting dan va dat gia tri cao nhat tai 1/100 (g/mL). Gia tri
FRAP ciing c¢6 xu hudng ting va 6n dinh & cac mirc ty 1& cao (>1/80).

Xu hudng nay c6 thé duoc giai thich boi anh hudng cia ty 18 dung moi dén gradient
ndng d6 va kha ning truyén khdi. Khi ting luong dung mdi, chénh léch ndng do giita

dung moi va nguyén liéu ting, thic day qua trinh khuéch tan va hoa tan hoat chét vao
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dung moéi. Tuy nhién, khi lugng dung méi qua 16n, hiéu qua chiét khong tiép tuc cai
thién dang ké do hé dat trang thai can bang.

Dbi voi UAE, ty 1& dung moi con anh hudng dén kha ning lan truyén séng siéu 4m
trong moi truong va mirc dé hinh thanh bot khi, tir d6 tac dong dén hiéu qua xam thyc
va qua trinh giai phong hoat chat.

Do d6, khoang ty 18 1/60—1/100 (g/mL) duoc lya chon nhdm bao quanh ving co
hiéu qua chiét thuan lgi va phuc vu xay dung md hinh RSM.

Toém lai, cac khoang bién phu hop dé dua vao thi nghiém t6i wu hoa duoc lua chon
nhu sau: st dung phuong phap chiét UAE; néng do ethanol 60-80%: nhiét do chiét 40-
60 °C; thoi gian chiét 10-30 phuat; va ty 1 nguyén liéu/dung méi 1/60-1/100 (g/mL).
3.2.1.3. Két qua t0i wu héa diéu kién chiét ré ciy PS
a. Panh gia sy twong thich ciia moé hinh

S6 lidu thuc nghiém thu dugc khi thuc hién ti wu qua trinh chiét r& PS v4i ma
tran b tri thi nghiém duoc trinh bay ¢ Phu luc 3.1

Bang 3.13 thé hién két qua phan tich phuong sai (ANOVA) cua két qua thi
nghiém dbi voi mé hinh bac 2 va cac hé sb ciia phwong trinh hdi quy thu dugc. Két qua
phan tich ANOVA cho thdy phuong trinh hdi quy béac hai phu hop t6t véi dir liéu thuc
nghiém, thé hién qua hé sb twong quan R? cao. Theo Andrich va cong sy [26], mot md
hinh duoc xem 1a phu hop véi céac gia tri thuc nghiém khi R? > 0,75. Trong nghién clru
nay, céac gia tri R? cua TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP lan luot12.0,91; 0,91; 0,91; 0,92
va 0,82, ching té 91%, 91%, 91%, 92% va 82% ) li¢u thuc nghi€ém tuong thich véi )
liéu dy doan tir mo hinh. Bén canh d6, theo Zolgharnein [306], sy chénh 1éch gitra R?
du doan va R? hi¢u chinh nén nam trong khoang 0,20 dé mé hinh 6n dinh va c6 kha ning
du bao tot. Két qua cho thdy R? du doan trong nghién ciru nay phu hop voi R? hiéu
chinh, do d6 cac mé hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP c6 kha nang du doan tét.
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Bang 3. 13 Céc hé so ciia phwrong trinh hdi quy va két qua phan tich phwong sai

Hé s6 hoi TSC (Y1) SEE (Y2) TPC (Y3) ARSC (Y4) FRAP (Y5)

quy Dy doan p - values Dy doan | p-values | Dy doan p - values Dy doan | p - values Dy doan | p - values
Bo 50,05 <0,0001 68,33 <0,0001 48,03 <0,0001 93,66 <0,0001 85,26 <0,0001
Bi 7,66 <0,0001 10,47 <0,0001 -5,06 0,0014 -9,54 0,0010 -3,53 0,2489
B2 -4,47 0,0032 -6,10 0,0032 -2,22 0,947 -6,28 0,0148 0,48 0,8719
B3 4,82 0,0019 6,58 0,0019 6,96 0,0001 14,28 0,0001 9,98 0,0051
Ba 4,81 0,0020 6,56 0,0019 7,26 0,0001 13,26 0,0001 12,94 0,0008
Bi2 0,69 0,7497 0,945 0,7489 1,95 0,3745 2,81 0,4761 -0,92 0,8579
Bi3 2,03 0,3551 2,77 0,3551 -0,40 0,8518 -1,79 0,6470 -1,61 0,7545
B23 -3,06 0,1723 -4,18 0,1723 0,91 0,6740 2,36 0,5490 -2,74 0,5967
Bia 0,83 0,7005 1,14 0,6997 -0,83 0,7009 -0,06 0,9877 2,11 0,6834
B24 0,43 0,8395 0,6 0,8387 -0,53 0,8061 -3,92 0,3250 -4,55 0,3852
B34 0,54 0,8000 0,74 0,8000 -4,93 0,0386 -7,75 0,0655 -7,97 0,1408
Bu -3,46 0,0824 -4,73 0,0823 -6,49 0,0041 -9,89 0,0114 -13,07 0,0113
B2z 2,33 0,2255 3,19 0,2249 2,03 0,2908 5,70 0,1109 7,26 0,1227
B33 -6,22 0,0053 -8,49 0,0053 -3,39 0,0892 -6,46 0,0748 -3,59 0,4276
Baa -7,04 0,0023 -9,62 0,0023 -1,74 0,3623 -4,56 0,1934 -3,91 0,3886
R? 0,91 0,91 091 0,92 0,82

RZadjust 0,80 0,80 0,80 0,82 0,61

p - values 0,0003 0,0003 0,0004 0,0002 0,0120

p - values 0,5644 0,5638 0,3931 0,5547 0,4413

lack of fit

Chit in ddm thé hién sw anh hieong déing ké ciia cdc bién (p < 0,05).
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Dong thoi, gia tri p of lack of fit déu 16n hon mirc y nghia théng ké, nghia 1a mo

hinh phu hop véi dit liéu thue nghiém. Diéu nay phu hop dé thiét 14p mo hinh thyc
nghiém mé ta mbi quan hé giita cac bién khao sat. Ngoai ra, cic gia tri p-value cia cac
mo6 hinh déu nho hon 0,053, chimg t6 cic phuong trinh hoi quy déu dat do tin cay dé mo
ta anh huong cia cac bién. Néu p < 0,05 thi hé sd hdi quy duoc xem 1a c6 anh hudng co
¥ nghia thong ké dén mé hinh, p cang nhé thi mtc d6 anh hudng cua bién cang 16n. Do
d6, cac phuong trinh hdi quy bac hai mo ta anh huong cua cac thong sb chiét UAE doi
v6i TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP cua bot ré BS duoc trinh bay ¢ cong thic (3.1)
dén (3.5).
Y:1=150,05 + 7,66X - 4,47Xz + 4,82X3 + 4,81X4 + 0,69X1X> + 2,03X:X3 - 3,06X2X3 +
0,83X1 X4 + 0,43X5X4 + 0,54X3X4 — 3,46X1% + 2,33X2% — 6,22X32 — 7,04X4 (3.1)
Y2= 68,33 + 10,47X; — 6,1X> + 6,58X3 + 6,56X4 + 0,94X,X> + 2,77X:1X3 — 4,18X>X3
+ 1,14X1 X4 + 0,6 X2X4 + 0,74X3X4 — 4,73X42 + 3,19X5% — 8,49X3% — 9,62X 4> (3.2)
Y3=48,03 - 5,06X; — 2,22X> + 6,96X3 + 7,26X4 + 1,95X1 X2 — 0,40X:X3 + 0,91 X2X3 -
0,83X1X4 - 0,53X2X4 — 4,93X3X4 — 6,49 X412 +2,03X22 — 3,39X3% — 1,74X4? (3.3)
Y4=93,66 —9,54X; — 6,28X> + 14,28X3 + 13,26X4 + 2,81 X1 X0 — 1,79X1X3 + 2,36 X2X3
- 0,06X1X4 — 3,92XX4 — 7,75X3X4 — 9,89X:2 + 5,70X2% - 6,46X3% - 4,56X4° (3.4)
Ys=85,26 — 3,53X; + 0,48X> +9,98X3 + 12,94X4 — 0,92X1 X2 — 1,61X1X3 - 2,74X0X3 —
2,11X1Xs — 4,55X0X4 — 7,97X3X4 — 13,07X42 + 7,26X2% — 3,59X3% — 3,91X4? (3.5)
b. Phén tich bé mit dap ng

Hinh 3.7 thé hién anh hudéng ddng thoi cua bdn bién cong nghé gém ndng do
ethanol (X1), nhiét d chiét (X»), thoi gian chiét (X3) va ty 18 nguyén liéu/dung moi (Xa)
1én cac ham muc tiéu TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP. C6 thé thiy cac dap tng déu
bién thién theo dang duong cong khi thay d6i diéu kién cong nghé. Diéu nay phu hop
Vi viée cac phuong trinh (3.1), (3.2), (3.3), (3.4), (3.5) déu 1a mé hinh hdi quy béc hai,
trong d6 cac thanh phan binh phuong cua bién ddc 14p dong vai trd quan trong trong
viéc mo ta xu huéng phi tuyén tinh cta cac dap ung.

Nong do ethanol (X1) 14 bién c¢6 anh hudng rd rét nhat, dic biét d6i vi TSC va
SEE, khi cac chi tiéu nay ting dan va dat gia tri cao nhét trong khoang 75-80%. Ddi véi
TPC, xu huéng khong tao cuc dai rd rét ma on dinh trong ving 70-80%, cho thidy TPC
dat trang thai cAn bang hoa tan trong khoang nay. Riéng ARSC cho thay dinh t6i vu &

ving 70-75%, sau d6 c¢6 xu hudéng giam nhe khi ting 1én gan 80%, cho thay nong do
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ethanol qué cao c6 thé lam giam tinh hoa tan ctia mot s6 flavonoid hodc polyphenol ¢o
phan cuc cao. Dbi voi FRAP, gia tri hiu nhu giit 6n dinh trong ving 70-80% ethanol va
khong nhay véi su thay doi nong do dung moi.

Khi nhiét d6 ting, nhin chung cac ham muc tiéu déu c6 xu hudng giam. Nguyén
nhan do nhiét d6 cang cao trong trich ly hd tro séng siéu 4m lam ting 4p suit hoi coa
dung mdi, 1am giam lyc v bot khi va din dén anh huong dén qua trinh trich ly [212].
Ngoai ra, mot $6 hop chét sinh hoc c6 thé nhay cam voi nhiét do, dan dén xu hudng
giam hoat tinh khi nhiét do tang [239].

Khi thoi gian ting thi hiéu qua trich ly cang t6t vi tao diéu kién dé dung moéi c6
thoi gian xAm nhap giup lam mém mé thyc vat, lam yéu cau trac thanh té bao, va phan
huy nhiéu lién két giita cac hop chat, ciing nhu ting cudng tinh hoa tan cta cac hoat chit

vao dung moi [305].
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Cac ham muc tiéu déu ting khi ting ty 1& dung moi/nguyén lidu va sau d6 giam
nhe. Ty 1 dung méi/nguyén liéu cang 16n cang thuc diy qua trinh khuéch tan vat chat
tir trong nguyén liéu vao dung moi. Tuy nhién, viéc kéo dai thoi gian dé dat trang thai
can bang s& tiéu ton dung méi nhiéu hon [234].

Két qua t6i uu cho thay, khi xét dong thoi cac yéu tb va tuong tac giira chung, diém
t6i ru c6 xu hudng dich chuyén vé viing bién ctia mién khao sat. Diéu nay cho thay hiéu
qua ctia qua trinh chiét khong chi phu thudc vao timg yéu t6 riéng 1é ma con phu thudc
vao sy tuong tac, tham chi 1a tic dong hiép dong giita cac yéu to trong hé.

Gia tri Desirability dat khoang 0,73 1a két qua cua sy dung hoa giita nhiéu ham
muc tiéu von ¢ xu hudng bién thién d6i nghich nhau. Trong tdi uu hoa da muc tiéu,
viéc dat dugc Desirability tiém can 1 1a rat khé khan khi cac bién sb co su xung dot vé
loi ich k¥ thuat (vi du: nhiét d6 cao gitip ting hiéu suat nhung lai 1am ting nguy co phan
huy hoat chit). Do d6, mirc d6 0,73 chirmg minh tinh pht hop va d6 tin cdy ciia mé hinh
trong viéc lya chon diéu kién chiét xuét hai hoa nhat, dam bao gia tri dugc tinh cao nhat
cho dich chiét

Dir liéu thyc nghiém dugc xur 1y theo mo hinh da thirc bac hai bﬁng phén mém JMP
18. Vi gia tri SEE duoc tinh tir TSC tuong tng so voi TSC chiét kiét (mdt hang sd), nén
hinh dang bé mat dap Gng ctia SEE gin giéng véi TSC. Do d6, nghién ctru tip trung
trinh bay cac bé mit dap tmg ctia ham muc tiéu chinh 13 TSC (Hinh 3.8).

Hinh 3.8 A cho thdy TSC ting khi ndng d6 ethanol ting két hop nhiét d6 cang
giam, phan 4nh chiéu huéng tac dong twong dong véi phan tich don bién trude do. O
Hinh 3.8 B va 3.8 C cho thiy sy trong ddng ctia xu huéng tac dong ddng thoi cua hai
cap yéu td nong d6 dung méi ethanol-thoi gian trich ly va ndong d6 dung méi ethanol-ty
1¢ dung moi/nguyén liéu. O ndng do dung mdi ethanol thip, twong tac cua hai cip yéu
t6 nay dén TSC tuan theo hinh parabol nguoc (ting rdi giam), tuy nhién, khi ndng do
dung mai ting dan, cung véi su ting thoi gian trich ly va ty 1¢ dung moi/nguyén liéu thi
TSC ciing ting dan, dat gia tri cao nhat tai thoi gian 27 phit, nong do dung moi 80% va
ty 1¢ dung moi/nguyén liéu 1a 88 mL/g. Hinh 3.8 D va 3.8 E cho thiy thoi gian hodc ty
1¢ dung méi/nguyén liéu giam, TSC suy giam rd rét, bat ké nhiét do trich ly cao hay
thip. Hinh 3.8 F chi ra rang, khi thoi gian trich ly ting dan thi TSC ting dan rdi sau d6

lai giam dan khi ty 1¢ dung méi/nguyén liéu giam dan.
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TSC

Hinh 3. 8. B¢ mit dap vng 3D thé hién sy anh hwéng ciia timg cip yéu to téi TSC
Tém lai, diéu kién t6i wu thu duge tir mo hinh bé mat dap ung la néng do ethanol
80%, nhiét d chiét 40 °C, thoi gian chiét 27 phut, ty 18 dung méi/nguyén liéu 88 (mL/g).
¢. Kiém chirng
Thi nghiém duoc 13p lai ba 1an tai cac diéu kién ti wu, thu dugc gia tri TSC, SEE,
TPC, ARSC va FRAP thyc nghi¢m nhu trinh bay & Bang 3.14. So sanh véi gia tri du
doan tir phurong trinh hdi quy cho thiy khong cé su khac biét c6 y nghia thdng ké, ching
t6 mo hinh ti vu c6 do twong thich cao véi thuc nghiém va co thé ung dung dé xac dinh
diéu kién trich ly tdi vu cho ré DS.
Bang 3. 14. Két qua ham lwong tong sd hoat chit, hiéu suit trich ly va kha ning chong

oxy héa du doan va thuc nghiém

Ham muc tiéu Gia tri du doan Gia tri thuc nghiém
TSC (mg EE/g DM) 65,38? 66,02 + 1,022
SEE (%) 89,26° 88,86 + 1,24°
TPC (mg GAE/g DM) 42,19¢ 42,92 +0,04¢
ARSC (mg TE/g DM) 91,244 90,31= 0,094
FRAP (mg TE/g DM) 85,67¢ 84,18 +0,03¢
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Tom lai, cac nghién ciru vé diéu kién va toi wu hoa qua trinh chiét da duoc thuc
hién trén nhiéu loai thuc vat giau hoat cht, nhung chua c6 cong bd tuong tu dbi véi ré
PS. Do d6, viéc so sanh truc tiép con han ché. Nghién ctru ctia Sayem [215] tdi wu chiét
siéu 4m tir v6 va hat qua coc cho thay diéu kién téi uu & 59,82 °C, 41,08 phut va 76,64%
ethanol. Khoang va cdng su [125] xac dinh diéu kién chiét hd tro siéu Am tbi wu cho ré
dinh ling 14 ethanol 70%, cong suit 185 W, 60 °C trong 65 phiit. Trén qua tao tau chua,
ethanol cho hiéu suat TPC va TEC cao hon, trong khi methanol cho TSC cao hon [260]
cho thiy dung méi ethanol c6 hiéu suét thu hdi TFC va TPC tbt hon, con dung moi
methanol cho hiéu suét thu TSC cao hon. Nghién ciru chiét siéu 4m [96] r& Hoang tinh
d6 ghi nhan diéu kién t6i vu gdm ethanol 85%, 50 °C, 75 phiit va ty 1é nguyén liéu/dung
moéi 1:10 g/mL, cho ham lugng saponin cao nhat.

3.2.2. Két qua nghién civu diéu kign chiét than ré BLMH
3.2.2.1. Két qua lwa chon loai dung méi va phwong phdp chiét thian ré BLMH

Bang 3.15 trinh bay két qua khao sat riéng biét anh hudng ctia dung méi va phuong
phap chiét dén kha ning chiét than r& BLMH.

Két qua cho thay ethanol 50% 1a dung méi chiét hiéu qua nhét, cho gia tri TSC,
TPC, DRSC, ARSC va FRAP cao nhét va khac biét co ¥ nghia théng ké (p < 0,05) so
v6i cac dung moi khac. Than ré BLMH chuta cac nhom hop chét c6 hoat tinh sinh hoc
khac nhau, trong d6 dang cht y 1a saponin steroid va cac hop chat phenolic. Pay déu 1a
nhirng hop chit c6 nhiéu nhdm chire phan cuc, dic biét 1a nhom hydroxyl, nén can dung
moi ¢6 do phan cuc phi hgp dé hoa tan hiéu qua. Khi sir dung ethanol & ndong do qua
cao, d6 phan cuc va hing s dién moi ciia dung moi giam (d6 phan cuc va hing sb dién
moi cua ethanol tinh khiét 14 5,2 va 24,3), 1am han ché kha ning hoa tan cac hop chit
phan cyc. Nguoc lai, khi ham lugng nudc qué 16n, mac du kha nang hoa tan cac hop
chét rat phan cuc c6 thé ting, nhung hiéu qua hoa tan tong thé dbi véi toan bd hé hoat
chit co thé khong tdi wu. Vi vay, viéc phéi tron ethanol vd1 nudc tao ra sy can béng
thich hop hon vé do phan cuc, cho phép hoa tan dong thoi tét hon cac hop chét phan
cuc va ban phan cyc [15]. Ngoai ra, ethanol 13 dung méi an toan, chi phi thap va phu
hop cho ca nghién ctru 1an Gmg dung cong nghiép. Do d6, hé dung méi ethanol-nudc

duoc lya chon cho cac nghién ctru chiét tach tiép theo.
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Bang 3. 15. Két qua khio sat anh huéng ciia dung méi va phwong phap chiét dén kha ning chiét than ré BLMH

phwg;gnlg)h’gﬁi/c it TPC TSC DRSC ARSC FRAP

(mg GAE/g DM) (mg EE/g DM) (mg TE/g DM) (mg TE/g DM) (mg TE/g DM)

Nuére 0,78 = 0,09 10,71 + 0,80 0,25 + 0,022b¢ 2,13 + 0,09 0,82 + 0,14

Mel100 0,61 + 0,07 11,23 + 0,48 0,20 + 0,040 1,124 0,14 0,41 £ 0,05¢

Me50 0,45 = 0,06¢ 6,94 + 0,20¢ 0,36 = 0,10 2,16 + 0,49° 0,61 = 0,10

E100 0,58 + 0,02¢ 8,54 + 0,55° 0,11 +0,01¢ 0,68 = 0,17¢ 0,25 + 0,02¢

Dung méi E50 0,83 = 0,04° 19,43 £ 0,07 0,36 + 0,05 3,66 = 0,18 0,91 + 0,08"

AC100 0,13 £ 0,02¢ 7,17 £S 0,24¢ 0,09 £ 0,07¢ 0,26 £ 0,05¢ 0,18 £ 0,01¢

AC50 0,69 + 0,04 3,28 +0,10¢ 0,17 £ 0,01¢ 0,72 + 0,04¢ 0,81 = 0,11°

EA 0,28 + 0,02 2,83 £ 0,10¢ 0,16 £ 0,07¢ 0,12 £ 0,01¢ 0,19 £ 0,03¢

Cl 0,68 + 0,05 7,28 + 0,329 0,30 £ 0,10% 0,74 + 0,049 0,59 + 0,05

, CE 0,95 + 0,13 9,52 + 1,32 0,38 £ 0,02° 1,32 + 0,22 0,73 £ 0,12

Ph“":ﬂféfhap UAE 1,24 + 0,05 12,42 + 0,53 0,40 + 0,05 1,55 + 0,06 0,92 +0,12b

MAE 1,32+ 0,07 17,17 £ 0,272 0,41 £ 0,03 1,93 +0,17° 1,23 + 0,10

Két qua thé hién gia tri trung binh £ do léch chudn, cdc chir cdi trong cung mot cot biéu thi su khdc biét theo ¢t véi mike ¥y nghia 5%.
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Phuong phap MAE cho hiéu qua chiét cao nhét, ca vé ham luong hoat chat (TSC,
TPC) 14n kha ning chdng oxy héa (DRSC, ARSC, FRAP). Hiéu qua nay bit ngudn tir
co ché gia nhiét thé tich ciia vi séng. Dudi tac dong ciia buc xa vi song, cac phan tir phan
cuc nhu nuée trong md nguyén liéu dao dong manh theo co ché quay ludng cuc va dan
truyén ion, tao ra nhiét nhanh va truc tiép trong toan bo khdi mau. Su gia nhiét tr bén
trong 1am ting ap suit ndi bao, pha v& hodc lam suy yéu céu truc té bao, tir d6 tao diéu
kién cho dung moi thAm nhap nhanh hon va thiic day qué trinh thoat chat vao moi truong
chiét. Bdi véi than r& BLMH 1a nguyén liéu c6 ciu trac twong ddi dic chéc, co ché gia
nhiét nhanh va dong déu nay dic biét co loi vi giup ting kha nang pha v& mo va giai
phong hoat chat hiéu qua hon so véi cac phuong phép chiét thong thuong.

So véi MAE, TSC ctia mau chiét bang UAE thap hon dang ké (p < 0,05), cho thay
song siéu Am tuy hiéu qua vé6i hop chit phenolic nhung kém hon trong giai phong
saponin do cdu triic glycosid bén, doi hoi ning luong pha v cao hon.

Nguoc lai, CE cho két qua thap nhat & tat ca cac chi tiéu. Piéu nay 1a do CE chu
yéu dua vao su khuéch tan thyu dong cua chét tan dudi tac dong cua chénh 1éch néng do
va gia nhiét thong thudng, nén kha ning pha v ciu trc md han ché hon, tbc do truyén
khéi cham hon va hiéu qua thu nhan hoat chat thip hon, mic du thoi gian chiét kéo dai.
So v6i CE, ca UAE va MAE déu gitp ting cuong qua trinh chiét nho tac dong truc tiép
1én cAu tric té bao; tuy nhién, MAE thé hién wu thé rd rét hon ddi véi nguyén liéu BLMH
trong diéu kién nghién ctru ndy.

Tir cac két qua trén c6 thé thiy, su khac biét vé hiéu qua chiét khong chi phu thudce
vao dic tinh hoa 1y ciia dung mdi, ma con lién quan chit ché dén co ché truyén ning
lwong va pha vo mo cia timng phuong phap chiét. Vi vay, MAE duoc Iya chon 13 phuong
phap chiét cho cac thi nghiém tiép theo.
3.2.2.2. Két qud nghién civu anh hwéng cdc diéu kién chiét than ré BLMH
a. Nong d¢ ethanol

Két qua cho thiy khi ting ndng d6 ethanol, cac gia tri TPC, TSC va FRAP c6 xu
huéng ting va dat muc cao trong khoang 50—70%, trong d¢6 TSC dat gié tri cao nhat tai
70%, con TPC va FRAP dat gia tri cao va twong d6i 6n dinh trong khoang nay. Khi nong
d6 ethanol tang 1én 90%, cac chi tiéu déu giam, cho thdy hiéu qua chiét suy giam & ving

dung méi c¢6 d6 phan cyuc thap hon.
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Xu huéng ndy phan anh vai tro ctia do phan cuc hé ethanol-nudc dbi véi kha ning
hoa tan va khuéch tan cac hop chét sinh hoc. O ving ndng d6 trung binh (50-70%), hé
dung méi c¢6 d6 phan cuc phi hop dé hoa tan dong thoi cac hop chit phan cuc nhu
saponin va phenolic, dong thoi van duy tri kha ning 1am truong né cau tric mé nhd sy
hién dién ctia nudc. Khi ndng do ethanol ting cao, do phan cuc giam va ham luong nudc
thip 1am han ché qua trinh hydrat hoa va truong nd mo, tir 46 1am giam hiéu qua giai
phong hoat chat.

Trong diéu kién MAE, hiéu qua ctia dung méi con lién quan dén kha niang héap thu
nang luong vi song. Cac hé dung moi chira nude c6 kha niang hap thu vi séng tét hon,
tao ra gia nhiét nhanh va ting ap suit ndi bao, gop phan pha v cdu trac mé va thic day
qua trinh thoat chat. Do d0, cac hé ethanol-nudc & nong do trung binh thudng cho hiéu
qua cao hon so véi ethanol ndng do cao.

Vi vay, nghién ctru thu hep ndng d6 ethanol trong khoang 60-80% dé bao quanh
ving c6 dap ung thuan loi nhat, dong thoi loai bé cac mirc bién kém tiém ning. Viéc
thu hep nay ciing phtl hop v6i nguyén tic xay duyng mién khéo sat trong RSM, gitip mé
hinh tip trung t6t hon vao ving c6 kha ning xuit hién diém t6i wu.

b. Ti I¢ nguyén li€éu/dung moi

Két qua cho thidy TSC va TPC ting khi ting ty 1& nguyén liéu/dung moi dén 1/30
(g/mL), sau d6 gan nhu khong thay doi dang ké trong khoang 1/30—1/50 (g/mL). Gi4 tri
FRAP dat cao nhat tai 1/40 (g/mL) nhung khong khac biét rd rét so voi cac mire 14n cin.

Xu huéng ndy cho thiy viéc ting lvong dung mdi lam ting chénh 1éch néng do
giita dung moi va nguyén liéu, tir d6 thic ddy qué trinh khuéch tan hoat chat. Tuy nhién,
khi lrgng dung moéi vuot qua mure can thiét, hé dan dat trang thai can béng, lam cho hiéu
qua chiét khong tiép tuc cai thién 13 [15].

Trong diéu kién MAE, ty 1¢ dung méi con anh huéng dén kha ning truyén va phan
b nang lwong vi séng trong hé chiét. Lugng dung méi du 16n gitip phan bd nhiét dong
déu va han ché hién tuong qua nhiét cuc b, nhung néu qua du thtra s€ 1am giam hiéu
qua st dung ning luong va khong cai thién dang ké hiéu suét chiét.

Do @6, ty 1€ 1/30 (g/mL) duoc lya chon lam gia tri ¢ dinh cho giai doan tdi uu
hoéa, vi nam trong viing cho hiéu qua chiét cao, dong thoi giup giam lugng dung méi sir

dung va dam bao tinh hop 1y cta thiét ké thi nghiém.
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Bang 3. 16. Két qua khao sat anh huwéng ciia cac yéu té dén kha ning chiét than ré

BLMH
. . TPC TSC FRAP
Cac yéu to | Thong so
(mg GAE/g DM) | (mg EE/g DM) | (mg TE/g DM)
‘ 30 (E30) 0,36 + 0,03° 15,78 + 0,52¢ 0,26 + 0,05
é‘lﬁng 40 | 50 (E50) 0,52 0,012 23,11 + 0,65¢ 0,40 = 0,08
ung moil
((?A) ) 70 (E70) 0,53 £ 0,03* 40,07 = 0,12° 0,43 + 0,08°
90 (E90) 0,42 + 0,04 30,84 + 1,2¢ 0,25 + 0,05
Ty 18 1/20 0,44 + 0,06 37,68 + 0,52° 0,43 +0,09°
nguyen 1/30 0,45 + 0,072 43,67 + 0,65 0,53 £ 0,05"
li¢u/dung b 5
b 1/40 0,50 + 0,04° 39,25 +0,12° 0,84 + 0,13%
(g/mL) 1/50 0,56 + 0,03? 44,44 + 1,2 0,74 + 0,09
10 0,50 + 0,04 33,38 + 1,34° 0,42 + 0,05
Th"l’l',%ia“ 20 0,51 + 0,05 43,04 + 2,76 0,47 £ 0,02°
cnie
(phiit) 30 0,55 + 0,02 40,85 + 5,22 0,49 + 0,03
40 0,52 + 0,04 36,15 + 3,56% 0,43 +0,07°
2 0,49 + 0,03¢ 4525 + 3,420 0,68 + 0,05"
0,52 +0,12¢ 44,70 + 4,34° 0,52 + 0,05¢
Thoi gian 0,60 = 0,03 47,85+ 4,300 0,63 = 0,01°
birc xa
(cidy) 0,69 + 0,03 57,18 + 1,82* 0,66 + 0,02P
10 0,74 + 0,03* 27,34 + 1,10¢ 0,81 +0,03?
12 0,66 + 0,022 22,78 + 1,27¢ 0,75 + 0,02°
200 0,83 + 0,04° 37,16 + 0,46° 0,72 + 0,04
Cong sudt 400 0,91 +0,01° 43,64 + 1,56 0,84 + 0,00°
vi séng 600 0,92 + 0,03? 46,21 + 0,51? 0,94 + 0,05*
(W) 800 0,93 + 0,02? 44,98 + 0,082 0,91 + 0,09?
1000 0,92 + 0,03? 45,95 + 1,05 0,91 + 0,02°

Két qua thé hién (GTTB + PLC), cdc ky tir a, b, ¢, d chi sw khdc biét ¢6 ¥ nghia théng ké giita
cdc gia tri trung binh, p<0,05.
c. Thoi gian chiét
Két qua cho thidy TPC va FRAP hau nhu khong thay ddi theo thoi gian chiét, trong
khi TSC dat gia tri cao nhat tai 20 phut va khong cai thién dang ké khi kéo dai thoi gian.
Xu hudng nay cho thay qua trinh chiét dién ra nhanh trong giai doan ¢au nho chénh

léch néng do 1on va tac dong gia nhiét manh cua vi song, sau dé hé dan dat trang thai
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can bang. Viéc kéo dai thoi gian chiét khong mang lai loi ich rd rét, tham chi ¢6 thé 1am
tang kha ning phan huy hodc bién dbi cac hop chat nhay nhiét.

Trong MAE, thoi gian chiét 1ién quan truc tiép dén téng ning luong cung cip cho
hé; do d6, thoi gian qué dai co thé gay qua nhiét cuc bo va lam suy giam chat lwong dich
chiét.

Do d6, khoang thoi gian 10-30 phat duoc lwa chon cho giai doan t6i vu hda nhim
bao quanh ving c6 hiéu qua chiét thuan lgi va dam bao tinh hop 1y vé miat k¥ thuat.

d. Thoi gian bire xa

Két qua cho thiy TPC va FRAP dat gi4 tri cao trong khoang 812 gidy/pht, trong
khi TSC dat cyc dai tai 8 gidy/phut. Khi thoi gian buc xa vuot qué 8 gidy/phut, hiéu qua
chiét khong tiép tuc cai thién ro rét.

Xu hudng nay cé thé lién quan dén dic tinh nguyén liéu BLMH chtra ham luong
tinh bot dang ké. Khi gia nhiét kéo dai, tinh bt c6 thé truong nd va lam ting do nhot
cua hé, tr d6 anh hudéng dén qua trinh khuéch tan va thu nhan hoat chat. Nguoc lai, &
thoi gian birc xa thip hon, ning luong cung cap chua du dé hd tro qua trinh giai phong
hoat chét tir cu triic mé thuc vat.

Trong MAE, thoi gian buc xa quyét dinh chu ky gia nhiét cua h¢, do d6 can duogc
t8i wu dé vira dam bao hiéu qua pha vo cAu triic mo, vira han ché hién tuong qua nhiét.

Do d6, khoang 6-8 gidy/phut dugc Iyra chon cho bude tdi vu hda nhdm bao quanh
ving c6 hiéu qua chiét thuén loi.

e. Cong suit vi séng

Cong suat vi song 1a yéu t6 anh hudng dén hiéu qua chiét cac hop chét sinh hoc.
Tuy nhién, két qua cho thdy cac gia tri TSC, TPC va FRAP hau nhu khong thay dbi
trong khoang 600-1000 W. Diéu nay c6 thé do & muc cong suit khao sat, hé di dat du
nang luong can thiét dé pha v& ciu triic md va giai phong hoat chat, viéc ting cong suat
chi 1am ting toc do gia nhiét nhung khong 1am thay d6i dang ké hiéu qua chiét.

Do do, cong suét 600 W duoc lua chon lam gia tri ¢d dinh cho cac thi nghi¢m tiép
theo, vi nam trong viing cho hiéu qua chiét cao, ddng thoi giup giam tiéu hao niang lugng

va dam béo tinh hop 1y cua thiét ké thi nghiém.
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Toém lai, cac khoang bién duoc lya chon cho thiét ké thi nghié¢m tdi wu hoa gém:
phuong phap chiét MAE, cong suit vi song 600 W, ty 1 nguyén liéu/dung méi 1/30
g/mL, ndng d6 ethanol 60-80%, thoi gian chict 10-30 phut va thoi gian buc xa 6-8
giay/phut.
3.2.2.3. Két qua téi wu héa diéu kién chiét than ré BLMH
a. Panh gia sy twong thich ciia moé hinh

S6 liéu thue nghi¢m thu duogc tur cac thi nghiém t8i wu hoa diéu kién chiét than ré
BLMH theo ma tran thiét ké dugc téng hop va trinh bay tai Phu luc 5.2. Két qua ANOVA
va cac hé s ciia phurong trinh héi quy twong tmg duoc trinh bay trong Bang 3.17.

Két qua phan tich ANOVA cho thay hé s6 twong quan R? dat gia tri cao d6i véi tat
ca cac ham muyc ti€u. Theo Andrich va cong sy [26], m6 hinh dugc xem 1a du dd tin cdy
khi Rz > 0,75. Trong nghién ctru nay, R? cua TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP lan luot
12 0,990; 0,990; 0,952; 0,995 va 0,913, nghia 1a 99,0%, 99,0%, 95,2%, 99,5% va 91,3%
s6 lidu thyc nghiém twong thich voi sd liéu du doan tir mo hinh. Ngoai ra, theo
Zolgharnein [306], su khac biét giita R? du doan va R? diéu chinh nén nhé hon 0,20 dé
mo6 hinh 6n dinh va c6 kha ning du bao tét. Két qua cho thiy R? du doan trong nghién
ctru nay phu hgp v6i R? hiéu chinh, do d6 cac mo hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP
c¢6 kha nang du doan tot.

Cac md hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP déu c¢6 p < 0,05, ching té cac mo
hinh nay déu dat do tin cay dé mo ta anh hudng cua cac bién. Dong thoi, gia tri p of lack
of fit clia cac mé hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP déu 16n hon murc ¥ nghia thong
ké, nghia 1a mé hinh phu hop véi dir liéu thuc nghiém. Diéu nay phu hop dé thiét 1ap

mo hinh thuc nghi€ém mo td moi quan h¢ gitra cac bién khéo sat.

109



Bang 3. 17. Cac hé so ciia phwrong trinh hdi quy va két qua phéin tich phwong sai

o TSC (Y1) SEE (Y2) TPC (Y3) ARSC (Y4) FRAP (Ys)
Heé so hoi quy
Dudoan | p-values | Dudodn | p-values | Dudoan | p-values | Dy doan | p-values | Dudoan | p -values

Bo 50,23 <0,0001 62,98 <,0001 0,84 <0,0001 5,10 <0,0001 1,23 <0,0001
B 8,55 <0,0001 10,71 <,0001 -0,005 0,4896 -0,37 <0,0001 0,06 0,0051
B> 3,39 0,0007 4,25 0,0007 0,04 0,0019 0,09 0,0056 0,04 0,0250
B3 0,41 0,4061 0,52 0,4045 0,035 0,0034 0,13 0,0013 0,01 0,3532
Bia -0,26 0,7047 -0,32 0,7049 0,03 0,0250 0,06 0,0891 0,01 0,7094
Bis 3,33 0,0035 4,18 0,0035 0,025 0,0462 0,06 0,0798 -0,05 0,0641
B23 0,45 0,5187 0,56 0,5172 -0,01 0,3401 0,08 0,0340 0,02 0,2897
B 3,10 0,0056 3,88 0,0056 -0,03 0,0217 -0,65 <0,0001 -0,06 0,0389
B2z -3,17 0,0051 -3,98 0,0051 -0,02 0,0717 -0,07 0,0694 -0,04 0,1165
B33 2,07 0,0268 2,60 0,0268 0,01 0,2613 0,05 0,1583 -0,03 0,1898
R? 0,990 0,990 0,952 0,995 0,913

R?adjust 0,972 0,972 0,866 0,985 0,757

p - values 0,0002 0,0002 0,0083 <0,0001 0,0330

fack of fil values 0,0677 0,0670 0,8952 0,5474 0,1219

Chir in ddm thé hién su anh hiedng ddang ké ciia cdc bién (p < 0,05).
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Nhu vay, cac phuong trinh mé ta tac dong cua cac thong s6 UAE ddi véi TSC,
SEE, TPC, ARSC va FRAP cta mau bdt than r& BLMH nhu sau:
Y1=50,23 + 8,55X; + 3,39X; + 0,41X3- 0,26 X1 X5 + 3,33X1 X3 + 0,45X>X3 + 3,1X42 -

3,17X22 + 2,07Xa2 (3.6)
Y: = 62,98 +10,71X; + 4,25X2 + 0,52X; - 0,32X: X5 + 4,18X1X3 + 0,56X2X3 + 3,88X2
- 3,98X,? +2,60X3? (3.7)
Y3 = 0,84 - 0,005X; + 0,04X; + 0,035X; + 0,03X1 Xz + 0,025X;X3-0,01X:X; - 0,03X;>
- 0,02X22 + 0,01X32 (3.8)
Ya=5,1 - 0,37X; + 0,09X; + 0,13X3 + 0,06X,X> + 0,06X,X5 + 0,08X:Xs - 0,65X? -
0,07X22 + 0,05X32 (3.9)
Ys=1,23 + 0,06X; + 0,04Xz + 0,01X5 + 0,01X,Xz - 0,05X:X3 + 0,02X2X5 - 0,06X4? -
0,04X22 - 0,032 (3.10)

b. Phan tich bé mit dap ting

Chiéu hudng tac dong cua céac yéu t6 khao sat dén cac ham muc tiéu duoc thé hién
& Hinh 3.9. Két qua cho thay tat ca cac bién dau vao déu anh hudng dén dap ung theo
dang phi tuyén, pht hop véi dang ham hdi quy bac hai dd duoc thiét 1ap trong céc
phuong trinh (3.6), (3.7), (3.8), (3.9) va (3.10).

Khi ndng d6 ethanol ting dan, cac gia tri TSC, SEE va TPC déu c¢6 xu hudng ting.
Nguyén nhan 1a ¢ ndng d6 ethanol thip, do phan cuc ciia hé dung méi van con cao, dan
dén kha nang hoa tan cac hop chéit kém phan cuc hodc ban phan cuc bi han ché. Khi
ting nong do ethanol, dd phan cuc dung mdi duoc diéu chinh dén mic phu hop, giup
pha v& mang té bao tot hon va ting cuong giai phong hoat chat ra moi truong chiét. Tuy
nhién, cac chi tiéu thé hién hoat tinh chong oxy hoa chi ting dén khoang 70% ethanol,
sau d6 giam khi tiép tuc ting nong d6 dung méi. Piéu nay cho thiy ¢ ndng do ethanol
qué cao, khién kha ning hoa tan cac hop chit phenolic c6 tinh phan cuc cao — von déng
vai tro chinh trong hoat tinh chong oxy héa — bi suy giam. Do d6, hoat tinh chéng oxy
hoa ¢6 xu hudng giam khi vugt qua mirc ethanol tdi wu.

Khi thoi gian chiét va thoi gian birc xa tang, hau hét cac ham muc tiéu (TSC, SEE,
TPC, ARSC) déu tang, chi FRAP hoi giam nhe. Viéc ting thoi gian xur 1y giup dung moi
thAm thdu sau hon vao mo thyuc vat, 1am mém thanh té bao va pha v cac lién két giira
polysaccharide — protein — hop chat thr cp, tir d6 ting cuong khuéch tan hoat chat ra

moi truong chiét [305]. Pong thoi, su gia ting nhiét do trong md ciing gbp phan pha v&
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cAu trac té bao va thuc dy qua trinh giai phong cac hop chat sinh hoc. Tuy nhién, khi
thoi gian chiét va buc xa tiép tuc kéo dai, nhiét tich liy c6 thé lam giam kha ning chdng

oxy hoa (dic biét FRAP) do mot phan polyphenol bi oxy hoa nhiét hodc phan hay

=
o
®0.76892
@
L
2 ’
0
o A o " OO v o " OWw v~ Vi WO v o
el ~ I~ Q- = &N &N ™M o ~ N o &~
o o S
&0 27 X3 (giay/
X1 (%) X2 (phut) phut) Desirability

Hinh 3. 9. Mé hinh bé miit dap &ng thé hién sw anh hwéng cia tirng yéu t6 téi TSC,
SEE, TPC, ARSC va FRAP ciia than ré BLMH
Két qua t6i vru cho thiy, hiéu quéa cua qua trinh chiét khong chi phu thudc vao ting
yéu tb riéng 1¢ ma con phu thudc vao sy twong tac, tham chi 13 tac dong hiép ddng giira
cac yéu td trong hé. Gi4 tri Desirability dat khoang 0,77 1 két qua cua sy dung hoa gitta
nhiéu ham muc tiéu von c6 xu hudng bién thién dbi nghich nhau. Trong t6i wu hoa da

muc tiéu, viéc dat dugc Desirability ti€ém can 1 1a rat khé khan khi cac bién so c6 su
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xung dot vé loi ich k¥ thuat. Do d6, muc d6 0,77 chirng minh tinh phu hop va d6 tin cay
cua mo hinh trong viéc lua chon diéu kién chiét xuit hai hoa nhat, dam bao gia tri dugc
tinh cao nhét cho dich chiét.

Dir liéu thuc nghiém duoc xt Iy theo md hinh da thirc bac hai bang phuong phap
RSM trén phdn mém JMP 18. Trong hai ham muc tiéu chinh, gi4 tri SEE duoc tinh tir
TSC tuong tmg so voi TSC chiét kiét (hang s6) (phwong trinh 2), nén cac bé mat dap
tmg cua SEE c6 dang tuong tu nhu TSC. Vi vy, nghién ctru tip trung trinh bay cac bé

mat dap g ctia ham muc tiéu chinh 1a TSC (Hinh 3.10).
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Hinh 3. 10. B¢ mit dap vmg 3D thé hién anh hwéng ciia timg cip yéu to téi TSC

Hinh 3.10 A cho thay khi thoi gian chiét con ngan, viéc ting nong do ethanol chi
lam TSC ting nhe, do dung mdi chua c6 di thoi gian tham thau va pha v& cdu trac té
bao. Tuy nhién, khi két hop ndng d6 ethanol cao va thdi gian chiét dai, hiéu qua giai
phoéng saponin dugc ting cudng rd rét, gitip TSC dat gan gia tri cuc dai.

Hinh 3.10 B thé hién su twong tac giira ndng d6 dung méi va thoi gian birc xa, TSC
ting manh hon khi ca hai yéu t6 ndy cung ting dén vung tdi vu, cho thiy tac dung hiép
Iirc gitta phan cuc dung méi va ning luong vi séng trong qua trinh giai phong hop chat.

Nguoc lai, Hinh 3.10 C cho thay khi thoi gian chiét va thoi gian bic xa déu ting

qua muc, TSC tao dang bé mit dap Gmg 16m, tirc giam nhe trude khi ting tro lai. Hién
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tugng nay c6 thé 1a do nhiét tich Iy 1am cau truc té bao bj co rit hodc ting d6 nhét dich
chiét, tam thoi can trd sy khuéceh tan hoat chét ra ngoai; sau d6 nhi¢t nang tiép tuc pha
v mo sau hon, giup TSC ting trd lai & ving cao hon ctia mién khao sat.

Hinh 3.10 D, 3.10 E va 3.10 F trinh bay bé mat dap ung cua SEE. Do SEE dugc
tinh bang TSC chia cho ham luong saponin chiét kiét (gia tri hing sd), nén xu hudng
thay doi cua SEE theo timg cip yéu té tuong ty véi TSC, phan anh cing co ché chiét
tach.

Tém lai, diéu kién tdi wu thu duogc tir mé hinh bé mit dap ung la néng do dung moi
ethanol 80%; thoi gian trich ly 27 phtt, thoi gian bue xa 8 giay/phut.

c. Kiém chirng

Thi nghiém duoc 1p lai ba 1an tai cac diéu kién ti wu, thu duoc gia tri TSC, SEE,
TPC, ARSC va FRAP thuc nghi¢m nhu trinh bay trong Bang 3.18. So sdnh v&i gié tri
du doan tir phuong trinh hdi quy cho thiy khong c6 su khac biét co ¥ nghia thong ké,
chtng t6 mo hinh t6i wu c6 do phu hop cao véi thuc nghiém va c6 thé Gng dung dé xéac
dinh diéu kién chiét ti uu cho than r& BLMH.

Bang 3.18. Két qua ham lwong ham lwong hoat chét, hiéu suit trich ly va kha niing

chdng oxy héa dy doan va thwe nghiém

Ham muc tiéu Gia tri du doan Gia tri thuc nghiém
TSC (mg EE/g DM) 68,64* 68,02 + 1,02?
SEE (%) 86,07° 85,40 £ 1,24°
TPC (mg GAE/g DM) 0,91¢ 0,92 +0,04¢
ARSC (mg TE/g DM) 4,454 4,31+ 0,094
FRAP (mg TE/g DM) 1,21¢ 1,18 £0,03¢

Tom lai, diéu kién va toi vu hoa qué trinh chiét dbi voi than ré BLMH chua ting
duoc nghién ctru trude ddy, nén viée so sanh truc tiép véi cac loai thyc vat khac con han
ché. Tuy nhién, so v&i cac nghién ctru t6i wu hoa chiét trén cac dbi twong khac, két qua
thu dugc cho thay xu hudéng tuong ddng: hiéu qua chiét cao dat dugc khi sir dung hdn
hop dung méi ethanol-nudc ¢ ndng d6 trung binh va cong suat vi sdng & muc vira phai.

Két qua t6i uu hoa chiét MAE vo ca cao [170] ciing cho thdy cac diéu kién chiét
kha twong tu nhu ndng d6 methanol 85%, cong suit vi song 600 W, ty 1& nguyén
liéu/dung méi 1/50 g/mL, thoi gian chiét 40 phut va thoi gian buc xa 6 gidy/phat. Két
qua toi wru chiét MAE Nhan sam [133] dé thu saponin cho thdy ham lugng saponins tho
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thu duoc chiu anh huong 16n ctia ndng d6 dung mai chiét va thoi gian chiét, cu thé 1a tai
nong do6 ethanol 77,3% va 2951 gidy. Két qua t6i uu diéu kién chiét MAE vo qua bd
hon [67] cho thdy ndng d6 ethanol 40%, thoi gian chiét 13 phut, ty 1& nguyén liéu: dung
moéi 1/19 g/mL & cong sudt vi song 425 W cho hiéu qua chiét saponin t6i vu va vuot troi
phuong phap chiét truyén théng. Nghién ctru t6i wu hoa diéu kién chiét MAE dbi vai 14
chum ngay [89] cho thay két qua diéu kién chiét MAE: cong suit 600 W, trong 30 phut,
nhiét d6 40 °C dat SEE va TPC cao nhit, cling cho théy wu diém vuot troi vé nhiéu mat
ctia MAE so v6i CE. Nghién ctru t6i wu hoa chiét MAE hanh 14 [28] cho thay diéu kién
chiét t6i wu du doan 1a nhiét do 60 °C, thoi gian 22 phit, ndng do ethanol 51% (v/v), va
luong dung moi sir dung 1a 11 mL/g nguyén liéu. Téi wu hoa chiét MAE tir vo va hat
nho [29] cho thay diéu kién chiét t6i wu 1a methanol 65%, 1/50 g/mL, cong suét vi song
500 W va thoi gian chiét 5 phut.
3.3. Két qua danh gia cac tinh chit ciia bot vi bao ré PS va than ré BLMH
3.3.1. Két qua phén tich bét vi bao ré DS
Két qua danh gia tinh chat hoa 1y, hoat chat sinh hoc ctia bot vi bao va hoat tinh

chéng oxy héa ctia cac mau bot vi bao DS duoc thé hién trong Bang 3.19.
3.3.1.1. Két qua xdc dinh tinh chdt héa 1y ciia bét vi bao PS

Khi tang lugng chit bao mang thi do am va hoat d6 nudc cua bdt vi bao co xu
huéng giam dang ké (p < 0,05), trong d6 cong thirc 40/60 voi ty 16 MD/GA/MCS/PEC
=5/1/3/1 (CT9) cho gia tri thip nhat (5,79% va aw = 0,499). Diéu nay cho thay viéc ting
lwong chit bao mang 1am giam ham lwong nudce ty do trong hdn hop trude siy, dong
thoi tao nén ma tran c6 kha nang ¢ dinh nudc noi tai, tir d6 lam suy giam aw sau séiy.
Ham luong MD cao gop phan hinh thanh cau trac thuy tinh [78] c¢6 tinh chéng hut am,
han ché sy di dong phan tir ciia nuéc. GA véi ciu tric arabinogalactan phan nhanh giup
cai thién tinh 6n dinh bé mat va giam hép thu 4m [72], trong khi PEC tao mang ludi
hydrogen bén giup giam nudc tu do va duy tri aw thap [91, 163]. Két qua twong dong
v6i nhan dinh cia Deng va cong su [69] khi cho théy st dung vat liéu bao mang déu co

tac dung giam am va hoat do nudc.
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Bang 3. 19. Két qua phén tich cAc tinh chit ciia bdt vi bao DS

Ty 1€ . Ning suit TPC
STT dic’h co6/ | MD/GA/ D0 am Hoat d§ nwéc bao mang Do hoa tan TSC (mg GAE/g FRAP
chﬁf bao | MCS/PEC (%) (aw) (%) (%) (mg EE/g DM) DM) (mg TE/g DM)
mang
1 4/1/4/1 | 6,64+ 025 | 0,516+ 0,003 | 74,38 + 1,13 | 43,19+ 1,44%® | 140,10 £4,69" | 57,98 £1,56¢ | 156,56 + 1,91¢
2 60/40 3/1/51 | 6,82+£0,24® | 0,515+ 0,003% | 76,07 +1,70° | 40,07 £2,5* | 150,30 + 1,26° | 54,37 + 1,379 | 157,95 + 4,47¢
3 5/1/3/1 | 6,51 +0,24> | 0,512+ 0,003%<d | 77,68 +1,70° | 40,52 +2,06> | 127,20 +2,28¢ | 38,59+ 1,29" | 103,13+ 3,07"
4 4/1/4/1 | 6,51 +£0,28" | 0,514 40,0032 | 68,27 +2,18° | 42,98+ 1,83% | 241,00+ 1,72° | 50,12 +0,47° | 173,80+ 1,79
5 50/50 3/1/5/1 | 6,54+0,34* | 0,508 +0,003"d | 85,05 +2,12* | 42,98 + 1,48 | 237,40+ 1,14 | 49,39 +0,49° | 196,25+ 1,31¢
6 5/1/3/1 | 6,23+0,29° | 0,502+ 0,003% | 73,06 +2,18" | 43,38+ 1,55 | 216,60 £2,21¢ | 52,08 + 0,43% | 182,94 + 3,86°
7 4/1/4/1 | 6,36 £0,25* | 0,505+ 0,004 | 76,07 +2,12° | 43,97 +2,59% | 237,40+ 1,97° | 55,15 +4,12¢¢ | 178,31 + 4,58°F
8 40/60 3/1/5/1 6,25+0,15% | 0,502 +0,003% | 82,33 +2,26" | 46,72+ 1,27* | 262,80 +3,58* | 52,24 +1,49% | 237,10+ 6,1°
9 5/1/3/1 5,79 + 0,34 0,499 + 0,004° | 86,47 £1,70° | 47,09 +2,64* | 264,70 £2,9° | 77,44 +1,98" | 296,59 + 2,68"
Khong
0* bao 0 7,11 £0,5 0,521 + 0,005 ND 37,15+ 3,18° | 267,40 +0,28" | 88,57 +327* | 315,11 +2,52°
mang

Két qua thé hién gid tri trung binh + dé léch chuan; Cdc chit cdi khdc nhau trong ciing mét ¢t biéu thi sy khdc biét dang ké (p<0,05); TSC:

ham lwong saponins tong sé; TPC: ham heong phenolics tong so; FRAP: hoat tinh chong oxy héa bang phirong phdp khir sat; EE: twong

dwong véi escin; GAE: tuwong dwong véi gallic acid; TE: twong dwong véi trolox; Mau 0: mdau doi chitng (khéng thue hién bao mang). ND:

khong xac dinh.
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Cong thirc 9 (40/60-5/1/3/1) dat gia tri nang suit bao mang cao nhat (86,47%), va
d6 hoa tan (47,09%) twong d6i cao so véi cac cong thic khao sat, ching to ciu trac
mang bao hinh thanh & ty 1€ 5/1/3/1 1a can bé‘mg gitra tinh linh hoat va do bén co hoc.
Kha ning hoa tan tdt cta cong thirc ndy c6 lién quan truc tiép dén vai tro ctia MD trong
viéc tao dung cAu trac hat Xép, lam tang di¢n tich tiép Xuc va giam tro luc khuéch tan
khi tiép xtc v6i dung moi. Bén canh do, su hién dién ciia GA hd trg qua trinh 1am uét
va phan tan nhanh chéng, gitip hon hop tan hoan toan ma khong bi von cuc.

Do d6, cong thirc ty 18 dich c6/hdn hop chit bao mang 40/60, ty 1é cac chat bao
mang MD/GA/MCS/PEC 5/1/3/1 dugc xem 13 pht hop dé st dung cho céc thi nghiém
tiép theo trong pham vi nghién ctru.
3.3.1.2. Két qud phdn tich ham hrong hoat chdt sinh hoc va kha ndng chong oxy héa
cua bot vi bao DS

Két qua & Bang 3.19 cho thay ty 1 phdi tron dich c6/hdn hop chit bao mang anh
huong 1 rét dén kha ning gitr lai hoat chét sinh hoc (TSC va TPC) va ning lyc chdng
oxy héa (FRAP) ctia bot vi bao. Nhin chung, mau khong bao mang (0*) c6 gié tri TSC,
TPC va FRAP cao nhit do khong bi pha lodng 16i khi bao mang. Tuy nhién, diéu nay
khong ddng nghia véi viée cht luong san pham ti vu, vi miu nay c6 do 4m va hoat do
nuéc cao hon, dé xay ra oxy hoa va suy giam hoat chit trong qua trinh bao quan.

O ty 18 dich co/chit bao 60/40, cac mau 4, 5, 6 ¢o gia tri TSC, TPC va FRAP thap
nht trong s6 cac miu c6 bao mang. Nguyén nhan 1a do ham luong dich ¢6 cao 1am ting
ty 1¢ 15i, trong khi lugng chét bao khong du dé hinh thanh mang luéi polymer hoan chinh
va lién tuc quanh cac cAu tir hoat tinh. Khi do, cac hop chét sinh hoc chi duoc gitr lai
mot phan trong ma trin, con mot phan ndm gan bé mit hat hodc phan bd trong nhitng
ving ma 16p bao mong va kém dong nhat. Trong qué trinh sdy, nudc thoat ra nhanh tir
hé c¢6 ham lugng 161 cao c6 thé tao nén cac vi khe nit hodc 16 rong trong cAu tric hat,
lam ting kha niang khuéch tan oxy vao bén trong va thic ddy su that thoat hodc phan
huy cac hop chit nhay cam. Dong thoi, vi mat do 16 16n, cac twong tac bao vé giita
hoat chét véi vat liéu bao nhu lién két hydro, tuong tac ky nude va su giir co hoc trong
ma tran polymer khong di manh dé 6n dinh toan bo hé vi bao.

O ty 18 50/50, két qua dugc cai thién rd rét hon do luong chét bao ting 1én, tao
diéu kién hinh thanh mang ludi polymer 6n dinh va lién tuc hon quanh dich chiét. Khi

d6, cac thanh phan nhu MD, GA, MCS va PEC c6 kha ning phdi hop tot hon trong viéc
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tao mang va giir hoat chat. MD g6p phan tao ma tran v6 dinh hinh, 1am giam hién tuong
dinh va hd trg ¢d dinh hoat chét trong ciu trac kho; GA gitp ting kha ning nhii hoa va
phan tan cac cau tir kém phan cuc; trong khi MCS va PEC tham gia gia c6 mang lui
thong qua lién két hydro va cac twong tac giita cac chudi polymer. Nhe d6, hoat chat
duoc phan bd d@)ng déu hon trong h¢, han ché su tap trung & bé mit hat va giam muc do
tiép xuc truc tiép v6i nhiét va oxy. Tuy vy, ty 18 16i van con twong dbi cao nén trong
qua trinh sdy, su co rat cau tric va thoat 4m van c6 thé gay ton that mot phan hoat chét.

O ty 1& 40/60, pha bao chiém wu thé nén mang luéi vi bao dugc hinh thanh day
du hon, voi 16p mang bao day, ddng nhat va bén virng hon. Trong diéu kién nay, céc
hoat chét sinh hoc trong dich chiét BS dugc gilr lai hi€u qua hon nho nhiéu co ché phéi
hop [58]: (i) bi ¢ dinh vt 1y trong ma tran polymer; (ii) dugc bao v¢ khoi oxy va anh
sang boi 10p bao lién tuc; va (iii) duoc on dinh thong qua cac twong tac phan tir gitta
hoat chét va vat liéu bao. Di véi cac hop chét phenolic, cdc nhoém hydroxyl c6 thé hinh
thanh lién két hydro voi PEC, GA hodc MCS, giup giam muc d tiép xuc véi méi truong
oxy hoa. P6i voi cac hop chat kém phan cyc nhu tanshinone (nhém diterpen quinone
trong Pan sim), do d0 tan trong nudc thap, chung cé xu hudng lién két v6i cac ving ky
nudc ciia GA (cac doan polypeptide) hodc twong tic v6i ciu truc xodn amylose cua
MCS, hinh thanh céc dang “neo ky nudc” hodc phuc bao. Cac tuong tac nay giap gil
céc phan tir tanshinone bén trong mang ludi polymer, han ché su khuéch tan ra bé mit
va giam that thoat trong qua trinh siy.

Co6 thé thay rd & nhoém nay, cac mau 7, 8, 9 déu cho gia tri TSC, TPC va FRAP
cao nhit trong s6 cac miu c6 bao mang. Trong d6, mau 9 véi ty 16 MD/GA/MCS/PEC
12 5/1/3/1 cho két qua ndi bat nhat. Diéu nay cho thay ty 1& phdi hop nay di tao duoc
su cdn bang phu hop giita kha ning tao ma tran, nhii hoa, gia cd cau trac va 6n dinh
hoat chit.

Tom lai, mau 9 véi ty 1& dich c6/hdn hop chit bao mang 40/60 va ty 1&
MD/GA/MCS/PEC 1a 5/1/3/1 cho hiéu qua tdi wu, vira dam bao kha nang bao luu hoat

chat sinh hoc, vira nang cao do 6n dinh va tiém nang trng dung ctia sdn pham.
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3.3.1.3. Két qua do cdu triic - hinh thdi
a. Thé zeta, kich thwéc hat va ciu tric bé miat SEM

Pho thé zeta (Hinh 3.11A) cta bot vi bao PS cho thay gia tri { = - 47,0 mV, phan
anh hé hat c6 dién tich 4m cao va d6 bén keo manh. Luc déy tinh dién 16n gitra cac hat
gitip ngan can hién tugng két tu trong moi truong nude, chimg té hé vi bao c6 tinh 6n
dinh dién dong hoc tdt. Su 6n dinh nay mot phén dén tir sy hién dién cua nhém —COO~
va —OH trong GA [180], PEC va MCS [161], tao nén bé mit tich dién 4m 5 rét. Ngoai
ra, silica bd sung 0,5% co thé 1am ting nhe gia tri 4m cua zeta nho kha ning mang dién
am tu nhién cta hat SiO2, gop phan duy tri d6 phén tan cao cua hé.

Phd phéan bé kich thudc hat cho thdy miu bot co Z-average = 1539 nm, véi kich
thudc dinh phan bd chinh khoang 555,7 nm va PDI = 0,808. Diéu nay phan 4nh hé hat
c6 phan bd kich thude rong, gdbm mot nhém hat nhoé (0,55 pm) chiém wu thé va mot
phan nho cac cum hat 16n hon do két tu co hoc trong qua trinh siy. Gia trj PDI >0,7 cho
thiy murc d6 dong nhét kich thudc trung binh [108], song hé van on dinh dong hoc nho
gia tri thé zeta 4m cao (- 47 mV).

Anh hién vi dién ttr quét (Hinh 3.11C-E) cho thdy cac hat c6 hinh cau khong hoan
toan, bé mat nhin nhe. O d6 phong dai 1.000 1an cho thiy céc hat bot ¢ hinh thai khoi
da dién kich thudc micromet, bé mit tho rap, nhiéu nép nhin kéo dai theo phuong co
rit, cho thdy qua trinh hinh thanh 16p mang xay ra khong dong nhat trong qua trinh say.
Nhiéu hat 6 ria canh ubn gip hodc giy cuc b, chimg to 16p mang c6 o dan hoi thap,
bi déng ran nhanh thay vi tao cau tric tron/lang. O d6 phong dai 5.000 1an, 16p mang
bao khong ddng nhat vé do day, cac ving phong — 16m xen k&. Cac nép nhin nay hinh
thanh do co rat khéng dong déu khi nudce bde hoi dudi diéu kién chan khong (30-40 °C,
73 cmHg), diic biét & mau c6 ham luong MD cao dé tao mang gion hon khi khir am. Tuy
nhién, silica (0,5%) hoat dong nhu chit chéng dinh va hap phu am. Khi nuéc bdc hoi
trong qua trinh séy, 16p silica nay bi “cd dinh” trén bé mat mang, tao thanh mét 16p hat
min phii ngoai, gitp han ché co rat mang va nit gy cdu trac, gitp hat gitt hinh dang
cau déu hon.

Nhin chung, két qua tir ba phép phan tich (thé zeta, DLS, SEM) cho thay cong
thirc MD/GA/MCS/PEC = 5/1/3/1 tao ra bot vi bao c6 dd bén keo cao, kich thude hat
trung binh 16n va cAu trac bé mat nhan nhe, thé hién tinh 6n dinh tét nhung kém linh

hoat hinh thai.
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Results
B Size (d.om): %Intensity  Width (d.nm):
3 C— ZAverage (d.nm): 1539 Peak1: 5557 1000 67.04
Zeta Potenti an) : 47.0 mV
Electrophoretic Mobility Mean  : -0.000364 cm?Vs Pal: 0808 Poak2:  0.000 00 0,000
Intercept: 0.671 Peak 3: 0.000 00 0.000
1.0+ Result quality: Refer to quality report

0.9+ Sizo Distribution by Intensity
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Zeta Potential (mV)

E (x5000)

Hinh 3. 11. Phd thé zeta (A), phin b kich thwéc hat (B) va anh SEM (C, D, E) ciia bjt
vi bao DS

b. Phé DSC, TGA va XRD ciia byt vi bao DS

Ph6 DSC ctia bot vi bao DS (Hinh 3.12A) thé hién hai dinh chuyén pha dic trung
tai 136,5 °C va 196,5 °C, phan anh cac qué trinh bién doi nhiét ctia hé vat liéu trong qua
trinh gia nhiét tir 30-400 °C. Cu thé, dinh thu nhiét tai 136,5 °C twong Gmg véi su boc
hoi 4m héap phu hoic sy chuyén pha thuy tinh (Tg) cia mang chat mang gdm MD, GA,
MCS va PEC [109]. Pang cha ¥, khéng xuat hién dinh néng chay dic trung cta hoat
chat tu do trong vung 100-150 °C, chimg t6 hoat chat cuia PS da duoc phan tan dong
nhat trong nén vo dinh hinh, khéng con ton tai dang tinh thé ty do. Tiép theo, dinh toa
nhiét tai 196,5 °C (dién tich 10,15 J/g) phan anh qua trinh tai sip xép va ban két tinh cuc
bd ctia mang polymer, ciing nhu sy hinh thanh tuong tac bén giira hoat chat ciia S va
chét bao mang. Tir sau 200 °C trd di, duong cong DSC biéu hién mot xu hudng giam
dan kéo dai, dic trung cho qué trinh phan huy nhi¢t cua hé vat liéu. Pa s6 cac hoat chét
cling nhu cac polymer bao mang thudng bat dau phan huy tir 220-260 °C [243]. Pong
thoi, su 6n dinh nhiét téi 200 °C 1a diéu kién thun loi cho qué trinh bao quan va ung

dung san pham dué6i diéu kién kho, khong yéu cau bao quan lanh.
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Pho TGA cua bot vi bao PS (Hinh 3.12B) cho thdy mau d trai qua bon giai doan
mat khdi lwong. Giai doan dau (50-200 °C) mau mat khoang 10,57% chu yéu lién quan
dén sy bay hoi ctia nuéc hap phu va nudce lién két yéu. Giai doan hai (200-350 °C) véi
dinh tai 283 °C c¢6 mirc mat khdi lwong 16n nhat (47,36%) phan anh qua trinh phan hity
nhiét chinh céc thanh phan hitu co trong bot vi bao, gdm cac polysaccharide ctia hé chat
bao (MD, GA, MCS, PEC) va chit ran trong dich chiét BS. Giai doan ba (350-600 °C)
c6 dinh tai 431 °C, mau tiép tuc mét thém 30,05%, co thé lién quan dén sy phan huy tiép
theo ctia cac ciu tir hitu co va phﬁn vat chat di bi bién ddi nhiét. Giai doan 4 (trén 600
°C) khéi lugng giam nhe 10,57% do phan cin nhiét tiép tuc phan hity trong méi truong
nito. Téng khéi lwong mat dat 98,55%, ching td mau phan hay gan hoan toan. Nhiét do
phan huty chinh khoang 283°C, cao hon nhiéu so v6i nhiét dé bao quan théng thudng,
cho thiy toan bd hé bot vi bao Pan sam, gdm dich chiét va hé chit bao MD-GA-MCS—
PEC, c6 d6 bén nhiét tdt trong diéu kién bao quan dy kién.

Pho XRD cua bot vi bao DS (Hinh 3.12C) thé hién m6t ving nhidu xa rong trong
khoang 20 = 14-25°, v&i cudong do cao nhét & khoang 17-19° va mdt s6 cuc dai cuc bo.
Viéc khong xuat hién hé dinh nhiéu xa sic nét, tach biét rd cho thdy bot vi bao thanh
pham chu yéu mang dic trung vo dinh hinh hodc c6 do két tinh thap. Két qua nay goi ¥
rang cac thanh phan, bao gdm cac hop chét hoat tinh, c6 thé da dugc phan tan trong nén
chét bao va khong hinh thanh pha tinh thé riéng biét trong giéi han phat hién ctua phép
do XRD. Ngoai ra, vung nhiéu xa tai 20 =~ 21-24° ¢6 thé lién quan dén silica vo dinh
hinh (SiO:) dugc bd sung & ti 16 0,5% nham han ché hién twong dinh bam va chdng von
cho bot vi bao, do ving nhiéu xa nay phu hop véi cac cong bd trude day vé dic trung
XRD cua SiO: v6 dinh hinh [230]. Tuy nhién, dé xac dinh chinh x4c ngudn gbc ciia cac
vung nhiéu xa va sy thay doi trang thai rin sau vi bao, can phan tich b6 sung dich chiét
cd dac BS, hon hop chat bao MD-GA-MCS-PEC, SiO: va bot vi bao thanh pham trong
cung diéu kién do.
3.3.1.4. Két qua phan tich mot s6 hoat chat, kiém nghiém vi sinh vat, kim logi nang va
danh gid kha néing khdng vi sinh vat va trc ché té bao ung thw in vitro ciia bot vi bao PS
a. Két qua kiém tra ham lwong hoat chat

Két qua Bang 3.20 cho thiy hoat chét Cryptotanshinone va Tanshinone I duoc bao

toan sau qué trinh vi bao va sdy chan khong. Pay 13 yéu t6 quan trong vi cac hoat chat
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ndy nhay cam véi nhiét, 4nh sang va oxy, dé bi oxy héa hodc phan hiy trong méi trudng.
Diéu nay chtng té6 hdn hop bao mang da cu tir (MD-GA-MCS—PEC) khéng chi duy
tri ham luong hoat chit ma con tao tién dé cho su On dinh lau dai trong bao quan va ing
dung thuc phdm chirc ning tir BS.

Bang 3. 20. Ham lrong hoat chit trong bt vi bao DS

n % Cryptotanshinone Tanshinone I
STT Tén mau
(ng/mg) (ng/mg)
1 Bot vi bao BS 1,081 + 0,048 3,129 +£ 0,057

b. Két qua kiém tra vi sinh vat

Bang 3. 21. Két qua phan tich vi sinh bt vi bao PS

STT Chi tiéu phéan tich Két qua phan tich | Phwong phap phan tich
1 | Tong sb vi sinh vat hiéu khi | 4,98 x 10! CFU/g TCVN 4884-1:2015
2 | Coliforms KPH TCVN 6848:2007
3 | Escherichia Coli KPH TCVN 7924-2:2008
4 | Staphylococus aureus KPH TCVN 4830:2005
5 Ig;gnfgcbao WEnAMMER | 21x 10 CFUlg | TCVN 8275:2010
6 | Clostridium perfringens KPH TCVN 4991:2005

Két qua phén tich vi sinh ctia bot vi bao PS (Bang 3.21) cho thay chét luong vi
sinh dat yéu cau an toan. Tong sd vi sinh vat hiéu khi do dugc 4,98 x 10! CFU/g tuong
dbi thap, cho thiy nguyén liéu va qua trinh san xut dam bao vé sinh. Cac chi tiéu chi
dinh nguy co an toan thuc pham déu “KPH” (khong phat hién), ching t6 san phim
khong bi nhiém chéo phan hay vi khudn giy bénh thudng gip. Tong sd bao tir nAm men
- nam mdc ciing rat thap, phit hop véi yéu cau déi v6i san pham dang bot kho. Pidu nay
cho thdy quy trinh vi bao, siy va dong géi da duoc kiém soat tot d6 am va diéu kién vé
sinh. Nhu vdy, vé khia canh an toan vi sinh, bot vi bao PS hoan toan dat yéu cau dé tiép
tuc Gng dung trong phat trién san pham tiép theo.

c. Két qua kiém tra kim loai niing

Két qua kiém tra kim loai ning cua bot vi bao PS (Bang 3.22) cho thiy cac chi
tiéu chinh gém chi (Pb), thay ngan (Hg), cadimi (Cd) va asen (As) déu “KPH” (khong
phat hién) voi gidi han phat hién thip (LOD tir 0,001-0,01 ppm). Piéu nay ching to

nguyén liéu va cac chét bao st dung trong cong thirc khong bi 6 nhiém kim loai ning,
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qué trinh san XUAt — séy — dong g6i duoc thyuc hién trong diéu kién sach, han ché tiép

xuc voi nguon nhiém tur thiét bi hodc moi truong.

Bang 3. 22. Két qua phén tich kim loai niing ciia bt vi bao DS

STT Chi tiéu phan tich Két qua phén tich | Phwong phap phéan tich
. . KPH
1 | Ham lugng chi (Pb) TCVN 8126 — 1:2009
LOD = 0,01 ppm
2 | Ham lugng thy an (Hg) KPH TCVN 7604:2007
am ngan :
Pne Ty B t8) | 1 ob = 0,001 ppm
\ . KPH
3 | Ham lugng Cadimi (Cd) TCVN 7603:2007
LOD = 0,01 ppm
4 | Haml Asen (As) KPH TCVN 9521:2012
uon :
amm Tugng ASCRLAS LOD = 0,001 ppm

d. Két qua danh gia kha niing khang vi sinh vat

Bang 3. 23. Két qua danh gia hoat tinh khang vi sinh vét ciia bdt vi bao PS

Nong d6 Puong kinh vong trc ché (mm)
(mg/mL) | Escherichia | Staphylococcus | Salmonella Bacillus Candida
coli aureus Spp. anthracis albicans

70 - - - 24;24;24 23;23;23
50 21;21;21 22;22;22.5 23;23,5;23, 18;18;19 17,5;17,5;18
30 19;18,5;19 18;18;18 17;16,5;17 15;14;14,5 12,5;13;13
10 11;11;11 12;11;12 14;14;14 - -

gil:;l: 29;29;29 29;30;29,5 29;28;29 30;30;30 | 29;28,5;28,5

Dua trén két qua khao sat hoat tinh khang vi sinh vat, bot vi bao BS (h¢ hoat chét

phirc hop giau polyphenol va diterpenoid) cho thiy tac dung wc ché vi sinh vat rd rét

trén ca vi khudn Gram duong, Gram 4m va ndm men gy bénh. O nong d6 70 mg/mL,

duong kinh vong trc ché dat tir 23-24 mm (tiy ching), khi ¢ ndng d6 10 mg/mL van duy

tri vung tc ché trén 11-14 mm, chimg to hoat chit trong bot vi bao c6 kha ning e ché

manh tir ndng do cao dén thap (Bang 3.23 va Phu lyc 4.1).

Két qua Bang 3.24 cho thiy bot vi bao Dan sam c6 kha ning trc ché céc vi sinh vat

khao sat véi MIC trong khoang 10-27.5 mg/mL, trong d6 Salmonella nhay cam nhat

v6i MIC 10 mg/mL, tiép theo 13 S. aureus va E. coli véi MIC 12,5 mg/mL.
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Bang 3. 24. Két qua xac dinh MIC ciia bdt vi bao DS

Vi sinh vat MIC (mg/mL)
Staphylococcus aureus 12,5
Escherichia coli 12,5
Salmonella 10
Bacillus anthracis 25
Candida albicans 27,5

MIC duoc cong bd ddi v6i cac san pham vi bao chira cao chiét tu nhién c6 thé dao
dong dang ké tiry thudc vao ngudn nguyén lidu, thanh phan cao chiét, vat liéu bao, ching
vi sinh vat va phuong phap thir. Chang han, Radiinz et al. [203] ghi nhan cao chiét Beta
vulgaris vi bao bang zein thé hién tac dung tc ché va diét Salmonella Typhimurium &
noéng do 200 mg/mL. Do d6, két qua nay chi duoc sir dung dé tham khao, khong phai 1a
co s& dé so sanh tryc tiép muc d6 hoat tinh. Nhin chung, cac gia tri MIC cua bot vi bao
DS thu dugc con kha cao. Vi vy, két qua ndy chi mang y nghia sang loc ban dau. Can
tiép tuc nghién ctru anh huéng cua vat liéu bao, kha ning giai phong hoat chit va so
sanh véi cao chiét tu do dé dénh gia ddy du hon hoat tinh khang vi sinh vat va tiém nang

ung dung cua san pham.

e. Kiém tra danh gia hoat tinh vrc ché té bao ung thw in vitro

Két qua & Bang 3.25 cho thiy bot vi bao DS thé hién hoat tinh &rc ché té bao ung
thu in vitro trén hau hét cac dong té bao ung thu khao sat. O ndng d6 sang loc 100
ng/mL, sy ting truéng cua cac dong té bao ung thu va bi tc ché & murc rat cao. Tuy
nhién, murc d trc ché trén dong té bao ung thu tuy BxPC3 chi dat 68+2%, thip hon dang
ké so véi cac dong ung thu v, phan anh su khac biét vé do nhay gitta cac loai té bao
doi véi mau thi.

Gia tri Glso cia mau dao dong trong khoang 14,7-44 pug/mL trén cac dong té bao
ung thu vi, cho thay hiéu luc trc ché ting sinh & mirc trung binh. Trong d6, mau thé hién
hoat tinh tot hon trén cac dong SKBR3 (HER2 duong tinh) va T47D (ER duong tinh),
voi Glso 1an luot 14 14,7+2,0 va 16,5+1,8 pg/mL. Nguoc lai, hoat tinh trén cac dong thé
ba Am tinh nhu MDAMB231 va MDAMBA468 thip hon dang ké (GlIso ~ 44 pg/mL), cho

thay mau kém hiéu qua hon trén nhom té bao co6 tinh xam lan cao va kho diéu tri.
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Bing 3. 25. Két qua danh gia hoat tinh e ché té bao ung thw in vitro ciia bot vi bao DS

Dong té bao ung thu % tre C!lé ting trudng té bao & Glso

(loai té bao) nong d¢ 100 pg/mL (ng/mL)
MCEF-7 (Vu, ER duong tinh) >100 17,2 +2,6
MDAMB231 (Vii, TNBC) >100 44 +6,8
T47D (Vi, ER duong tinh) >100 16,5+ 1,8
ZR-75-1 (Va, ER duong tinh) >100 23£6,6
SKBR3 (Vu, HER2 duong tinh) >100 14,7 +2,0
BT474 (Vi, HER2 duong tinh) >100 36+ 0,3
BT20 (Vu, ER 4m tinh) >100 25+6,1
MDAMB468 (Vii, TNBC) >100 44+32
MCF10A (V1 binh thudng) 97 + 1 36+2,1
BxPC3 (Tuyén tuy) 68 +2 74+22

TNBC: Ung thw vii dm tinh thé ba, ER Pos/Neg: Dwong tinh/Am tinh véi thu thé Estrogen,
HER?2 Pos: Duong tinh véi thu thé HER2. Gid tri % trc ché tang truong cang cao thé hién kha
ndng ke ché sw phat trién cia té bao cang lém. Gid tri >100 cho thdy sw tang truéng ciia té bdao
dd bi irc ché hoan toan, bao gom ca viéc gdy chét té bao. Glsp la nong do irc ché 50% su tang
trueéng ciia té bao (gid tri ndy cang thdp thi kha ndng ke ché tang truéng cang manh).

Dang chu ¥, gia tri Glso trén dong té bao binh thuong MCF10A (36+2,1 pg/mL)
tuong duong voi mot sd dong té bao ung thu, cho thay tinh chon loc ctia mau chua rd
rét. Didu nay cho thay mic du bot vi bao DS ¢ kha ning trc ché ting sinh té bao, nhung
mirc do phan biét giita té bao ung thu va té bao binh thudng con han ché.

Két qua trén phan anh ding dic tinh duoc hoc von c6 cia BS: dich chiét toan phan
gidu cac polyphenol va acid phenolic (von ndi troi vé tac dung chdng oxy hoa, bao vé té
bao va diéu hoa viém), nhung ham luong cic hoat chét diterpenoid (tanshinone va
cryptotanshinone) méi 1a tac nhan gdy apoptosis manh trén té bao ung thu khé thap. Do
d6, khi chiét xuat & dang toan phan va chua tinh sach phan doan lipid, hoat tinh trc ché
té bao ung thu in vitro bi “pha lodng”, chii yéu dimg & muc tic dung sinh hoc diéu hoa
nhe thay vi gy doc truc tiép 1én té bao ac tinh. Diéu nay giai thich tai sao bot vi bao BS

gy trc ché dang ké té bao binh thudng nhung khong dat hiéu lyc chon loc trén té bao
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ung thu, ddng thoi ciing 1y giai BS pht hop hon véi cac huéng tmg dung chéng oxy hoa
— bao vé ndi méd — cai thién tudn hoan hon la chéng ung thu truc tiép.

So sanh vé6i cac nghién ctru dd cong bd vé hoat tinh tre ché té bao ung thu in vitro
cta dich chiét thuc vat, gia tri Glso ctia bot vi bao PS trong nghién ctru nay nam trong
khoang twong duwong hodc thap hon so v&i nhiéu dich chiét thd giau polyphenol va saponin
nhu Catharanthus roseus [262], Helicteres hirsuta [198], Paramignya trimera [173].

Nhin chung, bot vi bao DS thé hién hoat tinh (rc ché ting sinh té bao ¢ muc trung
binh, véi hi€u qua phu thudc vao loai té bao. Két qua nay cho théy tiém nang Ung dung
clia mau trong nghién ctru cac tac nhan sinh hoc c6 ngudn gbe tir nhién. Tuy nhién, cin
tiép tuc t6i wu hoa hé vi bao va tién hanh cic nghién ctru siu hon vé co ché tic dong
cling nhu danh gia in vivo dé nang cao hiéu qua va tinh chon loc.

3.3.2. Két qua phén tich bét vi bao thin ré BLMH
3.3.2.1. Két qua phan tich tinh chat héa 1y ciia bét vi bao BLMH

Két qua tai Bang 3.26 cho thiy ty 1¢ giita dich c6 va hdn hop bao mang, ciing nhu
thanh phan chit mang c6 anh hudng 13 rét dén cac tinh chat 1y hoa cua bot vi bao. Trong
s6 cac cong thuc khao sat, mau sb 9 (40/60; MD/GA/MCS/PEC = 3/1/5/1) thé hién do
am cao nhét (7,51%) va hoat d6 nudc 0,517. Do ham lugng MD thap va MCS cao, hé
bao c6 xu hudng giit nudc manh hon vi MCS chira nhiéu nhém hydroxyl c6 kha ning
hinh thanh lién két hydro v6i nudc, 1am cham qué trinh thoat 4m trong giai doan siy
phun. Co ché nay phu hop v6i nhan dinh ctia Fang va Bhandari (2010) [78] khi MD it
hat 4m hon MCS, nén khi giam MD so véi MCS thi tinh hit 4m s& ting. Pong thoi,
Ribeiro va cong sy [207] ciing chimg minh ring ting ham luwong tinh bot trong hé bao
lam tang nudc lién két va kéo theo d6 4m san phém cao hon. Tuy nhién, hoat d§ nudc

cua cac mau déu < 0,6, do do6 van thudc vung 6n dinh va an toan trong bao quan bdt kho.
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Bang 3. 26. Két qua phén tich cac tinh chat ciia bgt vi bao BLMH

Ty 18 o X Niing suat
11| ot | oy | PPAm | MR bpmain | baoming | TSC FRAP
hop bao | MCS/PEC (%) (aw) (%) (%) (mg EE/ g DM) | (mg GAE/ g DM) | (mg TE/ g DM)
mang
1 4/1/4/1 | 6,11£1,23% | 0,446+0,004" | 41,57+0,55> | 74,61+0,68¢ 149,23+3,83bd 3,33+0,40% 4,45+0,65¢
2 | 60/40 5/1/3/1 | 6,78+2,08% | 0,498+0,004¢ | 38,70£8,49° | 78,86=1,53 138,18+18,02¢ 3,23+0,96% 6,98+0,93°
3 3/1/5/1 | 7,45£0,09* | 0,493+0,003¢ | 44,06+1,20% | 79,42+0,72% 147,012,550 3,21+0,13¢ 7,61+0,86"
4 4/1/4/1 | 6,60+0,54% | 0,500+0,003¢ | 42,60+2,28% | 71,78+0,60° 143,21+15,6° 3,04+0,05% 4,56+0,47°
5 | 50/50 5/1/3/1 | 4,53+0,36° | 0,509+0,003¢ | 46,71+4,78%¢ | 75,13+0,010¢ | 140,72+2,48%d 2,63+0,15¢F 4,65+0,10°
6 3/1/5/1 | 6,64+2,18% | 0,504+0,003¢ | 47,00+5,03% | 81,45+0,009%® |  123,11+20,91¢ 3,80+0,15° 4,8140,76°
7 4/1/4/1 | 5,70£1,02% | 0,56+0,012* | 43,02+1,19% | 75,87+0,006¢ 153,73+7,72b 3,25+0,40% 4,58+0,17°
8 | 40/60 51/3/1 | 6,97+0,02%° | 0,464+0,002° | 50,96+6,90* | 80,93+0,008% |  132,45+9,51% 2,28+0,26" 4,24+0,50°
9 3/1/51 | 7,51+0,35* | 0,517+0,002" | 43,47+2,25" | 81,86+0,012° 158,90+8,08" 3,52+0,14" 7,30:£0,96°
Khong
10 | bao 0 6,52+0,07% | 0,4910,004¢ | 43,56+3,63 ND 207,69+1,14° 5,19+0,06 8,05+0,06°
mang

Két qua thé hién gia tri trung binh = do léch chudn; Céc chit cdi khdc nhau trong cung mot cot biéu thi su khdc biét dang ké (p<0,05); TSC: ham luong

saponins tong so; TPC: ham lwong phenolics tong s6; EE: tiwong dwong vdi escin; GAE: twong dwong véi gallic acid; TE: twong dwong véi trolox; Mau

0: mdu doi chirng (khong thue hién bao mang)
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Mau 9 c6 d6 hoa tan & muc trung binh (43,47%), khac biét khong dang ké véi mau
db6i chimg khong bao (43,56%) nhung thap hon dang ké so voi mau 8 (50,96%) — cong
thirc c6 ham lugng MD cao hon. Két qua nay khang dinh vai tro then chdt cia MD trong
viéc thuc ddy qud trinh tai hydrat hoa nhd dic tinh hoa tan nhanh va kha ning tao dyung
cAu trac bé mat kho xép, giup t8i wu hoa dién tich tiép xuc voi dung moéi. Nguoc lai, su
gia ting ty 16 MCS véi cdu trac polyme mach nhanh va mat do lién két hydro ndi phan
tor cao da hinh thanh mdt ma tran mang bao c¢6 do bén lién két 16n, lam gia tang trd luc
khuéch tan va han ché toc do hoa tan ban dau. Phan tich nay tuong déng vO1 nhan dinh
ctia Ribeiro va cong sy (2020) [207], khi cho ring ndng do cac polyme mach dai ting
cao s€ tao nén hé thanh vach day dac, it tan hon so vdi céc tinh bot thuy phan nhu MD.
Bén canh d6, mac du GA dong vai tro 1a tdc nhan nhii hoa va 6n dinh hé keo, hd trg kha
nang phan tan hat trong méi trudng nude [42], nhung khong du dé bu lai sy suy giam
dd hoa tan do ham lugng MCS cao.

Ning suat bao mang dao dong trong khoang 71,78-81,86%, iy thudc vao ty 1& dich
co/chat bao va thanh phan hé chit mang. Nhin chung, cic mau c6 ty 1¢ chit bao cao hon
(40/60) cho ning suat bao mang cao hon so véi cac ty 1é thap hon, cho thay vai trd quan
trong ctia chat mang trong viéc han ché ton that vat liéu trong qua trinh sdy. Trong do,
mau 9 (cong thirc 40/60-3/1/5/1) dat ning suat bao mang cao nhét (81,86%), cho thiy su
phdi hop giita cac chat mang & ty 1& nay c6 kha ning hinh thanh 16p bao tuong déi 6n
dinh, giup giam hién tuong dinh bam va that thoat trong qu4 trinh siy.

T6m lai, nhom ty 18 40/60 c6 hiéu qua bao phu tot ddi voi dich chiét than r& BLMH
xét vé cac tinh chat hoa 1y
3.3.2.2. Két qua phan tich ham lwong hoat chdt va hoat tinh chéng oxy héa ciia bot vi
bao BLMH

Két qua khao sat anh hudng cua ty 16 phdi tron dich c¢6 quay/hdn hop chit bao
mang cling nhu thanh phan cac chat trong hdn hop bao mang dén ham luong hoat chat
sinh hoc va kha ning chdng oxy hoa cua bot vi bao BLMH duoc trinh bay trong Bang
3.26.

Nhin chung, mau dbi ching (100/0) ¢c6 TSC, TPC va FRAP cao nhat do khong bi
pha loang bdi vat li€u bao mang.

O nhém ty 16 60/40, mau co ty 1& chat bao 3/1/5/1 cho gia tri FRAP cao nhét (7,61
mg TE/g DM), cho thdy kha ning khir sit cua hé van duoc duy tri trong d6i tot sau sdy.
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Tuy nhién, TSC va TPC chua dat muc cao, cho théy hi€u qua bao luu hoat chit chua tdi
ru. Nguyén nhan c6 thé 1a do ¢ ty 18 ndy, luong dich c6 con chiém wu thé, trong khi
luong chat bao chua di dé hinh thanh mang ludi polymer lién tuc va bén viing quanh
cac cAu tir hoat tinh. Khi d6, mot phan saponin va phenolic chi dugc giir lai 1ong 1éo
trong ma tran hozc phan bd gin bé mit hat, lam ting kha ning tiép xtc truc tiép véi
nhiét va oxy trong qua trinh sdy. Dong thoi, sy thoat 4&m nhanh & hé c6 ham luong 16
cao ¢6 thé 1am cau trac hat kém d@)ng nhat hon, tao ra cac khoang rong hoic vi khe nirt,
tir d6 1am tang that thoat hoat chat.

O ty 18 50/50, TSC va TPC ¢6 xu hudng giam so véi nhom 60/40 do mirc do pha
lodng hoat chat 16n hon. Mic du lugng chit bao ting 1én giup 16p mang hinh thanh 6n
dinh hon va cai thién kha nang bao v€, nhung hi¢u qua nay van chua that sy thé hién rd,
nén FRAP chi dat murc trung binh. Két qua nay cho thiy viéc ting lugng chat bao khong
tu dong 1am ting kha ning bao luu hoat chit, ma can c6 sy can bang phu hop giita ty 16
16i/v0 va cdu triic mang ludi polymer hinh thanh trong qua trinh siy. Néu 16p mang day
hon nhung phan b hoat chit trong ma tran chua hop 1y, hodc cic tuong tac gitra hoat
chit va chit bao chua du manh, thi hiéu qua bao vé van bi han ché.

O nhém ty 18 40/60, mau 3/1/5/1 dat TSC va TPC cao nhét, dong thoi FRAP ciing
duy tri & muc twong dbi cao (7,30 mg TE/g DM). Két qua nay cho thiy khi pha bao
chiém vu thé, hé vi bao c6 diéu kién hinh thanh mang ludi polymer déy du, dic va bén
co hoc hon. Xét vé co ché vi bao, hiéu qua bao luu hoat chit & ty 1€ nay cé thé dugc giai
thich thong qua sy phdi hop ctia nhiéu twong tac trong hé [58]. Trudc hét, cac hop chat
sinh hoc dugc gitr lai vé mit co hoc trong ma tran polymer day va lién tuc, lam giam su
khuéch tan ra bé mit trong qua trinh thoat am. Pong thoi, lién két hydro va tuong tac
tinh dién giita PEC, GA va cac hop chat phenolic gop phan on dinh céc cau tir phan cuc
trong hé. P6i v6i BLMH, cic saponin steroid mic du c6 tinh phan cuc nhat dinh nhung
van chira cac phan aglycone ky nudc, do d6 c6 thé twong tac véi cac vung ky nudc cia
GA va MCS, gitip ting kha ning neo giir trong ma tran. Ngoai ra, mot phan hoat chat
c6 thé duoc giit dudi dang phirc hop bao ham hoic lién két yéu trong cau tric xodn cia
MCS, g6p phan han ché sy tiép xuc truc tiép véi oxy va nhiét trong qua trinh siy. Bén
canh d6, ham luong MCS cao gop phan gia c¢b cau trac thanh véach, lam giam do rdng

va han ché bién dang hat trong qua trinh sy [207]. Nho sy két hop cua cac co ché nay,
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hé vi bao ¢ ty 1€ 40/60 khong chi on dinh vé cAu tric ma con hiéu qua trong viéc bao vé
va duy tri hoat tinh sinh hoc cta cac hop chit trong dich chiét BLMH.

Tir cac két qua thu duogc, nhin chung, mau 9 (40/60, 3/1/5/1) khong chi dat cac chi
tiéu hoa 1y & mirc 6n dinh, ma con cho hiéu qua bao vé cac hop chit chéng oxy hoa cao
nhat trong sb cac cong thire khao sat, cho thiy day 1a ty 1& phdi tron phu hop nhét cho
vi bao dich chiét than r& BLMH.
3.3.2.3. Két qua do cdu triic - hinh thdi
a. Thé zeta, kich thwéc hat va hinh dnh SEM

Pho thé zeta (Hinh 3.13A) cho thay gia tri { = - 33,3 mV, phan anh d bén keo
trung binh ciia hé vi bao BLMH. Mic du thap hon vi bao DS, gia tri ndy van nam trong
khoang 6n dinh (|| > 30 mV), cho thiy hé c6 kha ning phan tan tt va it xay ra két tu
trong dung dich nuéc. Dién tich am chil yéu hinh thanh tir nhém —COO~ va —OH trong
céc polysaccharide (GA, MCS, PEC), dong thoi silica 0,5% gop phan duy tri { 4m 6n

dinh hon nho bé mit SiO- tich dién 4m yéu, tao luc déy tinh dién bd sung gitta cac hat.

A Calculation Results Results B
Peak No. | Zeta Potential | Electrophoretic Mobility |
1 -33.3mV -0.000258 cm2/Vs Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
2 —mV — cm2/Vs
3 —mV —cm2is Z-Average (d.nm): 795.3 Peak1:  408.6 100.0 37.78
Zeta Potential (Mean) : -33.3 mV .
Electrophoretic Mobility Mean  : -0.000258 cm?/Vs Pdi: 0.750 Peak2:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.977 Peak3:  0.000 0.0 0.000
o= Result quality : Refer to quality report
0.9~ Size Distribution by Intensity
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Hinh 3. 13. Phé thé zeta (A), phin bd kich thwée hat (B) va anh SEM (C, D, E) ciia bjt
vi bao BLMH
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Phé phéan bb kich thudc DLS (Hinh 3.13B) cho thiy Z-average = 795,3 nm va PDI
= 0,750, biéu thi hé hat c¢6 phan b kich thudc twong ddi dong déu. Kich thudce trung
binh nhé hon va PDI thip hon DS cho thiy sy hinh thanh mang bao dién ra hiéu qua
hon. Nguyén nhan c6 thé do cong thirc vi bao c6 ty 16 MCS cao hon (3/1/5/1) tao mang
lu6i polymer linh hoat, gitip giot phan tan bén hon trong qua trinh ddng héa va han ché
hop nhét hat khi siy.

Quan sat anh SEM (Hinh 3.13C-E) ¢ cac d6 phong dai khac nhau cho thay hat c6
hinh cau tuong ddi hoan chinh, cu trac bé mat dic trung boi mang bao lién tuc, it nat
gdy va do dic khdi cao. Khi ting phong dai 1én 2000 lan, c6 thé quan sat rd hon céac
duong ubn bé mit va cic 16m nho do hién twong thoat 4m, phan anh co ché co rat mém
thay vi co rat pha v&. O muc phong dai 5000 lan, bé mit hat tré nén min, khéng xuat
hién céc khe nirt sdu hay 16 mao quan md, chtrng to mang bao c6 mat do lién két polymer
cao va do bén co hoc tét. Cau triic ndy ham y rang 16p mang c6 kha nang giam that thoat
chét hoat tinh, han ché oxy hoa va giam thAim am trong bao quan. Pong thoi, vat liéu co
d6 dan hdi vi mo, gitp giam nirt gy trong qua trinh xr 1y sau sdy.

Nho su két hop gitra do bén co hoc cia MCS, luc déy tinh dién tur silica va do déo
mang tur pectin, h¢ vi bao BLMH thé hién su 6n dinh téng thé cao hon vé mat hinh thai,
du gia tri C thép hon. Bt vi bao thu duogc ¢6 ciu triic min, kich thudc déng nhét va do
toi tot, thuan loi cho bao quan va ing dung trong cic san pham thyc pham chirc ning.
b. Phé DSC, TGA va XRD ciia bot vi bao BLMH

Pho DSC ctia bot vi bao BLMH (Hinh 3.14A) thé hién hai dinh nhiét dic trung tai
140,4 °C va 198,5 °C, cho thiy cac qué trinh chuyén pha vat 1y va bién d6i cu tric cia
hé chat mang trong qua trinh gia nhiét tir 30-400 °C. Tuong ty nhu hé vi bao DS, hé vi
bao BLMH c6 tinh 6n dinh nhiét tot dén khoang 200 °C, khong c6 dinh tan chay tinh
thé, khang dinh dic tinh vo dinh hinh, yéu t6 quan trong gitip ting d6 tan ctia hoat chat
kém hoa tan. Két qua nay hd trg viéc img dung hé vi bao BLMH trong thuc pham chirc

nang, duoc pham dang kho va bao quan khong can lanh.
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Hinh 3. 14. Phd DSC (A), TGA (B) va XRD (C) ciia byt vi bao BLMH
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Ph6 TGA ctia bot vi bao BLMH (Hinh 3.14B) cho thay hai giai doan phan hily &
rét. O giai doan dau (50-350 °C), mau mat 69,35% khdi luong véi dinh manh tai 303,8
°C. Su giam khdi luong trong giai doan nay bao gdm qua trinh thoat 4m va phan hay
nhiét ctia cac thanh phan hitu co trong bot vi bao, gdm cac polysaccharide ctia hé chat
bao MD-GA—-MCS—PEC va chat ran cta dich chiét Bay 14 mot hoa. Giai doan hai (350-
900 °C) mau tiép tuc mat thém 29,68% khdi luong, twong ting véi dinh phu tai 885,6
°C, phan 4nh sy phan huy tiép theo cua cac cdu tir hitu co va phan cin nhiét trong méi
truong nito. Tong mirc mat khdi lugng dén cudi qua trinh phan tich dat 99,03%, twong
g v6i lugng cin con lai khoang 0,97%. So véi mau DS, dinh phan huy chinh ctia mau
vi bao BLMH dich 1én vung nhiét d¢ cao hon (303 °C so v6i 283 °C), chiing té hé vi
bao BLMH c¢6 do bén nhiét tt hon trong diéu kién bao quan du kién.

Ph6 XRD ctia mau vi bao BLMH (Hinh 3.14C) cho thiy déc trung gan twong dong
v6i mau vi bao DS, thé hién ving nhiu xa rong trong khoang 20 =14-25°, véi cudng
do cao nhat & khoang 17-19° va mdt sb cuc dai cuc bo. Viéc khong xuét hién hé dinh
nhidu xa sic nét, tich biét rd cho thy bot vi bao thanh phadm chu yéu mang dic trung
v6 dinh hinh hodc c6 d6 két tinh thap. Két qua nay goi ¥ rang cac thanh phan, bao gdm
cac hop chét hoat tinh, c6 thé da duoc phan tan trong nén chit bao va khong hinh thanh
pha tinh thé riéng biét trong gidi han phat hién cua phép do XRD. Vung nhiéu xa tai 20
~21-24° ¢6 thé lién quan dén silica vo dinh hinh (SiO-) dugc bo sung & ty 18 0,5%, phu
hop véi cac cong bd trude day [230]. Tuy nhién, dé xac dinh chinh x4c ngudn gbc cua
cac ving nhidu xa va su thay doi trang thai rin sau vi bao, can phén tich bd sung dich
chiét c6 dic BLMH, hdn hop chit bao MD-GA-MCS-PEC, SiO: va bot vi bao thanh
pham trong cung diéu kién do.
3.3.2.4. Két qua kiém tra vi sinh vdt, kim loai ndng va kha ndng khdng vi sinh vt va trc
ché té bao ung thir in vitro ciia bot vi bao BLMH
a. Két qua kiém tra vi sinh vat

Bang 3.27 cho thiy san pham dam béo tinh an toan vé mit vi sinh dé sir dung cho

cac tmg dung tiép theo..
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Bang 3. 27. Két qua phan tich vi sinh bt vi bao BLMH

STT Chi tiéu phan tich Két qua phan Phuwong phap phan
tich tich

1 | Tong sb visinh vathiéukhi | 3,85x 10 CFU/g | TCVN 4884-1:2015
2 | Coliform KPH TCVN 6848:2007
3 | Escherichia Coli KPH TCVN 7924-2:2008
4 | Staphylococus aureus KPH TCVN 4830-2005
5 I;’;gmiz bdo tr ndm MeN = o 15\ 10! CFU/E | TCVN 8275-2010
6 | Clostridium perfringens KPH TCVN 4991-2005

b. Két qua kiém tra kim loai ning

Két qua phan tich kim loai nang cta bot vi bao BLMH (Bang 3.28) cho thiy cac
chi tiéu Pb, Hg, Cd va As déu khong phat hién (KPH) trong giéi han phat hién cua
phuong phap (LOD tir 0,001-0,01 ppm). Diéu nay ching to nguyén liéu BLMH va cic
chat bao dam bao d¢ tinh khiét, khong bi nhiém kim loai ning trong qua trinh canh tac,
thu hoach hodc ché bién. Mit khac, két qua nay ciing phan anh quy trinh san xuit — siy
— dong go6i duoc thyc hién trong méi truong kiém soat 6 nhiém tot, khong phét sinh
nguy co nhiém chéo tir thiét bi hay bao bi.

Bang 3. 28. Két qua kiém tra kim loai ning ciia bot vi bao BLMH

STT Chi tiéu phan tich Két qué phan tich | Phwong phap phan tich
KPH
1 | Ham lugng chi (Pb) TCVN 8126 — 1:2009
LOD = 0,01 ppm
2 | Ham lugng thu an (Hg) KPH TCVN 7604:2007
am ngan :
ey REAn S | 1 op = 0,01 ppm
3 | Ham lugng Cadimi (Cd) TCVN 7603:2007
LOD = 0,01 ppm
KPH
4 | Ham lugng Asen (As) TCVN 9521:2012
LOD = 0,01 ppm

c. Két qua danh gia kha ning khang vi sinh vat

Két qua xac dinh duong kinh vong trc ché ciia bot vi bao BLMH duoc trinh bay
tai Bang 3.29 va Phuy lyc 6.2. O ndng d6 50 mg/mL, dudng kinh vong tc ché d6i voéi E.
coli, S. aureus va Salmonella spp. dao dong tir 24 dén 26 mm, trong khi d6i véi B.
anthracis va C. albicans, gia tri ndy nam trong khoang 22-22,5 mm. Khi ndng d6 bot vi

bao giam xudng 10 mg/mL, dudng kinh vong @rc ché giam con khoang 15-18 mm. Két
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qua cho thiy kha ning trc ché vi sinh vat ctia bot vi bao BLMH thay dbi theo néng do

st dung va loai vi sinh vat khao sat.

Bang 3. 29. Két qua danh gia hoat tinh khang vi sinh vt ciia bot vi bao BLMH

Nong do Puong kinh vong e ché (mm)
méu Escherichia | Staphylococcus | Salmonella | Bacillus Candida
(mg/mL) coli aureus Spp. anthracis albicans
70 - - - 24,2424 25;25;25
50 24;24;24,5 25;25;25 26;26;26 | 22;22;22 | 22,5;22,5;22,5
30 22;21,5;21,5 23;23;23 21;21;21 | 13,5;14;14 16;16;16
10 18;18;18 18;17,5;18 15;15;15 - -
gﬁgﬁg 30;30;30 31;31;30,5 31;31;31 28;28;28 30;30;30

Két qua xac dinh MIC tai Bang 3.30 cho thay bot vi bao BLMH tc ché S. aureus,
E. coli va Salmonella & ndng d6 10 mg/mL. MIC d6i véi C. albicans va B. anthracis 1an
luot 1a 22,5 va 25 mg/mL. Nhu vay, trong pham vi cac ching dugc khao sat, S. aureus,

E. coli va Salmonella nhay cam véi bot vi bao BLMH hon C. albicans va B. anthracis.

Bang 3. 30. Két qua x4c dinh MIC ciia bt vi bao BLMH

Vi sinh vat MIC (mg/mL)

Staphylococcus aureus 10
Escherichia coli 10
Salmonella 10
Bacillus anthracis 25
Candida albicans 22,5

So véi bot vi bao DS (Bang 3.24), bot vi bao BLMH ¢6 MIC thap hon dbi véi S.
aureus va E. coli (10 mg/mL so v&i 12,5 mg/mL) va C. albicans (22,5 mg/mL so véi
27,5 mg/mL). DBéi v6i Salmonella va B. anthracis, hai loai bdt vi bao c6 MIC tuong
duong nhau, 1an luot 13 10 va 25 mg/mL. Két qua nay cho thiy bot vi bao BLMH c6
kha nang trc ché tot hon bot vi bao DS d6i véi mot s vi sinh vat khao sat, nhung khong
thé hién sy khac biét vé phé tac dung do ca hai san phém déu tc ché dugce nam vi sinh
vat dugc thir nghiém.

Hoat tinh khang vi sinh vat cua san phém vi bao chura cao chiét ty nhién duoc cong
b c6 sy khac biét dang ké, phu thudc vao ngudn nguyén liéu, thanh phan cao chiét, vat
li¢u bao, cong thurc vi bao, ching vi sinh vat va phuong phap thtr. Radiinz va cdng su

[203] ghi nhan cao chiét Beta vulgaris vi bao bing zein theo phwong phap
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electrospraying thé hién tac dung e ché va diét Salmonella Typhimurium & ndng 4o
200 mg/mL. Trong khi d6, Utami va cong su [249] cho thiy sy thay d6i cong thirc vi
bao cao chiét Holothuria atra bang chitosan—-TPP anh hudng 16 rét dén duong kinh vong
trc ché S. aureus va E. coli. Do d6, cac két qua nay chi dugc sir dung dé tham khao,
khong phai 12 co s¢ dé so sanh truc tiép mirc d6 hoat tinh.

Nhin chung, b6t vi bao BLMH thé hién kha nang uc ché céc vi sinh vat khao sat,
nhung cac gia tri MIC thu duoc con kha cao. Vi vy, két qua nay chi mang y nghia sang
loc ban dau. Can tiép tuc nghién ctru anh hudng cta vat liéu bao, kha nang giai phong
hoat chét va so sanh v&i cao chiét ty do dé danh gia ddy di hon hoat tinh khang vi sinh
vat va tiém nang tng dung clia san pham.

d. Két qua danh gia hoat tinh vrc ché té bao ung thw in vitro

Két qua ¢ Bang 3.31 cho thiy bot vi bao BLMH thé hién hoat tinh trc ché té bao
ung thu in vitro rd rét trén tit ca cac dong té bao khao sat. O nong do sang loc 100
ng/mL, mau thir cho thay kha ning trc ché ting truong dic biét cao. Dic biét, trén dong
té bao ung thu tuy BxPC3, gia trj trc ché dat 117 + 3%, phan anh mirc d6 tic dong manh
ctia mau ddi v6i dong té bao nay.

Gia tri Glso cia mau nam trong khoang 6,33—12,7 ug/mL trén cac dong té bao ung
thu, cho thdy hiéu luc &rc ché ting sinh & mirc cao. Trong d6, mau thé hién hoat tinh
manh nhat trén dong MDAMBA468 (Glso = 6,33+0,93 pg/mL), tiép theo 1a cac dong
MCF-7 va T47D (Glso lan luot 1a 7,32+1,93 va 7,67+0,44 pg/mL). Cac dong HER2
duong tinh nhu SKBR3 va BT474 ciing bi e ché dang ké voi Glso xap xi 12 pg/mL.
Pang chu y, mau van duy tri hoat tinh trén cac dong triple-negative (MDAMB231 va
MDAMB468), 1a nhom té bao c6 tinh xAm 14n cao va kho diéu tri, cho thiy tiém ning
sinh hoc dang ké cta hé vi bao.

Tuy nhién, gia tri Glso trén dong té bao binh thuong MCF10A (12,3+1,1 pg/mL)
trong duong véi mot sé dong ung thu, cho thay tinh chon loc cia miu chua cao. Diéu
nay cho thiy can tiép tuc toi vu hoa hé vi bao hodc liéu lugng nham cai thién kha ning

phan biét giira té bao ung thu va té bao binh thuong.

137



Bang 3. 31. Két qua danh gia hoat tinh trc ché té bao ung thw in vitro ciia bdt vi bao

BLMH
Dong té bao ung thw % tre cpé ting truéng té bao Glso

(loai teé bao) ¢ nong do 100 png/mL (ng/mL)
MCEF-7 (V1, ER duong tinh) >100 7,32 +1,93
MDAMB231 (Vu, TNBC) >100 12,7£0,4
T47D (V4, ER duong tinh) >100 7,67 + 0,44
ZR-75-1 (Vu, ER duong tinh) >100 12,0+ 2,0
SKBR3 (Vu, HER2 duong tinh) >100 12,5+ 1,0
BT474 (Vi, HER2 duong tinh) >100 12,0£0,5
BT20 (Vu, ER am tinh) >100 10,7 +2,7
MDAMB468 (Vu, TNBC) >100 6,33+ 0,93
MCF10A (Vu binh thuong) >100 12,3+ 1,1
BxPC3 (Tuyén tuy) 117+3 11,7+0,3

TNBC: Ung thw vii dm tinh thé ba, ER Pos/Neg: Duong tinh/Am tinh véi thu thé Estrogen,
HER?2 Pos: Duong tinh véi thu thé HER2. Gid tri % irc ché tang tredng cang cao thé hién kha
ndang trc ché sy phdt trién cia té bao cang Ién. Gid tri >100 cho thdy sw tdng truéng ciia té bao
dd bi ke ché hoan toan, bao gom ca viéc gdy chét té bao. Glso la nong do ikc ché 50% sw ting
truéng cia té bao (gid tri ndy cang thdp thi kha ndng ikc ché tang trudng cang manh).

Hi¢u lyc manh nay cé thé dugc ly giai tir dac tinh héa hoc dac trung cuia BLMH.
Khac véi DS vén gidu polyphenol tan trong nude, dich chiét BLMH chira ham lugng
cao cac saponin steroid thugc nhom polyphyllin — c6 hoat tinh khang ung thu manh,
diéu nay giai thich vi sao BLMH c6 thé rc ché manh TNBC — mét dang ung thu hiu
nhu khong phu thuéc hormone ting truéng va thuong khong dap Gng tot véi cac chat
chéng oxy hoa don thuan. Nho kha ning can thiép truc tiép vao cac co ché séng con noi
bao, BLMH biéu hién vai trd nhu mot tac nhan gay doc té bao chu dong chtr khong chi
diéu hoa chuyén hoa oxy hda khir nhu mét s6 dugce liéu khac.

So véi nghién ctru vi bao dich chiét Sechium edule bang chitosan [211], trong do
ICso dat khoang 8 pg/mL nhung chi dugce danh gia trén mot dong ung thu ¢b tir cung
HelLa, bt vi bao BLMH cho théy hi¢u lyc tuong duong hodc cao hon, déng thoi vuot
troi vé mire do toan dién khi duge khao sat trén nhiéu phan nhém ung thu va khac nhau

(ER*, HER2* va TNBC)
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Nhin chung, bt vi bao BLMH thé hién hoat tinh trc ché té bao ung thu in vitro
manh trén nhiéu dong t& bao ung thu khac nhau, bao gém ca cac dong kho diéu tri. Két
qua nay cho thiy tiém ning tng dung cta bot vi bao BLMH trong nghién ctru phat
trién cac tac nhan hd trg phong ngira hoic diéu tri ung thu. Tuy nhién, can tiép tuc thyuc
hién cac nghién ctru chuyén sau nham lam rd co ché tic dong in vitro (apoptosis, cell
cycle, Western blot, gPCR), ddng thoi danh gia doc tinh va hiéu qua in vivo dé khing
dinh hi€u qua dugc hoc cta bdt vi bao. Pay 1a co s¢ khoa hoc quan trong cho viéc phat

trién cac san pham thuc pham bao v¢ strc khoe trong twong lai.
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CHUONG 4. KET LUAN VA KHUYEN NGHI
4.1. Két luan

Nhin chung, luan an da hoan thanh dﬁy da cac ndi dung va dat dugc cac muc ti€u
nghién ctru d dé ra, voi cac két qua thu duoc phu hop véi dinh hudng va pham vi nghién
ctru ban dau.

4.1.1. Piéu kign sdy ré DS va thin ré BLMH

Déi véi ré BS, sdy vi song ¢ cong suat 720 W cho hiéu qua tét voi thoi gian siy
ngan, hoat do nudc thap, hiéu suét chiét cao va kha ning bao toan hoat chat va hoat
tinh chong oxy hoa tot.

Doi voi than ré BLMH, say khong khi nong & 60 °C dugc xac dinh 1a phu hop,
dam bao can bang giita thoi gian sdy, chat luong cam quan va kha nang duy tri hoat
chat sinh hoc.

4.1.2. Diéu kign chiét t6i wu ré DS va thin ré BLMH

Diéu kién chiét tdi wu d6i v6i ré BS 1a: Chiét ho tro siéu Am bang dung mdi ethanol
80% v/v, nhiét do chiét 40 °C, thoi gian chiét 27 phut va ty 1é nguyén liéu/dung moi
1/88 (g/mL). Tai diéu kién nay, ham luong saponin tong (TSC), hiéu suit chiét saponin
(SEE), ham lugng phenolic tong (TPC), kha ning bat goc tu do ABTS (ARSC) va kha
nang khu sat (FRAP) lan luot dat 68,64 mg EE/g DM; 86,07%; 42,19 mg GAE/g DM;
91,24 mg TE/g DM va 85,67 mg TE/g DM.

Diéu kién chiét ti wu ddi véi than r& BLMH la: Chiét hd tro vi song (MAE) véi
dung mdi ethanol 80% v/v, thoi gian chiét 27 phiit va thoi gian buc xa 8 gidy/phut, cong
suat vi song 600 W va ty 1é nguyén liéu/dung méi 1/30 (g/mL). Tai diéu kién nay, TSC,
SEE, TPC, ARSC va FRAP lan luot dat 65,74 mg EE/g DM; 82,44%:; 0,91 mg GAE/g
DM; 4,45 mg TE/g DM va 1,21 mg TE/g DM.

4.1.3. Cong thirc tao bt vi bao tir dich chiét ré DS va thdn ré BLMH

Déi véi dich chiét c6 diac ré BS: ty 1 chat kho dich co/chat bao 13 40/60 (w/w) va
ty 1¢ cac chat bao MD/GA/MCS/PEC 1a 5/1/3/1.

Déi vai dich chiét ¢ dic than ré BLMH: ty 1é chat kho dich c6/chét bao duoc lya
chon 1a 40/60 (w/w) va ty 1€ MD/GA/MCS/PEC la 3/1/5/1.
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B6t vi bao thu dugc da dugc dac trung vé céu trac va tinh chit 1y hoa béng SEM,
DLS, DSC, TGA va XRD; déng thoi, cac chi ti€u vi sinh vat va kim loai nang nam trong
giéi han cho phép. San pham thé hién kha nang chéng oxy héa, e ché sy phat trién cua
mot s& dong té bao in vitro va kha ning trc ché cac vi sinh vat khao sat.

4.2. Khuyén nghi

Tur cac két qua dat dugc va nhiing han ché con ton tai cta luan 4n, mot sd dinh
huéng nghién ctru tiép theo dugc dé xuit nhu sau:

Thi nhat, danh gia toan dién hiéu qua kinh té — k¥ thuét cua quy trinh céng nghé,
bao gdm phén tich chi phi ning lugng & cac cong doan sy, chiét tach hd trg siéu am/vi
song va sdy chan khong tao bot vi bao. Viée xdy dung mo hinh can biang vat chat va
nang luong & quy mo pilot 1a budc di can thiét dé wdc tinh gia thanh san phiam, dong
thot so sanh voi1 gia tri gia tang tir viéc bao tdn ham luong hoat chét va hoat tinh sinh
hoc. Pay sé& 1a co so thuc tién quan trong dé khang dinh kha ning thuong mai hoa va
tmg dung quy trinh vao thuc té san xuit quy mé cong nghiép.

Tht hai, mé rong nghién ctru vé do 6n dinh va sinh kha dung cta san pham trong
cac hé thuc pham cu thé, théng qua viéc danh gia d6 6n dinh cua hoat chat trong qua
trinh bdo quan, kha nang giai phéng va tinh kha dung sinh hoc, tir d6 hoan thién co s¢
khoa hoc cho viéc phat trién san pham thuc pham chirc ning.

Tht ba, can tiép tuc 1am rd mdi lién hé giita thanh phan hoat chat va co ché biéu
hién hoat tinh sinh hoc, dic biét 1a co ché tc ché tang sinh té bao ung thu, nham nang

cao dg tin cay khoa hoc trong viéc danh gia tiém nang ing dung ctia san pham.
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PL1. Két qua dinh danh 2 cay dwoc liéu

PAI HQC NONG LAM TP. HO CHI MINH
VIEN NGHIEN CU'U CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
PHONG THi NGHIEM BENH HQC VA CHAN POAN PHAN TU
--000---

KET QUA THi NGHIEM

THONG TIN VE MAU THU

Nguoi giri mau | Tran Thanh Giang

Noi gdi mau Truong Pai hoc Nha Trang

Mau thur 2 mau duoc liéu

Yéu cau Dinh danh loai

PHUONG PHAP THUC HIEN

Thuye hién ly trich DNA téng s6 bang phuong phap CTAB cua (Mitja Krizmandna va
Ctv,2006).
Thuc hién phan tmg PCR sir dung DreamTaq PCR Master Mix — Thermo véi cip moi
COX va giri mau GTT
Trinh tu Primer: COX F3: 5' TAT GGG AGC CGT TTT TGC 3

COX B3: 5' ACT GCT AAG TGC ATT CC 3'

MI1: BH M2: bS

II



KET QUA . .
Két qua dién di san pham PCR cua DNA Iy trich tir cac mauw.

G-

M : Ladder 1Kb 3
M1: Mau BH M2: Mau DS

II




Két qua GTT
MAiu M1- COX F3

) 75 %0 5o 100 F¥T) 120 130 T30 Tso 1eo 170
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

CCATTTTTIGGATCACTTCTTTICGGGGT TAATCCGACCTTICTTICCCATGCATTITCTTAGGGCTTTCGGGTATGCCACG TCGCAT TCCAGATTATCCAGATGCTTACGCCGGATGGARTGEC CT

>1st BASE 5293199 BH COX_F3

GGTGNGTNNTCTTTGGTCGGACATACCCTGAAACTTTAGGTCAAATCCAT
TTTTGGATCACTTCTTTCGGGGTTAATCCGACCTTCTTTCCCATGCATTTC

TTAGGGCTTTCGGGTATGCCACGTCGCATTCCAGATTATCCAGATGCTTA

CGCCGGATGGAATGCCCTTAGCAGT

Graphic Summary Alignments Dot Plot

Sequences producing significant alignments Download Select coll ¥ Show | 100V | @
select all 17 sequences selected Graphics MSA Viewer
Desciiption Scientific Max Total Query E Per. Acc.
= Name Score Score Cover value Ident Len  Accession
v v v v v v v
PQ726443 1 Paris polyphylla isolate bh1 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; mitochondrial 315 315 100% 4e-91 100.00% 176 Query_234449

Két lugn: Két qua giai trinh tu cho thiy chét luong cac peak tét. Dbi chiéu véi
liéu cia GenBank (NCBI) cho két qua 14 loai Paris polyphylla phan trim twong dong
100%. V& cdy phan nhanh di truyén phan tich mdi quan hé cac loai, két qua mau BH

cung nhom véi loai Paris polyphylla véi 46 twong dong 99%.

v




Mau M2 — COX F3

>1st BASE 5293200 DS COX_F3

TATAGCTGTCCCCACTGGAATCAAAATCTTTAGTTGGATCGCTACCATGT
GGGGGGGTTCGATACAATACAAAACACCCATGTTATTTGCTGTAGGGTT
CATCTTTTTGTTCACCATAGGAGGACTCACGGGAATAGTTCTGGCAAATT
CTGGGCTAGACATTGCTCTACATGATACTTATTATGTGGTTGCACATTTC
CATTATGTACTTTCTATGGGAGCCGTTTTTGCTTTATTTGCAGGATTTCAC
TATTGGGTAGGTAAAATCTTTGGTCGGACATACCCTGAAACTTTAGGTCA
AATCCATTTTTGGATCACTTTTTTCGGGGTTAATCTGACCTTCTTTCCTAT
GCATTTCTTAGGGCTTTCGGGTATGCCACGTCGCATTCCAGATTATCC

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select col v show |50 v | @
select all 50 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Reeeipacs St N | | e oo vt | it | lign | Acosson
v - - v - -
PREDICTED: Salvia splendens cytochrome c oxidase subunit 1 (LOC121789920), mRNA Salvia splendens 737 737 100% 00 100.00% 2525 XM_042188261.1
Salvia splendens chromosome 1 mitochondrion, complete sequence Salvia splendens 737 737 100% 0.0 100.00% 182239 0Q675154.1
Salvia officinalis chromosome 1, complete sequence Salvia officinalis 737 737 100% 0.0 100.00% 268341 0OQ001564.1
Vitex negundo var. cannabifolia mitochondrion, complete genome Vitex negundo v. 737 737 100% 0.0 100.00% 384265 PQ493832.1
Vitex trifolia mitochondrion, complete genome Vitex trifolia 737 737 100% 0.0 100.00% 106201 OKS563726.1
Salvia rosmarinus mitochondrion, complete genome Salvia rosmarinus 737 737 100% 0.0 100.00% 384113 PP992923 1
Salvia miltiorrhiza mitochondrion, complete genome Salvia miltiorrhiza 737 737 100% 00 100.00% 499236 NC_023209 1
PREDICTED: Salvia splendens cytochrome c oxidase subunit 1 (LOC121789908), mRNA Salvia splendens 737 737 100% 00 100.00% 2525 XM_042188251.1
Rehmannia chingii mitochondrion, complete genome Rehmannia chingii 736 807 99% 00 100.00% 783161 NC_086751.1
Christisonia kwar cl 3 mitochondrion, Christisonia kw. 736 736 99% 0.0 100.00% 241909 OM219027 1
Aeginetia indica mitochondrion, complete genome Aeginetia indica 736 736 99% 00 100.00% 443518 MW582538 1
Rehmannia glutinosa mitochondrion, complete genome Rehmannia gluti 736 878 99% 00 100.00% 547032 OM397952 2
Echinacanthus longipes chromosome 1 mitochondrion, complete sequence Echinacanthus | 736 736 99% 0.0 100.00% 592141 PQ164709.1
Dolichandrone cauda-felina mitochondrion, complete genome Markhamia cau 736 736 99% 0.0 100.00% 837447 MW432178 1
Rhinanthus minor genome assembly, organelle: mitochondrion Rhinanthus minor 736 736 99% 00 100.00% 74526 0OZ185427.1
Rehmannia glutinosa chromosome 1 mitochondrion, complete sequence Rehmannia gluti 736 807 99% 0.0 100.00% 497303 ON951335.1

Két lugn: Két qua giai trinh tu cho thy chit luong cac peak tot. Dbi chiéu véi dir licu
ctia GenBank (NCBI) cho két qua tap 1an nhiéu loai va phan trim twong dong tuong
d6i khoang 100%. V& cdy phan nhanh di truyén phan tich mdi quan hé céc trinh tu
sau BLAST, két qua mau DS cung nhom véi loai Salvia miltiorrhiza v6i d6 tuong

dong 62%.




KET QUA PHAN TICH CAY PHAN NHOM DI TRUYEN

MEKGET8029.1 Callichlamys lg

72

MKGT72008.1 Adenocalymm
MKETE030.1 Cuspidaria flon

AJ223411.1 Cafalpa fargesii

AJ247601.1 Barleria prionitis

AJ24T7589.1 Rehmannia glufinosa

AJ247591.1 Scrophuwlaria nodosa

&

AJ24T75892 1 Paulownia fomenfosa
EU156495 1 Campsis grandifiora
MKGT2035.1 Podranea ricasoliana vou

1st BASE 5293200 DS COX F3
|

o | NC 023209.1:343457-346001 §

OL450205.1 Jasminum mackeeor

OL450202 .1 Noronhia brevityba v
0L 450201 1 Schrebera gmujga Vi

OL450200.1 Fraxinus excelsior

[T
MW247857.1 Fraxinus omus
REAMIATOEN 4 Mhincaandheoon ammnmes
PL2. Két qua xir ly so li€éu nghién ciru say
PL2.1. Két qua xur 1y sO liéu nghién ctru say ré BS
SC

Subsetforalpha=10.05

chedosay 1 2 3 4 5 6
Duncan® 18 3 | 12.8857

111 3 16.6827
15 3 18.0087 18.0087
15 3 191677 191677
113 3 19.2800 18.2800
16 3 19.5970 185970
11 3 20.6830
12 3 21.2660
112 3 21.3370
13 3 24 8507
14 3 26.9950
17 3 27.2163
110 3 32.0040
114 3 33.6637
115 3 48.7563
Sig. 1.000 107 074 166 300 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Jses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

VI



TFC

TPC
EETIEENG Subsetfor alpha = 0.05
5 B ] chedosay N 1 2 3 4 il g
chedosay N 1 H 3 4 5 [ 7 & ] 10 .
Duncan® 15 3 | 28707 Duncan® 15 3 3703
1 5 29750 111 3 4007 4007
11 5 | wisieanel| cuviged 112 3 4413 4413
16 3 15173 15173 35173 14 3 5223 5223 5223
112 3| a7ae0 | 37840 | 37840 | 37840 113 d T 200, A0
113 3| 3sven | 3870 | 38780 | 38780 e 3 5790 5780 | 5780
12 3 42770 | 42770 | 42770 i 3 5840 5840 5840
17 3 46697 | 46697 | 46697 fi 3 6810 6810
18 3 49773 49773 13 3 6833 L6833
13 3 57300 " 3 T4ET
14 3 8.1567 110 3 1.2567
110 3 9.3613 17 3 18617
18 3 13.0480 19 3 1.8887
114 3 166827 15 3 20420
115 3 21.2370 114 3 23713
Sig 110 056 064 055 072 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 Sig. 157 065 137 1.000 193 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
TAC
Subsetforalpha=0.05 ABTS
thedosay N ! i 3 i 2 : 4 i 9 ‘Subsetfor alpha = 0.05
Duncan® 12 3 3.3723 chedasay N 1 H 3 [} 5 3 7 ] ]
13 3 36143 36143 Duncan® 111 3 6.4430
11 3| 28517 | 39817 112 3 56353
14 3 42163 42163 42163 11 3 10.5627 | 105627
15 3 4.3340 4.3340 4.3340 4.3340 113 3 11.8547 | 11.8547
111 3 45173 | 45173 | 45173 15 3 122243 | 122243 | 122243
16 3 5.2080 5.2080 12 3 13.5063 | 13.5063
112 3 52220 52220 18 3 13,5283 | 135283
17 3 5.3680 18 3 13,8210
113 3 65773 18 3 41a0
18 3 11.6263 7 3 150487
o i sa | mame 115 3 176390 | 17,5380
110 k| 178860 | 178860
110 3 131637 13 3 181410 | 181410
114 3 16.5163 o 3 19,6053
115 3 26.1033 114 3 21,6950
Sig il gt i ik i 238 055 1.000 1.000 Sig 1.000 280 071 078 053 068 507 062 | 1.000
Means for groups in homogenseous subsets are displayed. Means for groups in homogeneous subsats are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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FRAP

Subsetfor alpha=0.05
DPPH chedosay N 1 2 3 4 5 [ 7
Subsetfor alpha = 0.05 Duncan® 15 3 §.2933
chedosay N 1 2 3 4 s 6 7 8 g 1M 3| 54427 | 54427
Duncan® 15 3 3.6323 112 3 G.3487 6.3487 6.3487
11 3| 38750 | 39750 113 3 7.0083 7.0083
1151 z 5.0687 :zz:; 11 3 7.2910
113 3 7.3280 18 3 7.2043
14 3 8.5377 | 8.5377 . 2 #602
17 3 9.0440 4 3 2407
18 3 9.3163 12 3 11.9770
112 3 9.5247 13 3 12.5820 12.5820
12 3 9.7873 9.7873 17 3 13.4553 13.4553
19 El 11.1537 115 3 141297
13 3 12,8660 19 3 208073
113 j AL — 114 3 218283 | 21.8293
15 3 26,1530 110 4 227588
sig 054 087 085 110 054 | 1oo0 | 1000 | 100 | 1000 Sig. it ithP: 2l Ll i Cllas Zhl
Means for groups in homogeneous subsets are displayed Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a.Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
r r . r ~
PL2.2. Két qua xir 1y soO liéu nghién ctru say than r¢ BLMH
TPC
St Subsetfor alpha = 0.05
Subset foralpha=0.05 chedosay M 1 2 3 4 ] i}
chedosay N 1 2 3 4 g g 7 Duncan® 111 3 3867
Duncan® 113 3 | 13.3533 113 3 .3800
15 3 | 138267 15 3 3067
110 3 [ 146100 18 3 4333
111 3 | 14.6667 110 3 4367
12 3 17.8333 12 3 5433
18 3 19.2600 11 3 BBET 5867
112 : 182928 14 3 5800 5800
14 3 20.5967 | 20.5967 18 3 6913 6233
16 3 23.2667 | 23.2667 ; '
18 3 24.7733 | 249733 16 3 467 8487
1 3 25.8200 | 25.8200 112 . LEES B34
13 3 27 1067 i 3 G900 6800
17 3 27 6700 13 3 .TBET TRET
14 3 42.2600 114 3 8833
115 3 B0.6067 113 3 1.9500
Sig. 418 LEL 076 06 077 1.000 1.000 Sig. 384 062 .079 064 064 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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TAC

ABTS
Subsetfor alpha = 0.05

thedosay 7 3 3 3 5 5 7 ] ] " 1 _ . 4Subselfu| :\pha- U.El5E - . .

Duncan® 113 3 0767 _ chedosay 2
Duncan 110 3 1.2333

15 3 0800 0800 = 5 e

112 3 1033 1033 1033 11 5 i e —

16 3 1067 1087 1067 e : s | Eo

1 3 4200 4200 1200 i3 i T

i 3 4200 | 1200 ) 1200 12 3 17133 | 17133 | 1733

12 | BELT s 15 3 17600 | 17600 | 1.7600

- 3 1367 1367 18 3 17833 | 17833 | 1.7833

m 3 Tt 1 3 18867 | 1.8867 | 18867

13 3 2067 19 3 10533 | 1.0533

17 3 2100 18 3 20333

114 3 2467 13 3 22313

18 3 2667 17 3 2.2833

14 3 3367 14 3 2.6633

118 3 3800 115 3 2.9433

5ig 133 052 109 103 853 1.000 1.000 1.000 1.000 Sig 1.000 077 063 093 062 41 590 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a.Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000

DPPH
Subset for alpha= 0.05 FRAP

chedosay 1 2 3 4 1 ] T 8 Subsetforalpha=0.05
Duncan® 113 3 2467 chedosay 1 2 3 4 5 g 7 g Ll

12 3 2800 Duncan® 11 3 5800

18 3 4033 111 3 6067 6067

15 3 4200 112 3 6133 6133

m 3 1233 14 3 6733 6733

e 5 3539 15 3 7467 7467

10 3 i e 3 7633 7633

g : e | 22| =

16 3 12267 | 1.2267

17 3 12633 | 1.2633 & 2 el G

17 3 9567 9567

14 3 1300 | 1.3100 - i viiEre| cien

A8 3 1.3200 110 3 11800 | 11800

13 3 1.4733 13 N 19733

14 3 2.0067 114 3 1 4867

15 3 16167 115 3 17233

Sig. 544 188 1.000 050 126 1.000 1.000 1.000 sig 257 065 115 257 105 171 215 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a.Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000
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PL3. B6 tri thi nghiém va két qua t6i wu hoa theo mé hinh Box-Behnken
PL3.1. Ma tran b tri thi nghiém va két qua t6i wu hoa chiét r& PS theo mé hinh Box-

Behnken

TT | Mau | X; [ X2 | Xz [ Xsa| Yi Y2 Y; Y4 Ys
1 | 0—+0 | 70 |40 | 30 | 80 | 57,21 | 78,11 | 54,46 | 108,93 | 97.91
2 | 0++0 | 70 | 60 | 30 | 80 | 43,08 | 58,82 | 53,86 | 106,14 | 100,93
3 | —00 | 60 | 40 | 20 | 80 | 44,61 | 60,91 | 56,92 | 111,20 | 78,80
4 | 0000 | 70 |50 | 20 | 80 | 53,73 | 73,35 | 44,43 | 8531 | 7735
5 | +0+0 | 80 |50 | 30 | 80 | 57,24 | 78,15 | 43,06 | 85,04 | 81,10
6 | 00— | 60 |50 | 20 | 60 | 27,52 | 37,57 | 35,11 | 73,91 | 57,39
7 | 00++ | 70 | 50 | 30 |100| 44,97 | 61,40 | 50,56 | 98,54 | 87,55
8 | =00+ | 60 | 50| 20 [100| 40,31 | 55,03 | 56,87 | 105,87 | 98,90
9 | 0+0— | 70 | 60 | 20 | 60 | 33,77 | 46,11 | 40,95 | 79,30 | 81,63
10 | 00+— | 70 | 50| 30 | 60 | 36,77 | 50,20 | 46,43 | 88,01 | 76,16
11 | 00— | 70 |50 | 10 | 60 | 32,79 | 44,77 | 28,47 | 57.94 | 54,80
12 | +00+ | 80 | 50 | 20 |100| 52,13 | 71,18 | 42,28 | 80,05 | 75,13
13 | ++00 | 80 | 60 | 20 | 80 | 57,71 | 78,80 | 37,24 | 80,11 | 81,04
14 | —0-0 | 60 | 50| 10 | 80 | 25,55 | 34,88 | 29,87 | 63,53 | 49,87
15 | —+00 | 60 | 60 | 20 | 80 | 37,35 | 51,00 | 45,85 | 90,10 | 82,07
16 | 0000 | 70 | 50 | 20 | 80 | 50,72 | 69,25 | 49,12 | 97,37 | 84,71
17 | 0+0+ | 70 | 60 | 20 | 100 | 41,95 | 57,28 | 49,40 | 93,14 | 85,58
18 | —0+0 | 60 | 50 | 30 | 80 | 36,30 | 49,55 | 48,81 | 104,70 | 86,83
19 | +00— | 80 | 50 | 20 | 60 | 36,01 | 49,16 | 23,86 | 48,33 | 42,07
20 | 400 | 80 | 50 | 10 | 80 | 38,36 | 52,38 | 25,74 | 51,06 | 50,61
21 | +-00 | 80 | 40 | 20 | 80 | 62,21 | 84,93 | 40,48 | 89,95 | 81,47
22 | 0000 | 70 | 50| 20 | 80 | 45,71 | 62,41 | 50,56 | 98,30 | 93,74
23 | 00+ | 70 | 40 | 20 | 100 | 54,04 | 73,78 | 54,22 | 115,72 | 101,74
24 | 00— | 70 | 40| 20 | 60 | 47,61 | 65,01 | 43,64 | 86,17 | 79,57
25 | 0—0 | 70 | 40| 10 | 80 | 42,04 | 57,40 | 40,76 | 80,06 | 71,66
26 | 00—+ | 70 | 50 | 10 | 100 | 38,80 | 52,98 | 52,32 | 99,50 | 98,07
27 | 0+=0 | 70 | 60 | 10 | 80 | 40,18 | 54,86 | 36,50 | 67,83 | 85,67

Xi: Nong dp ethanol (%); X>: Nhiét dg chiét (°C); Xz: Thoi gian chiét (phit); Xu: Ti ké nguyén
liéu/dung méi (g/mL). Yi: Ham lwong saponins tong sé (mg EE/g DM); Y: Hiéu sudt chiét
saponins (%), Y3: Ham lwong phenolics (mg GAE/g DM); Y4 Kha ndng quét goc tw do ABTS
(mg TE/g DM); Ys: Kha nang chong oxy héa bang phirong phdp khir sit FRAP (mg TE/g DM).



PL3.2. Ma tran bo tri thi nghiém va két qua t6i uu hoa chiét than & BLMH theo mé hinh
Box-Benhken

TT |Miu|Xi| Xz | Xs Y: Y: Y Y4 Ys
1 |0++ [70(30 |8 53,60 67,21 0,89 5,41 1,27
2 1000 [70]20]7 50,50 63,32 0,83 5,13 1,24
3 |++0 |80 (30 |7 64,92 81,41 0,86 4,13 1,25
4 1000 |70]20 |7 49,73 62,36 0,82 5,13 1,21
5 |0—+ |70[10 |8 47,45 59,49 0,84 4,99 1,14
6 |+0— |[80[20]6 59,86 75,05 0,75 3,93 1,26
7 |+0+ | 8020 |8 60,38 75,71 0,87 4,33 1,15
8 |—0— |60|20]6 51,68 64,80 0,82 4,79 1,05
9 | -0+ |60 (20|38 44,27 55,52 0,84 4,94 1,11
10 |—+0 |60 |30 |7 44,69 56,04 0,80 4,75 1,11
11 |—0 |60 |10 |7 36,88 46,24 0,77 4,75 1,04
12 |+0 |80 |10 |7 56,14 70,39 0,71 3,89 1,15
13 [0— |70|10 |6 45,55 57,12 0,75 4,91 1,10
14 |0+ |70 |30 |6 48,92 61,34 0,84 5,00 1,14
15 [000 |70 |20 |7 50,46 63,27 0,87 5,03 1,24

Xi: Nong dg ethanol (%); Xo: Thoi gian chiét (phit); Xs: Thoi gian bike xa (gidy/phut); Yi: Ham
lwong saponins tong sé (mg EE/g DM); Y»: Hiéu sudt chiét saponins (%); Y3: Ham heong
phenolics (mg GAE/g DM); Y4: Kha ning quét goc tir do ABTS (mg TE/g DM); Ys: Kha ndng
chéng oxy héa bang phirong phdp khir sit FRAP (mg TE/g DM)

XI



PL4. Hinh anh kiém tra hoat tinh khang vi sinh vat

PL4.1. Hinh anh kiém tra hoat tinh khang vi sinh vat cua bdt vi bao BS

a: nong do SOmg/mL, b: néng do 30mg/mL, c: nong do 10mg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25923

a: nong d¢ 50mg/mL, b: néng dd 30mg/mL, c: ndng do 10mg/mL
Escherichia coli ATCC 25922

a: ndng d¢ 50mg/mL, b: nong dd 30mg/mL, c: ndng dd 10mg/mL

Salmonella spp.

a: nong d¢ 70mg/mL, b: ndng do 50mg/mL, c: nong do 30mg/mL
Bacillus anthracis

a: ndng d¢ 70mg/mL, b: ndng do S0mg/mL, c: ndng do 30mg/mL
Candida albicans
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PL4.2. Hinh anh kiém tra hoat tinh khang vi sinh vat cua bt vi bao BLMH

a: nong do 50mg/mL, b: ndng do 30mg/mL, c: ndng dd 10mg/mL

Staphylococcus aureus ATCC 25923

a: nong do 50mg/mL, b: nong do 30mg/mL, c: ndng do 10mg/mL

Escherichia coli ATCC 25922

a: nong d6 50mg/mL, b: nong dd 30mg/mL, c: néng do 10mg/mL

Salmonella spp.

a: nong do 70mg/mL, b: néng do S0mg/mL, c: ndng do 30mg/mL
Bacillus anthracis

a: ndng d¢ 70mg/mL, b: nong dé 50mg/mL, c: nong do 30mg/mL
Candida albicans

PL5. Két qua kiém tra vi sinh vat va kim loai niing ctia bt vi bao
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PLS5. Két qua kiém tra vi sinh vat va kim loai niing ctia bt vi bao

PL5.1 Két qua kiém tra vi sinh vét va kim loai nang cua bdt vi bao BS

VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 Lé Duén, Tp. Buén Ma Thuét, Dak Lak
Dién thogi: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

Buén Ma Thugt, ngay 06 thing 08 nam 2025

PHIEU TRA KET QUA PHAN TiCH

1. Nguoi giri miu: Trin Thanh Giang

2. Dija chi: Truomg Pai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khanh Hoa
3. Tén miu: Miu DS

4. S6 lwgng miu:01

5. Ngay giri mau: 03/07/2025

6. Ngay tra két qua: 06/08/2025

7. Két qui phin tich:

STT Chi tiéu phin tich Két qui phiin tich | Phwong phép phin tich
1 | Téng sb visinh vit hiéu khi 4,98 x 10" CFU/g TCVN 4884 — 1:2015
2 | Coliform KPH TCVN 6848 : 2007
3 | Escherichia coli KPH TCVN 7924 -2 : 2008
4 | Staphylococus aureus KPH TCVN 4830 : 2005
5 | Tng sb bao tir nm men-nim mée | 021 x 10' CFU/g TCVN 8275 : 2010
6 | Clostridium perfringens KPH TCVN 4991 : 2005

_ Ghi cha: - KPH: Khong phat hién —
Phong Phin tich trung tim €N
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VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 Lé Duin, Tp. Buén Ma Thuét, Dak Lak
Dién thoai: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

Buén Ma Thugt, ngay 06 thang 08 nam 2025

PHIEU TRA KET QUA PHAN TICH

1. Nguii giri méu: Trin Thanh Giang
2. Dia chi: Truomg Pai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khanh Hoa
3. Tén miu: Miu DS
4. S6 lrong méu:01
5. Ngay giri miu: 03/07/2025
6. Ngay tri két qua: 06/08/2025
7. Két qua phin tich:
Két qua danh gia hoat tinh Khing Khuén theo phwong phap Khuéch tan giéng thach
DPudmg kinh Puimg - Pudmg kinh
N3 vong irc ché |  vong (xcw ki | Eg ldnl} vong lgrc ché
ng do miu | P o vong trc ché | vong trc ché (mm) -
@emL) 1 Escherichia | Staphylococeus | (™™ (mm) - Candida
ol oisnteten Imonella Bacillus allfoas
: spp- anthracis
70 - - - - 242424 |5 232323
50 o 21,21,21 2222225 23,23.5,23.5 18,18,19 17.5,17.5,18
30 19,18.5,19 18.18.18 17,16.5,17 15.14,14.5 12.5,13,13
10 11,1111 12,11,12 14.14,14 - v -
Chimg duong 29,29.29 29,30,29.5 29.28,29 30,3030 | 29,28.5.28.5

Két qua xdc dinh gia tri MIC

Vi khuiin MIC (mg/mL)
Staphylococcus aureus 12.5
Escherichia coli - . 12.5
Salmonella ‘
Bacillus anthracis
Candida albicans
Phong Phén tich trung tim

o~ -~
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VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 Lé Dudn, Tp. Buén Ma Thut, ik Lik
Dién thogi: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

Budn Ma Thudt, ngay 06 thing 08 nam 2025

PHIEU TRA KET QUA PHAN TiCH

1. Ngui giri miu: Triin Thanh Giang
2. Dja chi: Trrong Dai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khanh Hoa
3. Tén miu: Miu DS
4. S6 lwgng miu:01
5. Ngay giri miu: 03/07/2025
6. Ngiy tri két qua: 06/08/2025
7. Két qua phin tich:
STT Chi tiéu phin tich Két qua phén tich | Phwong phip phin tich
KPH )
1 | Ham lugng Chi (Pb) LOD =001 ppm TCVN 8126 : 2009
> KPH )
2 | Ham lugng Thuy ngan (Hg) LOD = 0,001 ppm TCVN 7604 : 2007
s KPH )
3| Ham lugng Cadimi (Cd) LOD= 0.01 TCVN 7603:2007
KPH )
4 | Ham hrong Asen (As) Labl=0.001 TCVN 9521:2012
Ghi chi: - KPH: Khong phat hién - LOD: Gidi han phat hién cua phieong phap phdan tich
Phong Phan tich trung tim Vién CNSH va Méi Truimg
g Ty Ok Hoe oy
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PL5.2 Két qua kiém tra vi sinh vat va kim loai nang cta bot vi bao BLMH

VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 Lé Duén, Tp. Buon Ma Thuét, Dak Lik
Dién thogi: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

Buén Ma Thugt, ngay 06 thang 08 nam 2025

PHIEU TRA KET QUA PHAN TiCH

1. Ngui giri miu: Trin Thanh Giang

2. Dija chi: Truimg Pai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khanh Hoa
3. Tén miu: Miu TD

4. S6 lwgng miu:01

5. Ngay giri miu: 03/07/2025

6. Ngay tra két qua: 06/08/2025

7. Két qui phin tich:

STT Chi tiéu phén tich Két qua phén tich | Phwong phép phin tich
1 | Tong s6 vi sinh vit hiéu khi 3.85x 10' CFU/g TCVN 4884 — 1 : 2015
2 | Coliform KPH TCVN 6848 : 2007
3 Escher;chra coli KPH TCVN 7924 — 2 : 2008
4 | Staphylococus aureus KPH TCVN 4830 : 2005
5 | Téng sé bao tir nim men-ndm méc 0,12 x 10" CFU/g TCVN 8275 : 2010
6 | Clostridium perfringens KPH TCVN 4991 : 2005

Ghi chii: - KPH: Khong phat hién :
Phong Phén tich trung tim ¢
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VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 L& Duén, Tp. Buon Ma Thuét, Dak Lak
Dié¢n thoai: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

Buon Ma Thugt, ngay 06 thing 08 nam 2025
PHIEU TRA KET QUA PHAN TiCH

1. Ngudi giri miu: Tran Thanh Giang
2. Dia chi: Truomg Pai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khanh Hoa
3. Tén miu: Miu TD '
4. S6 lwgng mau:01
5. Ngay giri miu: 03/07/2025
6. Ngay tri két qua: 06/08/2025
7. Két qua phin tich:
Két qua danh gid hoat tinh khing kKhuin theo phwong phap khuéch tin giéng thach
kinh | Dudmg kinh Pudmg kinh
N mcl\é vong trc ché Dubng kiph '} ‘Duimg S0 vong tc ché
ong dd miu | (mm) - probiy vong (e ché | vong irc ché (mm)
me/mL) | Escherichia | Staphylococeus | WM™ | (- Candida
coli aureus albicans
spp. anthracis
70 . - - - 242424 25,2525
50 24,24,24.5 25,2525 26.26,26 222222 (4225225225
30 < | 22215215 23,2323 21,21,21 13.5,14,14 16,1616
10 18,18,18 18,17.5,18 15,15.5,15 - -
Chimg duong 30.30,30 31,31,30.5 31,3131 28,28,28 30,30,30
Két qui xdc dinh gid tri MIC
Vi khuiin MIC (mg/mL)
Staphylococeus aureus 10
Escherichia coli
Salmonella
Bacillus anthracis
Candida albicans
Phong Phin tich trung tim
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VIEN CONG NGHE SINH HQC VA MOI TRUONG
Institute of Biotechnology & Environment (IBE)

Dia chi: 567 Lé Duin, Tp. Buén Ma Thuét, Dak Lak
Dién thoai: 02623.785.785 Fax: 02623.785785

™ Budn Ma Thug, ngdy 06 thing 08 nam 2025
PHIEU TRA KET QUA PHAN TiCH

1. Nguoi giri miu: Trin Thanh Giang

2. Dja chi: Trudng Dai hoc Nha Trang, 02 Nguyén Dinh Chiéu, Nha Trang, Khénh Hoa
3. Tén miu: Miu TD

4. S6 lwgng miu:01
S.
6
7

. Ngay giri miu: 03/07/2025
. Ngay tri két qua: 06/08/2025
. Két qua phin tich:
STT Chi tiéu phin tich Két qua phin tich | Phwong phép phin tich
: KPH ]
1 | Ham luqng Chi (Pb) LOD = 0,01 ppm TCVN 8126 : 2009
- KPH )
2 | Ham lugng Thiy ngdn (Hg) LOD = 0,001 ppm TCVN 7604 : 2007
- KPH )
3 | Ham lugng Cadimi (Cd) LOD= 0,01 pp TCVN 7603:2007
- KPH ]
4 | Ham lugng Asen (As) LOD =0.001 ppm TCVN 9521:2012
Ghi chi: - KPH: Khong phat hién - LOD: Giéi han phat

Phong Phan tich trung tim

Y
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PL6. Phwong trinh dwong chuin

Pudng chuén TPC:
Nong d6 acid 0 5 10 20 30 50
galic (ppm)
Abs 0,012 0,153 0,290 0,442 0,544 0,676
Phuong trinh dudng chuin: y = 0,0139x, R = 0,9983
Dudng chuén TFC:
Nong d6 catechin 0 5 10 20 30 50
(ppm)
Abs 0,0 0,174 0,358 0,689 1,007 1,614
Phuong trinh duong chuan: y =0,0333x, R=0,9991
Pudng chuén TSC:
Nong d6 50 100 150 200 300 400 500
escine (ppm)
Abs 0,076 0,173 0,214 0,288 0,365 0,601 0,882
Phuong trinh duong chuan: y =0,0015x — 0,007, R?=0,9990
Puong chuin DRSC:
Nong d6 trolox (ppm) 0 50 150 200 250
Abs 0,953 0,768 0,398 0,213 0,028
Phuong trinh duong chuan: y =-0,0037x + 0,953, R? = 0,9973
Pudng chuin ARSC:
Nong d6 trolox (ppm) 0 100 200
Abs 1,071 0,550 0,066
Phuong trinh duong chuan: y =-0,0036x + 1,026, R> = 0,9995
Puong chuian FRAP:
Nong d6 trolox (ppm) 0 100 200 300 400 500
Abs 0 0,710 1,506 2,402 3,189 | 3,871
Phuong trinh duong chuan: y =0,0079x — 0,007, R? = 0,9993

XX




