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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ciiu trong ludn vdn nay la céng trinh nghién
citu ciia t6i dudi sy hudng déan khoa hoc cia TS, Nguyén Thi Khoa va TS. Nguyén
Hoang Diing. Chinh vi vdy, cdc két qua nghién ciru dam bao trung thuc va khach
quan nhat. Pong thoi, két qua nay chua tirng xudt hién trong bét cir mét nghién ciru
nao. Cac 56 liéu, két qua néu trong ludn van la trung thuc néu sai téi hoan chiu

trach nhiém.

Téac gid luéin vin
)

Lé Thai Quang
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LOI CAM ON

Trong hanh trinh cudc doi ciia mdi ngudi, khong cé bt ky ai tu nhién hidu
biét tat ca moi thir ma ching ta khéng ngung quan sat va hoc hoi tir xung quanh va
tir nhitng di san tri thitc dugc truyén lai qua céc thé hé. Nhitng bai hoc kinh n ghiém
va kién thirc quy bau ma céc thdy/cé gido truyén lai cho nhing hoc trd cua minh 13
tién d&, 1a phuong tién dé céc thé hé tiép néi xdy dung nhitng con dudng twong lai
cho ban than ho, cho cong ddng va xi hoi. Bt ky con dudng din dén thanh cong
ndo ciling déu dugc xay nén tir nhitng vién gach cén ci, sdng tao,... va nhitng vién
gach tri thirc cia nhitng ngudi di trudce truyén lai. Vi tit ca 1ong chan thanh, em
xin dugc bay to long kinh trong va biét on sdu sfic nhit dén c6 TS. Nguyén Thi
Khoa va thdy TS. Nguyén Hoang Diing da tan tinh chi day, gitip 3, tao moi diéu
kién thuén loi va dong vién em trong sudt qua trinh 1am luén vin,

Em ciing xin giri 16i cam on chan thanh dén chi Nguyén Thi Phwong ciing
céc anh, chi cong téc tai Vién K§ thuat cong nghé cao NTT thudc trudng Pai hoc
Nguyén Tat Thanh da nhiét tinh gitip d& va tao didu kién thuan loi trong qua trinh

em thuc hién luan van.

Tai xin chén thanh cim on Ban lanh dao Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,
Phong Dao tao va Khoa Céng nghé sinh hoc ctia Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé-
Vién Han 1dm Khoa hoc va cong nghé Viét Nam ciing quy thay c6 da giang day va

tao moi diéu kién thuén loi gitp to1 hoan thanh luan van.

Sau cling, t6i xin bay to long biét on siu sfic dén gia dinh, ngudi than va ban
be da bén t6i, quan tim va dong vién t6i trong cudc séng va trong qua trinh hoc tip
nghién ctru.

T6i xin chin thanh cdm on!
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MO DAU

Theo T6 chirc Y té thé gigi (WHO), ché do an udng va 16i song khong lanh
manh cung véi mot s yéu té moi trudng 1a nhitng nguyén nhan din dén sy gia ting
manh cic bénh khong truyén nhiém (non-communicable disease) nhu bénh tiéu
duong loai 2, huyét ap cao, dot quy va bénh tim mach. Bén canh do, tac dong x4u
ctia bién d6i khi hau va 6 nhiém mai truong cing véi su ting nhanh dan s6 thé gidi
khong nging gay ap luc 1én hé théng lwong thyc toan cau va suc khoé ctia con
nguodi. Do do, viéc lya chon stir dung cac loai thuc phém chét lugng cao, c6 lgi cho
stc khoé 1a tién dé can thiét dé ngan ngura bénh tat va dam bao mat cude séng khoé
manh. T6 yén tir lau di dugc biét dén 1a mot loai thyc pham gidu dinh dudng va
mang lai nhiéu loi ich 4n tuong cho stc khoé. Thanh phan chu dao trong to yén 13
glycoprotein cung v6i mot luong acid sialic dang ké da tao nén cac gié tri dugc tinh
dic trung cua to yén. T6 yén dugc cho 14 ¢ thé diéu tri mot s6 bénh lién quan dén

hé hap va tiéu héa. TS yén cling c6 1¢i doi véi bénh nhan ung thu.

Phuong phap chung to yén truyén thong khong gitip t6 yén tan hoan toan,
phan 16n protein t6 yén sau khi chung van c6 khéi luong phan tir rat 1on va ciu triic
khong gian phuc tap. Diéu nay c6 thé giy ra tinh trang kho tiéu, kho hap thu &
nhitng nguodi ¢6 hé ti€u hod kém nhu ngudi bénh, nguodi gia va tré em. Do do, cac
gia tri dinh dudng va duoc 1y cua to yén khong duoc tan dung hét. Viéc str dung
enzyme thuy phan (protease) sé giup phan cat protein t6 yén cé kich thudc 1én
thanh céc phan tr ¢6 kich thudc nho hon va gidi phong cac peptide hoat tinh. Vi
vay, mot s6 hoat tinh sinh hoc cua to yén sau khi bi thuy phan co thé duoc tang
cuong nhu kha ning khéng oxy hod, chéng ldo hoa, lam tring da, thuc day té bao

tang sinh, thic ddy té bao xuong biét hoa, ha huyét ap va chdng virus cam.

Céc nghién ciru trude day da st dung protease tinh ché c6 ngudn goc tir vi
khuén, nim, dong vat va thuc vat dé thiy phan to yén. Trong khi do, kha nang thuy
phan to yén bang hé protease sin co trong dich chiét thuc vat ciing nhu su ting
cuong hoat tinh sinh hoc ctia san pham t6 yén thay phan van chua dugc danh gia ky
ludng. La mot dat nude nhiét doi, Viét Nam so hitu da dang cac loai nong san.
Nhén biét dugc nhitng vu thé vé ngudn nguyén lidu va tiém ning tmg dung cua san
pham t6 yén thuy phan bai dich chiét thuc vat, ching toi dé xuat dé tai: “Khao sat
hoat tinh sinh hoc ciia sian pham t6 yén thuy phan b&i mét sé dich chiét thue
vat”. Muc tiéu cua dé tai 1a khao sat kha ning thuy phan t6 yén caa dich chiét du

du, gimg va ming ty, dong thoi danh gia kha ning khang oxy hod, kha niang wrc ché



enzyme tyrosinase, kha niang 1am lanh vét thwong ciing nhu ham luong acid sialic tu

do trong san pham t6 yén sau thuy phan.

Pé tai gitp xac dinh diéu kién thuy phan t6 yén bang dich chiét du du, gimg
va ming tay phu hop dé tao san pham thuy phan c6 hoat tinh sinh hoc mong muén
dugc nang cao. Ngoai ra, két qua thu dugc trong dé tai co thé trd thanh nén tang cho
nhiing nghién ctru tmg dung san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét du du, gimg
va mang tiy dé tao ra do udng hay thuc pham chirc ning cé hoat tinh sinh hoc ting
cuong. Quy trinh nghién ciru ctia dé tai cling ¢ thé duge dung dé mo rong pham vi
danh gia kha ning thily phan t6 yén bang nhimng ddi tuong thuc vat tiém ning khac.



Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. GIOI THIEU VE CHIM YEN HANG

Chim yén hang (swiftlets) 14 tén goi cho nhém chim thudc tong Collocaliini,
ho Apodidae (yén), c6 co thé nhoé va nhe voi dau canh dai va chan ngin. Khi doi
canh cua ching gip lai, diu canh nam & vi tri dai hon chép duéi. Ngon chan ngan
va cong cliing v6i co bap chan mong khong thé giup chiing chéng d& tot trong lugng
co thé, vi vay kha ning di dimg cta chung rat kém, gidng nhu y nghia cua ho
Apodidae - “khdng co chan” trong tiéng Hy Lap [1]. Chim yén hang c6 kha ning
bay rat nhanh nhen va déo dai, va chung danh phan 16n thoi gian dé bay. Chiéc mo
ngan ctia ching véi khoang tréng rong va kha nang dinh vi bang tiéng vang giup

dam bao cho viéc sin bét con tring trén khong trung [2].

Hinh 1.1. Chim yén t tring Aerodramus fuciphagus [3].

Toéng Collocaliini bao gdm 36 loai, chung dugc chia thanh bén chi véi tén
goi 14 Aerodramus, Hydrochous, Schoutedenapus va Collocalia. Chi c6 bay loai yén
hang thudc chi Aerodramus va Collocalia tao ra t6 yén c6 thé an duoc. Chung 1a C.
esculenta va C. linchi cua chi Collocalia; A. fuciphagus, A. germani, A. maximus, A.
unicolor va A. francicus cua ho Aerodramus [4]. Hién nay, viéc phan loai cac loai
chim thudc ho yén néi chung va yén hang néi riéng dua trén co sé cac dic diém
hinh thai, hanh vi, di truyén va cic thong tin khac van chua c6 két qua nhat quan
nao dugc dong thuan [1]. Nguyén nhan 1a do nhing loai chim yén hang nay co sy
tuong dong cao vé hinh thai hoc. Chung da timg bi sap xép trong mot, hai hoic ba
chi khac nhau vai 1an dwa vao céc tiéu chi nhu dic diém hinh thai bén ngoai hay dic

tinh x4y t6 [5]. Theo quan sat va phan tich cua cac nha khoa hoc, sy sinh truong va



sinh san ctia chim yén can diéu kién moi trudng thich hop véi 6 4m khoang 90%,
nhiét d6 28 - 30°C va c6 day du ngudn thire an [6]. Vi vay, chim yén chi phan b &
nhiing noi co diéu kién séng thich hop nhu Indonesia, Malaysia, Thai Lan, Viét
Nam, Philippines, Myanmar, Campuchia, Trung Qudc [7].

Hinh 1.2. Chim yén xy t6 ty nhién trén vach hang dong [8].

Chim yén chi sinh san mét 1an vao mua kho do thiéu thirc an. Khi mua mua
dén va ngudn thirc an tré nén doi dao hon, ching s& bude vao thoi ky sinh san chinh
v6i tan suat gip d6i. Trudec mdi 1an dé trimg, cac cip chim yén s& xdy mot to mdi.
Do d6, viéc lay di nhiing t6 yén da qua sir dung khong nhimg khong gay hai ma con
tao cho ching moi trudng 1am t6 bén viing. Tuy nhién, t yén chi nén dugc thu
hoach sau khi chim non rdi di. Mot sé nguoi nudi tham lam loi dung théi quen nay
va lay di nhitng t6 méi xay, budc chim phai xdy t0 lai trong thoi gian ngan. Hanh vi
thu hoach t6 yén khong kiém soat nay giy anh huong xau dén chét luong t6 yén,
hon nita n6 con gay hai cho strc khoe ctia chim yén va can trd su phat trién bén
vitng cua nganh cong nghiép to yén. Dé bao vé moi truong sinh thai, mot s6 qudc
gia da han ché viéc thu hoach t6 yén hang - duoc tao ra ¢ trong hang dong, nhung
khong c6 quy dinh nao vé viéc thu hoach tb yén nha - dugc tao ra trong cac cong
trinh nhéan tao [7].



Hinh 1.3. M6 hinh nha nudi chim yén [9].

1.2. TONG QUAN VE TO YEN
1.2.1. Giéi thi¢u td yén

T6 chim yén duoc hinh thanh tir nudc déi chim yén tron véi 16ng hodc co dé
lam noi dé tring va nudi chim non. To ctia chim yén cé thé an dugc (edible bird’s
nest — EBN) thu nhan tr 7 loai cua ho derodramus va Collocalia (Apodidae) c6 gia
trj dinh dudng va hoat tinh sinh hoc rat cao nhu hoat tinh chéng 130 hoa, chéng oxy
hoa va ting cudng mién dich [7]. Nhitng dic tinh quy khién cho t6 yén c6 gia thanh
cao va thu hut rat nhiéu sy quan tdm cua nguoi tiéu dung. Vi vdy, to yén 1a ddi
tuong hap dan dé giéi khoa hoc nghién ctru chuyén sau vé thanh phan céu tao, hoat
tinh sinh hoc, kiém soat chat luong, phan biét to yén that gia va nhiéu hudng nghién
cuu khac [7].

T4 yén chi yéu dugc san xuat & khu vuc Pong Nam A ¢6 mui vi ngon va gia
trj dinh dudng cao. T6 yén di dugc xem la thuc pham cao cip cho stc khoe va 1a
biéu tuong cho dia vi cua gidi quy tdc tir thoi nha Puong [4] [10]. Theo nhiing
nghién ctru duoc ghi chép trong st sach, tic dung chita bénh cia t6 yén lan dau tién
duogc dé cap dén trong tai li€u ban thdo cuong muc (Essential of Materia Medica)
ciia Ang Wang thoi nha Thanh. Hiéu qua cua to yén duoc ghi chép rd rang hon
trong phu luc ban thdo cuong muc (A Supplement to Compendium of Materia
Medica) ctia Xuemin Zhao [4]. Y hoc co truyén Trung Qudc cho rang to yén co tinh
trung, vi ngot, tdc dung thong kinh lac phéi, da day va than; va c6 dac tinh lam am

phoi, tan dom, giai ho [7].



Hinh 1.4. T6 yén c¢6 ham luong nitrite cang cao thi mau sic t6 cang chuyén
sang do [11][12] [13].

T6 yén hoan chinh c6 dang mot ntra cai bat, mau trong mo, cdé huong thom

dac trung véi mui ca nhe. Nhin chung, t0 yén dugc phan loai dua trén nhiéu tiéu

chuan, cu thé dugc thé hién trong Bang 1 [7].

Bang 1.1. Phan loai to yén [7].

Tiéu chuan

. ) Phin loai t6 yén Mo ta
phan loai
) Hang dong Thu hoach tir trong hang
Noi xay to — :
Nha nudi yén Thu hoach tir nha yén

Trang Mau cta to yén 13 tring
, Vang Mau cta to yén 1 vang
Mau sac —
bo Mau cua t6 yén 1a do
Do & goc T4 yén chi c6 mau do & 2 goc
oz Phan 16n thanh phan trong t6 déu an
T yén thugng hang
) duoc
Chat luon XA 1A A 1z \ P 2 18 1A
e T6 yén 1ong Phan 16n thanh phan trong t6 1a 16ng
T6 yén co Phan 16n thanh phan trong t6 1a c¢6
Hinh dang hoan chinh ctia t6 nhu 1a mot
Hinh bat nta cai bat; t6 dugce xdy & mép tuong
phia trén
Hinh dang T6 c6 hinh tam giac va duoc xdy & goc

Hinh tam giac

gitra tran va trén tuong

M6 hinh

Puoc tao hinh bé‘mg nhing khuoén mau

c6 sin cho ra nhitng hinh dang khac nhau




T6 yén hoan chinh bi ép trong qué trinh
. van chuyén va ché bién, do do khong thé
Dang thanh dai o L
duy tri hinh dang ntra cai bat va tré thanh
thanh dai
C6 nhiéu goc Céc goc cua to 1a noi chiu luc
i . Nhitng manh vun cua t6 bi nghién nat,
Manh v& A A s A R
gOom tat c4 cac phan cua to
ba Céc soi clia to phan bd rat dong déu va
ac .
o ’ cac khoang trong khong rd rang
Do dac " Y- ~ e ~ X ~ X
Th Céc soi cua t6 phan bo khong déu va cau
ua X ‘A ; £
trac t6 c6 nhieu khoang trong
Kho Loai bo tap chat khong can nudc
, , ) ) ) Loai bo tap chat cua to sau khi duogc
Céch thuc loai | Ban kho b bi ,
\ 2 un suong bang nudce
bo tap chat P : & _ g :
Ust Loai bo tap chat sau khi dugc ngam
trong nugc

1.2.2. Thanh phin dinh duéng

Dé hiéu 15 hoat tinh sinh hoc cua to yén nhu mét loai thude hodc thuc phrflm
chiic ning, cac nghién ctru vé thanh phan cta to yén c6 vai trd rat quan trong.
Thanh phéan chinh cia t6 yén theo thir ty ham luong tir cao dén thap la protein,
duong, tro, chét béo.

Ham luong chat béo chi khoang 0,14—1,28% ching to to yén 1a thuc pham it
béo [14]. Chét béo trung tinh cta to yén giau acid béo khong bio hoa da (48,43%),
chiém wu thé 13 acid linoleic véi ti 18 47,15%. Tiép d6 1a acid béo bao hoa (25,35%)
v6i dai dién acid palmitic chiém ti 1& 21,33%. Chat béo khong bdo hoa don chiém ti
1¢ thap hon (24,74%), trong d6 acid oleic chiém wu thé voi 21,97% [15].

Ham luong tro khoang cua to yén sach chiém khoang 5%, trong khi cua to
yén con 16ng cao hon mot chit. Su chénh léch ham luong tro khoang gitra céc to
yén v6i do sach khac nhau 1a do sy hién dién cua 16ng va cac tap chit khac. Sau khi
phan tich 18 loai nguyén t6 khoang trong t6 yén, cic nha khoa hoc nhan thiy sy
hién dién cia cac nguyén t6 da lugng, vi luong thiét yéu va kim loai ning. Ham
lugng Na, Mg, K va Ca néi chung cao [16] [17]. Nhung ham lugng ctia cac nguyén

t6 vi lwong thiét yéu nhu Fe, Cu va cac kim loai nang nhu Hg va As da dang trong



ting mAau, diéu ndy c6 thé lién quan dén moi truong kiém an va méi truong lam to
ctia chim yén [18] [19].

Puong 1a thanh phan c6 ham lwong nhiéu thi 2 trong t6 yén chi sau protein,
v6i ti 1& khoang 25,62-31,40% khéi lugng kho [14]. Pudng trong to yén bao gom
acid sialic (SA), mannose (Man), glucosamine (GlcN), galactosamine (GalN),
galactose (Gal) va fucose (Fuc) [16]. Acid sialic 1a thanh phan noi bat nhat trong t6
yén, véi ham luong khoang 10%. Acid sialic con dugc biét dén 1a “acid t6 yén” vi
n6 c6 ham lwong cao nhat trong to yén so véi cac san pham tu nhién khac. Acid
sialic 1a dan xuét acyl hoa ciia duong don (monosaccharide) dugc carboxyl hoa co
chtra 9 nguyén tir carbon, thuong ton tai & dang oligosaccharide, glycolipid hodc
glycoprotein. Theo cac nhom lién két khac nhau trén carbon sé 5, acid sialic c6 thé
dugc chia thanh bon nhém: N-acetylneuraminic acid (NeuSAc hoic NANA), N-
glycolylneuraminic acid (Neu5Gc), neuraminic acid bi khir amin (deamination
neuraminic acid, KDN) va neuraminic acid (Neu). Hai dang dau tién 1a dang chinh
cta acid sialic va acid sialic trong t6 yén ton tai & dang NANA [20]. Pdi v6i con
ngudi, acid sialic trong t6 yén c6 thé tham gia vao cac ganglioside, thanh phan quan
trong trén mang té bao ndo. Do d6, acid sialic thudng lién quan dén su phét trién hé
than kinh va ndo bd & tré so sinh. Acid sialic cling tham gia vao thanh phan chat

nhay bén ngoai gitip cac t& bao tranh vi khuan gay hai [21] [22].

V&i ham luong 60—66%, protein 13 thanh phan chiém ti 1¢ cao nhét trong to
yén, nhung t6 yén c6 thé khong phai 12 ngudn cung cip protein chat lugng cao [14].
Trong thi nghiém danh gi4 thanh phan va dic diém protein, to yén khong thé cai
thién tinh trang suy dinh dudng cta chudt do tiéu thu protein han ché, trong khi mét
luong nho whey protein hodc bot hat lanh c6 thé cai thién tinh trang suy dinh dudng
trén. Bén canh do, toc do tiéu hoa protein t6 yén khong nhanh bang so véi protein
ctia thit ga ludc [23]. Peptide 1a mot trong nhitng thanh phan quan trong nhat trong
t6 yén. Cac phuong phap tach chiét khac nhau s& anh huong dén cac loai peptide
khac nhau va hoat tinh sinh hoc ctia chung [24]. Mit khac, cac nghién ctru vé amino
acid cho thdy mac du s luong cac loai amino acid trong t6 yén giong nhau nhung ti
1€ cua chiing lai khac nhau [25] [26] [27] [28] [29].

Mot nghién ciru gan dy di phan tich 22 loai amino acid trong 10 loai to yén.
Tong cong co6 20 loai dugc phat hién, bao gom 8 amino acid thiét yéu [30].
Hydroxyproline (Hyp) va sarcosine (Sar) khéng dugc tim thiy trong to yén, diéu
nay cho thiy to yén khong cé collagen. Cac amino acid c6 trong to yén bao gom
aspartic acid (Asp), glutamic acid (Glu), serine (Ser), histidine (His), glycine (Gly),



threonine (Thr), arginine (Arg), alanine (Ala), tyrosine (Tyr), cysteine (Cys), valine
(Val), methionine (Met), phenylalanine (Phe), isoleucine (Ile), leucine (Leu), lysine
(Lys), proline (Pro), asparagine (Asn), glutamine (Gln) va tryptophan (Trp). Pang
cha ¥ 1a Trp, Cys, Asn va Gln khong dugc phat hién trong mot sé nghién ciru, diéu
nay c6 thé 1a do Trp va Cys bi thiy phan hoan toan trong qué trinh thiy phan acid,
trong khi Asn va Gln bi khir amin hoa thanh acid aspartic va glutamine. Tong s6
amino acid thiét yéu duoc tim thdy trong cdc mau t6 yén (17,8 /100 g) cao hon
dang ké so vé6i trong cac thyc pham giau protein khac nhu tring (4,7-7,0 g/100 g)
va sita (1,1 g/100 g), diéu nay c6 nghia t6 yén 1a mot ngudn cung cap amino acid
thiét yéu tiém nang [17]. TO yén cling chira nudc va ham luong nudce cua to yén &
cac ving khac nhau khong cé sy khac biét 16 rang. Tuy nhién dé bao vé tinh toan
ven cau tric to, ham lugng nudc cua to yén trong qué trinh van tai thudng dugc
diéu chinh cao hon to yén thuwong mai [25]. Ham lugng nudc cao c6 1gi cho sy phat
trién cua vi khuan va khong t6t cho viéc bao quan, trong khi ham luong nudc thap
1am cho t6 yén kho va dé v, gay bét tién cho viéc van chuyén. Theo tiéu chuan cta
Malaysia, Indonesia va Thai Lan, ham luong nudc cia to yén thuong mai nén dugc
kiém soat dudi 15% [31].

Bén canh nhiing thanh phan thiét yéu quan trong, to yén con chira mot sé
chat gay di img cho nguoi tiéu dung. Mot thir nghiém 1am sang do Pai hoc Qudc
gia Singapore (National University of Singapore) thuc hién cho thdy su hién dién
ctia chét trung gian IgE trong t6 yén, gdy ra tinh trang phan vé & tré em [32]. Chat
gay di tng nay 1a mot loai protein c6 khéi luong phan tir 66 kD, ciing duoc tim thay
trong trimg. Kha ning gy min cam cia t6 yén duoc ghi nhan tir cac khu vuc khac
nhau thi ciing khdc nhau. T6 yén ciing chra luong vét cic hormone, bao gdm
testosterone, estradiol, progesterone, hormone tao hoang thé (hormone giy lutein

hoé — luteinizing hormone), hormone kich thich nang trirng va prolactin [4].
1.2.3. Tac dung dwoc ly ciia td yén

Mic du to yén co gia dinh dudng cao va cung cap lugng 16n cic nguyén to
quan trong nhiéu hon so v&i cac loai thuc phdm tu nhién khac, nhung yéu t6 xéac
dinh d6 “quy” cua t6 yén khong chi 1a dinh dudng. Cac hoat tinh sinh hoc 4n tuong
do t0 yén mang lai ciing giup ning tdm gia tri cua t6 yén. Y hoc ¢ truyén Trung
Quéc tin rang t6 yén co chirc ning nhudn phoi, dudng da day, bo gan, sang mat va
b tim. An t6 yén 1a mot loai hinh van hoa stc khée ¢ Trung Qubc va duoc ghi lai
trong cac don thude, ché do an udng va kinh nghiém dan gian trong sach y hoc cua
cac tridu dai trudc day. Nhitng nghién ctru y hoc hién dai thuong tip trung vao
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nghién ctru thanh phén, xac dinh tinh xac thyuc, xac dinh thanh phén, nghién ctru tac
dung duoc 1y va nghién ctru truy xuat ngudn gdc. Trong nhimg nim gan ddy, sb
luong cac cong trinh nghién ctru vé dugc tinh va co ché ciia to yén di ting lén dang
ké; chu yéu tap trung vao tac dung khang virus, diéu hoa mién dich, cai thién kha
ning hoc tdp va ting cudng tri nhé, cai thién bénh thoai hoa than kinh va tac dung
chéng oxy hoa. Cac nghién ciru vé co ché cho thay hoat tinh sinh hoc cua t6 yén
cha yéu 14 do sy hién dién ciia SA. Ngoai ra, nhiéu danh gia da giai thich rd quy
trinh va hoat tinh sinh hoc cua SA, bao g6m ca viéc chuén bi, tich, tinh ché, phuong

phap phat hién, hoat tinh sinh hoc va kha nang tng dung cua n6 [20] [33] [34].

Bang 1.2. Bang tom tit mot sd tac dung duoc 1y cua td yén da dugc cong bd [7].

Tac dung dwge ly Tac gia

Chdng virus cim va @c ché dong | Guo (2006 va 2017) [35] [36]; Haghani
méu (2016) [37]; Von Itzstein (1993) [38]

Diéu hoa mién dich Hou (2010) [39]; Zhang (1994) [40]; Zhao
(2016) [41]; Cao (2012) [42]

Tang cuong tri tu¢ va tri nhé Xie (2018) [43]

Kha nang cai thién cac bénh thoai | Careena (2018) [44]; Yew (2018 va 2019)
hoa than kinh [45] [46] [47]; Hou (2015 va 2017) [48] [49]

Thic day tang sinh té bao Zainal Abidin (2011) [50]; Roh (2011) [51];
Albishtue (2019) [52]

Kha nang khang oxy hod, khang | Kim (2012) [53]; Ghassem (2017) [54];
viém va chdng 130 hoa Zhang (1994) [40]; Lee (2019) [15];
Albishtue (2018 va 2019) [55] [56]; Vimala
(2012) [57]; Zhang (2015) [58]

Cai thién strc khoé xuong Matsukwa (2011) [59]; Chua (2013) [60]

Cai thién cac bénh tim mach Lee (2019) [15]; Ramachandran (2018) [61];
Zhang (2015) [58] [62]; Hou (2015) [63]
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1.2.4. Cac phwong phap xir 1y t6 yén

Trudce khi dwa vao tiéu thu, to yén tho co thé trai qua hang loat cac phuong
phap xir Iy khac nhau dé tao ra nhiéu loai san pham t6 yén khac nhau. Theo sy phat
trién ctia cong nghé, cac phwong phap xir Iy duoc chia ra thanh cac loai: so cap,

chuyén sau va &p dung cong ngh¢ sinh hoc.

Xt Iy so cap 1a bude quan trong dau tién trong viéc ché bién hau hét cac san
pham t6 yén. Sau khi thu hoach, t6 yén ty nhién s& duoc phan loai tuy theo lugng
16ng, hinh dang, kich thuéc hodc cac chi s6 khac. Sau do, ching sé trai qua mot loat
cac phuong phap so ché ban dau. Pau tién, t6 yén mdi thu hoach s& dugc rira sach
v6i nudc va bude nay khong chi co thé loai bo cac tap chat nhu bun dat va chét thai
ctia chim, ma con loai bd mdt phan nitrite. Sau d6, timg chiéc 16ng nho con vudng
trong to s& dugc ldy ra mot cach thu cong. Pay 1a mot bude quan trong quyét dinh
d6 sach cta to yén (mot trong nhitng yéu t6 dinh gia t6 yén). Budc tiép theo, t6 yén
s& duoc tao hinh bang khuon hinh nira chiéc bat va dugc lam kho bang quat trong
phong sdy. Viéc tao hinh va siy kho trong khong khi doi khi s& 13p lai nhiéu lan dé
c¢6 dugc hinh dang dep. Cubi cing, to yén s& duoc khir tring trude khi dong goi va
xudt xuong. Cac phuong phap khtr tring dwoc chon thuong 1a chiéu tia cuc tim,

dung ozone hoac nhiét do cao [7].

Xt 1y séu 1a phuong phap gitp md rong thi trudng tiéu thu to yén do phat
trién nhiéu san pham an lién va ha gia thanh. Loai san pham ché bién pho bién nhat
1a keo to yén. Tuy theo muc dich va cac phuong phap xtr 1y siu khac nhau, t6 yén
thd c6 thé dugc ché bién thanh nhiéu loai san pham khac nhu keo, thach, d6 uéng,
vién sui, cc hat kich thudc nano va cac dang chat 16ng c6 thé dn udng dugc. Mot sb
noi con c6 thé thém Ejiao (A giao hay cao da lira), nhan sam hodc cac thanh phan
khac dé tao huong vi da dang va ting gia tri dinh dudng cho nhiing san pham ké
trén [64] [65] [66].

Viéc 4p dung cong nghé sinh hoc dé xir Iy t6 yén chu yéu la ung dung
enzyme thily phan, chiét, tich va cac phuong thirc khac dé thu nhan mot sd thanh
phén dinh dudng cu thé trong td yén. Str dung sy hd trg ctia song siéu am hoic 16 vi
song cho protease dé chiét xuat SA va protein c6 thé lam tang toc do chiét xuat [67]
[68]. Pong kho dich chiét t6 yén thanh bot t6 yén thuy phan co thé giit nguyén ham
luong protein va dudng, dong thoi giam ham lugng chat béo [69]. Sir dung protease
kiém dé thiy phan protein khong tan trong to yén c6 thé bién d6i no thanh
polypeptide hoa tan trong nudc, c¢6 loi cho qua trinh tiéu hoa va hap thu cia co thé
ngudi [70]. Bén canh d6, dich to yén thuy phan boi protease ¢ hoat tinh 1am trang
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va tao xuwong manh hon so v&i dich chiét to yén chua thuy phan [71]. Piéu nay cho
thdy cong nghé thuy phén t6 yén bang enzyme c6 tiém ning ung dung rong rii va
cong nghé nay 1a mot phuong hudng trién vong dé tao ra cac loai san pham cung
lac thé hién nhiéu loai hoat tinh sinh hoc cling nhu tdi wu hoa kha nang tan dung tb
yén. San pham t6 yén thu dugc sau khi thuy phan c6 thé dugce ding dé phat trién cac

san pham méi nhu thuc pham cham soc stc khoe va cham soc da [7].
1.2.5. Su thuy phan t6 yén

Protein 14 thanh phan chiém ti 1& nhiéu nhat trong t6 yén va dugc biét dén 1a
nhan t6 quan trong dbi véi chtrc nang dinh dudng va duoc tinh cta t6 yén [22]. Hau
hét protein trong to yén & dang lién két v&i cac géc duong tao thanh cau triic
glycoprotein (Hinh 1.5) c6 kich thudc 16n. Sy thuy phan glycoprotein s€ tao ra
nhiing doan glycopeptide nho c6 hoat tinh sinh hoc, do d6 tdng cudng dac tinh chuc
ning va hoat tinh sinh hoc ctia san pham t6 yén thuy phan [21]. Cac glycopeptide
hoat tinh sinh hoc cua t6 yén co thé dugc tao ra thong qua cac phuong phap nhu
chiét xuat dung mai, chiét xuit nhiét, 1én men bang vi khuan va thuy phan bang
enzyme. Tuy nhién, phuong phap thuy phan bang enzyme dugc sir dung nhiéu hon
trong cong nghiép thuc pham va dugc phiam do c6 hiéu suat cao, it dung mai thira
va than thién voi méi truong [21]. Qua trinh thuy phan bang enzyme c6 thé dan dén
nhiing thay d6i vé dic tinh sinh 1y, dinh dudng do sy xuét hién ciia cac peptide kich
thude nho, su thay doi phan tir dién tich hay sy tiép xuc véi nhém ky nude va dé 16
chudi bén acid amin [21]. Pic tinh chirc ning thé hién ra ciia san pham thuy phan
c6 thé bi thay d6i va anh huong boi mutc d6 thuy phan [72]. Nhitng enzyme tinh ché
nhu pancreatin F, pancreatin, pepsin, flavourzyme, papain va alcalase da dugc dung

dé thuy phan to yén dé tao ra cac glycopeptide hoat tinh sinh hoc [21].

Su thuy phan protein to yén thanh peptide gitip cai thién tinh tan ciia protein
va kha ning tiép can sinh hoc dén cdu trac protein wa nudc va nhimg phan khac bi
bao trong cdu tric ky nude cua td yén. Mic du to yén trude va sau khi thuy phan so
hitu mot luong twong duong amino acid nhung lai thé hién kha ning tan hoan toan
khac nhau. Piéu ndy lién quan dén céu tric glycoprotein va su gip cudn cia
protein, peptide hay amino acid c6 trong to yén. T6 yén cé cac cau tric phan tir
phuc tap 1am han ché su tiép xtic cta cic amino acid va peptide wa nudc voi bén
ngoai. Trong to yén thuy phén, cu tric protein khong con gap cudn, cac peptide va
amino acid ua nudc dugc dua ra ngoai nhiéu hon nén c6 thé hinh thanh lién két
hydrogen véi phan tir nudc. Do d6, tinh tan cta dich to yén s& phu thudc vao thoi

gian thuy phan [73].
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Hinh 1.5. Phan tir glycoprotein dugc hinh thanh nhd sy lién két cia cac chudi
duong 1én phan tir protein [74].

SA trong t0 yén la thanh phan rat quy gia, nhung hau hét chiing déu ton tai &
dang lién két v6i protein [22]. San pham thuy phan t6 yén thé hién c6 chira nhiéu
SA ty do hon so véi t6 yén chua thuy phan [75] [76]. Cac glycopeptide dugc tao ra
tir qua trinh thuy phén c6 cdu triic don gian hon vdi tinh tan cao hon, do d6 1am ting
cuong kha nang tiép can sinh hoc cta SA trén gbc glycan [77] [78]. Thoi gian thuy
phan ti 18 thuan véi ham luong SA trong dich thuy phéan to yén va su thiy phan
bang enzyme lam ting mirc kha dung vé dinh dudng cta to yén do ting lugng
peptide co kich thudc nho va SA ty do duoc tao ra [73].

Bang 1.3. Bang tom tat mot sb hoat tinh sinh hoc cua t6 yén duoc ting cudng sau

khi bi thuy phan bang enzyme.

Hoat tinh sinh hoc Loai enzyme thuy phan Tac gia
pepsin Fan (2022) [79]
Khang oxy hoa va chéng | pepsin va trypsin Murugan (2020) [80]
1ao hoa protease kiém Ling (2020) [81]
pesin va trypsin Ghassem (2017) [54]
, pepsin Wong (2018) [82]
Lam trang
pepsin Fan (2022) [79]
Thic day su biét hoa o té | pepsin Wong (2018) [82]
bao xuong
Thic day té bao ting sinh | trypsin va pepsin Gao (2019) [24]
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L enzyme cua tao, Ramachandran (2018)
Ha huyét ap . )
bromelain, pancreatin [61]
Chéng virus cam trypsin Guo (2006) [35]
Téng kha nang hoa tan pepsin Fan (2022) [79]

* Kha ning chong oxy hod va chéng lio hod

Fan (2022) d3 so sanh tac dong cua to yén chung va to yén thuy phan bang
enzyme 1én cac té bao HepG2 (té bao ung thu biéu mé gan ngudi) bi ton thuong boi
chat oxy hoa H20[79]. Sau 2 gio xtr 1y, ti 1& sdng sot ctia cac té bao chi duge xir 1y
v6i HoO2 giam 40%, trong khi nghiém thic duoc bo sung thém 1 mg/mL to yén
chung va nghiém thirc duoc bo sung 1 mg/mL t6 yén thuy phan thi ti 1& séng cia té
bao tang 1én twong tng khoang 46,85% va 57,37% sau 2 gio xt 1y vi Ha0. Két
qua nghién ctru ciia Fan cho thay t6 yén thuy phéan ting cudong dang ké kha ning
bao vé té bao khoi tac hai cia oxy hod (p < 0,05). Murugan (2020) d4 nhan ra to yén
thuy phan voi qua trinh tiéu hoa mo phong boi pepsin va trypsin c6 thé diéu chinh
su cang thang oxy hoa (oxydative stress) trén chudt va bao vé cac té bao ndi mod
khoi tac hai cua oxy hoa [80]. Ling (2020) dd bao cao kha ning loai bo gdc tu do
ctia to yén thuy phan bang protease kiém (alkaline protease) cai thién dang ké [81].
Ngoai ra, cac thanh phan trong t6 yén c6 khéi lugng phan tir nho hon 3 kDa dugc
bao céo 1a c6 thé gia tang hoat tinh cia cac enzyme chéng oxy hoa clia rudi gidm
(Drosophila melanogaster) va 1am giam ham luong cac san pham peroxid hoéa lipid,

tir @6 1am cham qua trinh 130 hoa cta rudi gidm [54].

xKha nang lam tring da

Tyrosinase 14 mot enzyme chira ddng c6 thé xuc tic qua trinh san xuét
melanin va céc sic t6 khac tir qua trinh oxy héa tyrosine, vi vay no 1a enzyme diéu
chinh ti 1& san xuét melanin trong thyuc vat va dong vat. Do do, vi¢c danh gia kha
nang wc ché tyrosinase 1a mot trong nhitng phwong phap thong dung nhat dé nhan
dinh cac nhan té c6 kha ning lam tring da [83] [84]. Fan (2022) di bao cao kha
ning e ché tyrosinase ndi bao cua td yén thuy phin bang enzyme cao hon dang ké
so v6i tO yén chung [79]. Két qua nghién ctru cho thiy gia tri EC50 (half max
effective concentration, ndng d6 hiéu qua t6i da mot nira) cia t6 yén chung co hoat
tinh @c ché tyrosinase 1a 18,74 mg/mL, va cta to yén thily phan bang enzyme 13
7,22 mg/mL. Fan va cOng su tin réng hoat tinh lam tréng dugc tang cuong co lién
quan dén viéc luong acid silac sau thuy phén ting 1én va dugc hap thu d& hon [79].

Thong qua viéc phan giai hoan toan protein to yén thanh cic peptide nho voi hé tiéu
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hoa mo6 phong, Wong (2018) nhan thiy rang to yén dugc tiéu hoa hoan toan co tac
dung tic ché kha nang tao sdc to va trc ché hoat tinh tyrosinase trén té bao ung thu
hic t6 da B16 (B16 melanoma) t6t hon so véi to yén khong duoc thuy phan [82].
Wong va cong sy (2018) tin rang hoat tinh 1am tring cia to yén thuy phan bang
enzyme tang 1én c6 lién quan dén viéc giai phong N-acetylneuraminic acid & dang

két hop trong t6 yén sau thily phéan [82].

* Kha néing thic diy qud trinh biét hod té bao xwong

N-acetylglucosamine 1a hoat chit c6 kha ning thuc diy té bao xuong biét
hoa, duoc tng dung rong rii trong cac san pham cham soc stc khoe xuwong khdp.
Wong (2018) nhan thay t6 yén thay phan c6 tac dung thiuc day qua trinh biét hoa té
bao xwong manh hon t6 yén khong thuy phan va co ché cua qua trinh nay dugc suy
doan c6 lién quan dén viéc giai phong cac phan tor duong ty do co kich thudc nho

sau thuy phan, dac bi¢t 1a N-acetylglucosamine [82].

* Kha néing thic diy qud trinh ting sinh té bao

Kha nang kich thich té bao tang sinh 1a mot trong nhimng wu diém noi bac cia
t6 yén. Bén canh do, Gao (2019) di béo cio cac oligopeptide cua to yén thuy phan
bdi trypsin va pepsin sau khi bién tinh nhiét & 60°C c6 hiéu qua tot hon to yén chua
thuy phéan trong viéc thuc day sy ting sinh té bao lympho phu thudc tuyén tc [24].

* Khd nang diéu chinh huyét ap

Ramachandran (2018) d4 nhan ra kha nang ha huyét 4p cua t6 yén duoc ting
cuong sau khi thay phan. Ramanchandran va cong su tin rang to yén thily phan
bang enzyme tio, bromelain va pancreatin c¢6 thé dugc phén loai 13 thuc pham chirc

ning do tac dung ha huyét 4p hiéu qua caa ching [61].

* Kha ndang chong virus

Theo Guo va cong sy (2006), t6 yén thiy phan bang trypsin ¢ thé vo hiéu
hoa cac té bao than ché Madin-Darby (Madin-Darby Canine Kidney, MCDK) bi

nhiém virus cum va ¢ ché qua trinh dong mau cua hong cau [35].

* Kha nang cadi thién do hoa tan

Mic du t6 yén co6 kha ning gitt nude tot nhung do hoa tan ciia protein to yén
lai kém, theo bao cao Wong thi to yén s& van duy tri cdu trac sau khi hdm va d6 hoa
tan chi dat dugc khoang 5% [85]. Cac nghién cuu hién tai da chi ra réng viéc thuy
phan t0 yén bang enzyme c6 thé cai thién kha ning hoa tan cua protein to yén. D6i

voi cac dai phan ti sinh hoc, trong lugng phan ti nho hon ¢6 xu hudéng di kem véi
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kha niang hoa tan tot hon [86]. Fan (2022) nhan thdy qua trinh thuy phan va qué
trinh dong nhat két hop thity phan c6 thé ting cuong dang ké do hoa tan ctia to yén
va d6 hoa tan cua to yén sau thuy phan c6 thé dat hon 90% [79]. Wong (2021) béo
c4o rang d6 hoa tan cia protein t6 yén thiy phan ting tir 13,85% 1én 47,23%, d6
hoa tan cua duong tong ting tir 7,49% 1én 39,02% va d6 hoa tan cua acid sialic tang
tu 18,69% 1én 44,24% [87].

1.3. PROTEASE THU'C VAT

Protease 1a enzyme thuy phan lién két peptide trong protein, ddy 1a nhimng
enzyme quan trong nhat trong cac nganh coéng nghiép [88]. Protease thuc vat da
duoc su dung trong cac quy trinh cong nghiép tir 1au, tham chi trudc khi con ngudi
c6 chit hiéu biét vé ban chit va dic tinh cua cac enzyme [89]. Mic du protease thyc
vat da duoc sir dung trong cac nganh cong nghiép thuc pham, duoc phdm va chat
tay rira trong nhiéu thap ky, nhung chi phi san xuét van cao so véi cac protease co
ngu@)n géc vi sinh vat [88]. Do d6, chi c6 mét vai loai protease co nguén géc thuc
vat duoc st dung trong cong nghiép. Mot vai cystein protease co thé ké dén nhu
papain, bromelain va ficin dugc ap dung rong rai trong u rugu, dong tu stta hay lam
mém thit [89]. Mic du vay, protease thuc vat van 1a ddi twong hp dan vi chung c6

dic tinh co chét rong va hoat dong trong mot pham vi nhi¢t 46 va pH rong [89].

Pu du, dira va sung tir 1au di duoc st dung dé san xuit enzyme protease
thuwong mai, voi loai protease tuong ung la papain, bromelain va ficin. Nhiing
protease nay di dugc st dung trong cong nghiép thuc pham dé san xuit phd mai,
1én men dd uéng va duogc dung nhu phu gia thuc phém dé lam mém thit, loai nude
trong trimg va san xuat chat nhii hoa [88]. Ngoai ra, du du khong chi chira papain
ma con chua caricain, mot loai protease dugc ung dung dé diéu chinh bot trong
cong nghi¢p lam banh [90].

Protease trong gimg duoc bao céo 1a chat 1am mém thit, c6 kha ning phan
hay tot collagen va cac protein mo lién két khac. Hon nita, c6 it nhét hai protease
trong glng, mot trong sd chung 13 zingibain. Cac protease trong gimg c6 hoat tinh

dong ty sira tot va da duoc sir dung trong qua trinh tao sita dong [91].

Ha va cong su (2012) di danh gia hoat tinh protease cta dich chiét mang tay
va dich chiét kiwi 1én qué trinh thuy phan thit bo (protein sgi co va collagen). Két
qua cho thay hai loai dich chiét tic dung khac nhau 1én protein soi co va collagen.
Do d6, cac loai enzyme trong hai dich chiét nay c6 thé duoc dung dé ting do mém
ctia thit, trong d6 dich chiét qua kiwi cho hiéu qua tt hon [92].
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Zulkifli va cong sy (2019) da kiém tra hoat tinh chong tang duong huyét
(anti-hyperglycemic) ctia t6 yén thuy phan bang enzyme alcalase, papain va dich
chiét du du théng qua kha niang e ché hoat dong enzyme a-glucosidase. Két qua
ghi nhan khéng c6 hiéu qua tc ché enzyme a-glucosidase trong to yén chua thuy
phan va t6 yén thuy phan voi alcalase va papain. Tuy nhién, t6 yén thuy phan boi
dich chiét du du lai biéu hién kha niang tc ché trung binh d6i voi hoat dong cua
enzyme o-glucosidase [93]. Két qua trén cho thiy trong dich chiét du du ngoai
papain thi con cé céac loai protease khac c6 kha ning tao ra nhiéu loai glycopeptide
c6 kich thude nho hon hay thé hién nhiéu loai hoat tinh sinh hoc hon. Piéu nay cho

théy gia tri st dung va pham vi hoat dong rong cua dich chiét thuc vat.

1.4. TINH HINH NGHIEN CUU TO YEN THUY PHAN BANG ENZYME
TREN THE GIOI VA O VIET NAM

1.4.1. Trén thé gisi

T4 yén 1a mot ddi tuong nhan duoc rat nhiéu sy quan tam cia gidi khoa hoc.
Cho dén nay, da c6 nhiéu nghién ctru vé to yén dugc tién hanh véi da dang cac
huéng nghién ctru, tir thanh phan dinh dudng trong to yén dén tac dung duoc ly.
Cung v6i su phat trién ctia cong nghé sinh hoc, huéng nghién ciru thuy phan t6 yén
cling dan mé ra, giup hd tro viéc tiéu hoa t yén cling nhu ting cudng hoat tinh sinh

hoc cua to yén.

Nhitng nghién ctru trude ddy cho thiy san pham thuy phan cia to yén thé
hién kha nang khang oxy hoé cao hon so véi dich chiét t6 yén ban dau (dya trén thir
nghiém ORAC (oxygen radical absorbance capacity), FRAP (ferric reducing-
antioxidant power), ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) va
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)) [54]. Nurfatin va cdng su (2016) bao céo
kha niang chéng cao huyét 4p cua to yén duoc thuy phan bang alcalase trong 60
phut, do d6 giup giam ap luc mau hiéu qua. Viéc sir dung dong thoi nhiéu loai
enzyme dé thuy phan t6 yén co thé tao ra cac doan peptide kich thudc ngan ciing
nhu cac peptide chira trinh ty amino acid & cac ddu da dang, giup gia tang hoat tinh
sinh hoc ciia t6 yén [94]. Trong nghién ctru khic, enzyme pancreatin F dugc dung
dé tao t6 yén thuy phan cho thr nghiém hoat tinh khang virus. Ghassem da tién
hanh thuy phan to yén lan luot voi enzyme pepsin va trypsin dé déanh gia dic tinh
khang oxy hod ctia san pham thity phan. Céc glycopeptide c6 kha ning loai bo gbc
tu do manh nhat duoc tinh ché thém bang phuong phéap loc gel va sic ky 1ong hiéu
nang cao nguogc pha (Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography,
RP-HPLC). Phan doan peptide c6 hoat tinh manh nhat dugc giai trinh tu bang sic
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ky long khdi pho ion hoa tia dién cuc thoi gian bay (Liquid Chromatography-
Electrospray Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry, LC-ESI-TOF MS). Két
qua nghién ctru cho thay chudi peptide mang hoat tinh sinh hoc cu thé c¢é thé duoc

tao ra thong qua qua trinh thity phan bang enzyme cu thé [21].
1.4.2. O Viét Nam

Viét Nam 13 qudc gia nam trong khu vuc Pong Nam A, duoc xem 1a mot
trong nhitng nudc c6 san lugng to yén 16n trén thé gidi. Mic du viée sir dung va am
hiéu vé cong dung cta to yén c6 tir thoi xa xua, sd lugng cac cong bd khoa hoc vé
t6 yén tai Viét Nam tuong d6i it, trong d6 cic cong bd vé san pham thuy phéan cia
tb yén con han ché. Vién Cong ngh¢ sinh hoc Ha Noi tién hanh mot sb thur nghiém
tham do tac dung cua to yén 1én chudt nhat tring va thu dugc cac két qua sau. TO
yén hd trg chudt ting nhanh khéi lugng 1én khoang 16,4% sau 30 ngay nudi so véi
chudt d6i ching khong duogc sir dung to yén. Tac dung giai doc cia to yén thé hién
qua viéc chudt an thic an c6 thude trir sdu véi lidu luong 3 mg/kg cung dich chiét to
yén thi sau 30 ngdy nudi van ting khdi lugng so véi ddi chimg giam 13% can ning.
Tac dung ting luc cta to yén thé hién qua viéc 1am ting luong hong ciu trong mau
chudt va giam luong bach cau. Kha ning chéng phong xa duoc ting cuong trén
chudt tiéu thy t6 yén vai ti 1& séng s6t 65% cao hon so véi 45% ddi véi chudt khong
udng dich chiét t6 yén sau khi chiéu xa coban 60 1én co thé chudt véi lieu 8 Gy
[95]. Két qua ctia nhitng cong trinh nghién ciru & trén cho thay to yén c6 nhiéu tiém
ning trong viéc tao ra cic san pham gitip ting cuong stc khoé & ngudi noi riéng va

cua dong vat ndi chung.

Nam 2020, cong ty CO phan nudc giai khat Sanest Khanh Hoa da cong bd
thanh qua nghién ctru mac d6 thuy phan va hoat tinh chdng oxy hoa cua dich t6 yén
Khanh Hoa thuy phan bang enzyme protamex va bromelain. Két qua nghién ciru
cho thdy enzyme bromelain thé hién kha nang thuy phan t6t nhat 1én dich t6 yén 1%
& diéu kién 1 60°C trong 3 gio voi ndng do sir dung 13 0,5%, trong khi d6 enzyme
protamex can sir dung ¢ néng dd 0,7% va diéu kién u 55°C trong 4 gio méi thé hién
kha nang thuy phan t6i wu nhat. Ngoai ra, nghién ctru con cho thdy mic du ham
luong protein tong s6 khong c6 thay d6i dang ké trude va sau khi thuy phan nhung
c6 dén hon 90% polypeptide dugc cit nho tao thanh céc protein hoa tan va cac acid
amin tu do. Pdong thoi, dich thuy phan t6 yén thé hién kha ning bat gitr gbc tu do
DPPH va hoat tinh chdng oxy ho4 tong ting gap 4 1an [96]. Két qua nghién ciru trén
cho thay tiém ning Gmg dung san pham t6 yén thuy phan dé san xuat cic dong san
pham méi, d& sir dung, d& hap thu va c6 kha ning thé hién hoat tinh sinh hoc t6t

hon so véi t6 yén chua thuy phan.
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CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. VAT LIEU
2.1.1. Nguyén vat liéu

T6 yén dugc cung cip bai Cong ty trach nhiém hitu han thuong mai dich vu
phat trién Phudc Tin (Co so kinh doanh dam bao chi tiéu an toan thuc pham dugc
Ban quén 1y an toan thyc pham Thanh phd Ho Chi Minh cap chtng nhan, san pham
t6 yén tir cong ty da dat hang 4 tai cudc thi danh gia phan hang san pham nim
2021). T yén dung trong thi nghiém s& dugc nghién va pha v&i nudc cat véi nong
d6 2% (khdi luong/thé tich, w/v). Hon hop nay s& duoc chuan bi méi cho mdi lan
thi nghiém va khong luu trir qua ngay.

Dich ¢ép thuc vat dung trong nghién ctu dugc thu nhén tr du du, gung va
mang tdy tuwoi thu mua ngoai chg va siéu thi & Thanh phé H6 Chi Minh. Pu du
duoc chon 1a loai du du rudt do chin vira, khong bi hu hong hay dép ung, thit qua co
d6 mém vira phai khong qua ctmg (du di non) ciing khong qua mém va bo (du du
qua chin) nham thun tién cho viéc thu nhan dich ép. Gung dugc chon léy dich ép
phai con tuoi, khéng moc mam, khong bi hu hong hay khoé héo. Mang tay dugc
chon 13y dich ép phai con twoi, khong bi hu hong, dap Gng hay kho héo. Tat ca
nguyén li¢u dugc xur ly thu dich ép trong vong 12 gid sau khi mua. Sau khi got vo
va rira sach, nguyén liéu s& dugc nghién, ép, vit dé 1y phan nude ép va ly tam 6000
vong/phut trong 10 phat & 10°C dé thu nhan phan dich néi. Dich ép cua du du, gimg
va ming tay thu nhan sau khi ly tim s& dugc trit & -20°C khi chua dung dén.

Nguyén bao soi ngudi duoc cung cip boi Vién Ky thuat cong nghé cao-
NTT, truong Pai hoc Nguyén Tét Thanh.

2.1.2. Ho4 chit va thiét bi

Trang thiét bi may moc va dung cu dung dé tién hanh nghién ctu duogc hd
tro boi Vién Ky thuat cong nghé cao-NTT, trudong Dai hoc Nguyén TAt Thanh nhu
micropipette, ti sdy, cAn phan tich, tii lanh -20°C, ti siy, may lac, may ly tim, may

vortex, bé on nhiét, bd dung cu dién di, may quang pho va ti nuoi cay té bao.
Céc hoa chat dugc str dung trong nghién ctru bao gom:

- Xac dinh protease téng: dung dich casein 0,65% (w/v), trichloroacetic acid
(TCA), NaxCOs 0,5 M, thudc thir Folin-Ciocalteau.

- bi¢én di protein SDS-PAGE: polyacrylamide, glycerol, sodium dodecyl
sulfate (SDS), dichloro-diphenyl-trichloroethane (DTT), 2-mercaptoethanol,
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ammonium persulfate (APS), N,N,N',N'-tetramethylethane-1,2-diamine (TEMED),
Coomassie bue, con, acid acetic, Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane)-base va
Tris-HCL.

- Phuong phap ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS), K2S20s, vitamin C.

- Phuong phap e ché enzyme tyrosinase: dung dich L-tyrosine 0,3 mg/mL,
acid kojic 35 pg/mL, enzyme tyrosinase 250 U/mL, dung dich dém phosphate
(Phosphate Buffered Saline, PBS) pH 6,8.

- Kiém tra 1am lanh vét thuong in vitro: mdi truong nudi ciy té bao
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), huyét thanh thai bo (Fetal Bovine
Serum, FBS), khang sinh penicillin/streptomycin, khang nAm amphotericine b, dung
dich 0,25% trypsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), PBS pH 7,0 — 7,4.

- Thanh phan méi trudng DMEM: 4 mM L-glutamine; 4500 mg/L glucose;

1 mM sodium pyruvate; 1500 mg/L sodium bicarbonate.

- Kiém tra ham luong acid sialic ty do: dung moi A (LC-MS grade water;
0,1% acid formic), dung méi B (LC-MS grade acetonitril; 0,1% acid formic).
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

Quy trinh thi nghiém dugc tién hanh theo so d6 dugc miéu ta trong Hinh 2.1.

Chuén bi nguyén li¢u:
t6 yén, dich chiét du du,

girng va mang tay

!

Kiém tra hoat tinh protease

Kiém tra kha nang

2 g ; s g oL ang oxv hoa
tong cua cac loai dich chiét khang oxy

l Kiém tra kha nang irc ché

enzyme tyrosinase

Thuy phan té yén béng cic

loai dich chiét vdi nong do
va diéu kién xur ly nhiét do, Kiém tra kha ning

thoi gian khac nhau lam lanh vét thuong

Kiém tra ham luong

acid sialic tu do

Hinh 2.1. So d6 nghién ctru tong quat cta dé tai.

2.2.1. Phwong phap Anson sir dung thudc thir Folin-Ciocalteau dé xac

dinh hoat tinh protease tong ciia dich chiét thyc vat

Phuong phap nay dua trén nguyén tic thude thir Folin-Ciocalteau phan tmg
v6i tyrosine tu do tao chit mang mau c6 thé do dugc bang may do quang pho. Tién
hanh pha loang dich ép du da 10 1an, dich ép gimg 2 1an va dich ép mang tay 10 lan
v6i nudc. Pong thoi chuan bi 4 6ng nghiém cho d6i ching 4m va mau dich ép. Quy
trinh kiém tra protease téng cta ting loai dich ép (du du, gimg va mang tay) duoc
tién hanh nhu sau. Tién hanh G 5 mL dung dich casein 0,65% (khdi luong/thé tich,
w/v) & 37°C trong 5 phat. Thém X mL dich chiét d4 pha lodng vao cac dng mau (X:
thé tich mau < 1 m/L), lac déu va u ¢ 37°C trong 10 phit. Tiép tuc thém 5 mL dung
dich trichloroacetic acid (TCA) 100 mM vao mdi 6ng va lac déu. B6 sung (1 — X)
mL dich chiét da pha lodng vao cac dng mau va dbi ching am, lic déu va u & 37°C
trong 30 phat. Ly tdm hdon hop sau khi & véi 6000 vong/phiit trong 3 phut va thu
dich trong (W). Chuan bi 4 6ng nghiém khac va hat 5 mL Na,COs 0,5 M vao mdi

6ng. Cho 1 mL dich W vao mdi éng. Thém 1 mL Folin Ciocalteu 0,5 M vao mdi
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6ng va mang di u ¢ 37°C trong 30 phut. Po d6 hap thu quang hoc & budc soéng 660
nm cta hdn hgp. Xac dinh ham lugng tyrosine ty do c6 trong hdon hop dua trén

duong chuan L-tyrosine va tinh toan hoat d6 protease tong ctia dich ép.

Xay dung dudng chuin L-tyrosine bang cach chudn bi 7 ng nghiém 1an luot
chua Y (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8) mL twong trng véi (0; 0,055; 0,111; 0,221; 0,442;
0,884) pmol L-tyrosine. B6 sung (1 — Y) mL nuéc cat vao mdi 6ng. Hat 5 mL
Na>CO3 0,5 M viao mdi éng. Thém 1 mL Folin Ciocalteu 0,5 M viao mdi 6ng va u
37°C trong 30 phuat. Po d6 hip thu quang hoc ctia hdn hop ¢ budc séong 660 nm.
Puong chuan L-tyrosine dugc xdy dung bang phan mém Microsoft Excels.

Hoat d¢ protease dugc biéu dién dudi dang don vi hoat tinh cia enzyme
trong 1 mL (U/mL) trong d6 1 don vi hoat tinh enzyme 13 luong protease c6 thé
thuy phan casein va tao ra mau twong duong véi 1 mol tyrosine (181 g) mdi phut
trong diéu kién thi nghiém. Hoat dd protease téng cua dich ép dugc tinh theo cong
thure sau [97].

A = ((umol tyrosine) x B)/(C x D x E)

Trong do,

A: hoat do protease (U/mL);

B: tong thé tich phan tmg (mL);

C: thoi gian phan ung (phut);

D: thé tich dich ¢ép duoc dung (mL);

E: thé tich phan ing dung dé hién mau Folin (mL).

2.2.2. Phuong phap khao sit kha niing thity phan t6 yén ciia dich chiét
thue vt & cac diéu kién khac nhau vé ndng dd dich chiét, nhiét do va thoi gian
thuy phin

Cho phan dich chiét véi cac ndng do (20%, 10%, 5% va 2,5%) c6 hoat do
protease tong dd xac dinh trudc vao dung dich to yén 2% va o & cac diéu kién nhiét
do 25°C; 37°C va 60°C trong cac khoang thoi gian 1 gio ; 2 gio va 4 gio. Sau thoi
gian 1, tién hanh xir Iy nhiét 90°C trong 15 phit dé bat hoat enzyme cua dich chiét
trong hdn hop, ly tim 8000 vong/phut & 10°C trong 10 phut va hat 30 puL dich nodi
hoa vé&i 10 pL dung dich dém dién di 4X. Sau khi xtt Iy mau & 90°C trong 10 phut,
tién hanh chay dién di protein bang phuong phap SDS-PAGE (sodium dodecyl

sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis).

Phuong phap dién di protein dya trén kha ning phan tach protein theo khoi
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luong phan tu. Trong phuong phap nay, sodium dodecyl sulfate (SDS), dichloro-
diphenyl-trichloroethane (DTT) va 2-mercaptoethanol c6 trong dung dich dém mau
(sample buffer) chuyén cac protein vé cdu tric bac 1 va tao dién tich am ty 1é thuan
theo khdi lugng. Mau kiém tra s& duogc tron voi sample buffer 4X véi ti 1€ 30 pL
mau va 10 pL sample buffer 4X. Hon hop mau sau d6 s& duoc mang di gia nhiét &
90°C trong 10 phat dé bién tinh protein. Sau d6, tién hanh bom 7 uL hdn hop mau
vao giéng trén gel gom va tién hanh chay dién di. Dong dién di tir cyc am & phia
dau gel gom s& kéo theo cac phan tir protein tich dién 4m & gel gom di qua gel tach
huéng dén dién cuc duong & cubi gel tach (12%). Sau khi két thuc qua trinh dién di,
két qua dién di s& dugc quan sat trén ban gel da duge nhuom véi Coomassie blue.
Céc phan tir protein c6 kich thudc cang nhé s& xuét hién & sau phia dudi phan gel
tach, va nguoc lai cac protein c6 kich thudc cang 16n thi s& xuat hién & cang gan

phan gel gom [98].

2.2.3. Phwong phap 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS) danh gia khi ning khing oxy héa ciia sin pham t6 yén sau khi
dwoc thity phan bang dich chiét thwe vat

Trong phuong phap ABTS, kali persulfate (K2S203) s& oxy hoa ABTS khong
mau tao thanh cic gbc tu do bén ABTS™ mau xanh lam c¢6 d6 hap thu quang hoc t6i
da & cac budc song 414, 645, 734 va 815 nm trong dung dich thude thir [99]. Cac
chat s¢ hiru hoat tinh khang oxy hoa c6 kha niang khir ABTS™ thanh ABTS va lam
mat di mau xanh ciing nhu lam giam gid tri 6 hip thu quang hoc ctia dung dich
thudc thir. Cuong d6 mau cia dung dich thudc thir cang giam twong tng véi kha

ning khang oxy hod ctia mau kiém tra cang cao, va nguogc lai [99] [100].

Dung dich ABTS duoc chuin bi ¢ nong d6 7 mM trong dung dich K2S,0s
2,45 mM. ABTS 7 mM sau d6 dugc pha lodng trong nudc ct dén do hap thu quang
hoc & budc séng 734 nm 14 0,7. Mau can kiém tra 1a san pham t6 yén thuy phan boi
cac dich chiét & thi nghiém 1 trong diéu kién dich chiét du du, gimg va mang tay thé
hién kha nang thuy phan to yén tot nhat. Diéu kién dugc chon tir két qua thi nghiém
1 14 cac san pham t6 yén thuy phan boi cac loai dich chiét du du, gimg, mang tdy &
néng d6 20% va dugc xir Iy & nhiét 46 60°C trong 4 gio. Pau tién, chudn bi diy
noéng do pha lodng 50% cua cac miu can kiém tra va bd sung nudc cit dé thé tich
mdi 6ng mau 1a 100 pL, bao gom: t6 yén 2% v&i 9 lan pha lodng; dich chiét thuc
vét 20% véi 9 1an pha lodng; cac mau to yén thily phan boi dich chiét thuc vat & cac
néng do (20%, 10%, 5% va 2,5%) voi 5 lan pha lodng cho mdi néng do dich chiét
thuc vat; d6i chimg am voi 100 pL nudc cat (Luu y: pha thém cac dng chua luong
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dich chiét thyc vat tuong (mg c6 trong nén clia cic mau to yén thay phan béi dich
chiét thuc vat d6 khi chiing c6 mau anh hudng dén két qua do d6 hap thu quang hoc
clia mau va bd sung thém nude cat dé thé tich trong dng dat da 100 pL). Cho 100
uL mau hoa vao 900 pL ABTS, u 30 phut trong diéu kién t6i. Po do hap thu quang
hoc A734 nm. Kha ning khang oxy ho4 ciia mau duoc xac dinh thong qua phan
tram trc ché gbc tw do ABTS™* (1%) [100].

1% =100 - 100 x (A2 - A3)/Al
Trong do,
1%: Phan tram e ché gbc tu do ABTS (%);
Al: Gia tri mat d6 quang ctia d6i ching am (chi chtta ABTS);
A2: Gia tri mat d6 quang cuia mau thir sau phan ung véi ABTS;
A3: Gia tri mat d6 quang ctia d6i ching trang (khong chira ABTS).

2.2.4. Phwong phap e ché hoat tinh enzyme tyrosinase danh gia kha

niing e ché enzyme ciia sian pham t6 yén thuy phan bang dich chiét thue vat

Tyrosinase 14 mdt enzyme oxy hoa amino acid tyrosin thanh cic sic to
melanin, 13 cac loai hic sic t6 tim théy duoc trén hau hét sinh vat, bao gém ca con
ngudi. Phuong phap trc ché tyrosinase dya trén kha ning trc ché hoat dong ciia
enzym tyrosinase, qua d6 c6 thé 1am han ché viéc san sinh cac hac sac to melanin c6
kha ning 1am mau ctia mau kiém tra nau hod. Dua vao cudng do mau ctia hdn hop

sau phan ng, kha ning {rc ché enzyme tyrosinase ctia mau s& duoc xac dinh [22].

Hoa chat can chuan bi bao gdm dung dich enzyme tyrosinase 250 U/mL,
dung dich L-tyrosine 0,3 mg/mL, dung dich acid kojic 35 pg/mL, dung dich t6 yén
2%, san pham t6 yén thuy phan & cac nong do khac nhau, dich chiét twong tng co
ndng d6 khao sat 16n nhat. Kiém tra tac dung trc ché enzym tyrosinase in vitro trén
dia UV 96 giéng, tién hanh do do hap thu quang hoc 480 nm trén hé thong may doc
ELISA ¢ 37°C. Chiing duong 12 acid kojic, chimg 4m s& thay mau bang dung dich
dém PBS, ching tring s& chi gdm dich chiét va PBS. Xac dinh gi4 tri phan tram trc
ché ciia cac mau.

Mot hdn hop phan tng 210 pL gém cé:

e 70 pL dung dich d¢m PBS pH 6,8;
e 60 pL dung dich acid kojic hodc mau thir & cac néng do khac nhau;
e 10 pL enzyme tyrosinase;

e 70 pL dung dich co chit L-tyrosine.
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Tién hanh nap dung dich dém PBS va cic mau to yén thuy phan, loai dich
chiét tuong tng, to yén 2%, acid kojic (chimg duong), ching 4m, ching tring vao
dia 96 giéng. DPoi chimg 4m co cac thanh phan tuong ty nhu mau thir nhung dung
dich méu thtr dugc thay bang dung dich dém PBS, dbi chung trang thi chi bao gom
60 pL dung dich mau hay mau pha lodng va 150 pL dung dich dém PBS. Tiép theo,
tién hanh nap enzyme tyrosinase vao va u ¢ nhiét do phong trong 20 phut. Sau do,
tién hanh nap L-tyrosine vao va u dia 96 giéng bang may u ELISA & nhiét d6 37°C
trong ché do lic nhe 60 phut va tién hanh do do hip thu quang hoc & budc song 480
nm ¢t mdi 5 phut. Phan trim tc ché enzym tyrosinase (I%) dugc tinh theo cong
thure sau [22].

1% =100 - 100 x (A2 — A3)/Al
Trong d6
1%: Phan tram trc ché enzyme tyrosinase (%);
Al: Gia tri mat do quang ctia d6i ching Aam (mAau thay bang PBS);
A2: Gia tri mat d6 quang cua mau thir sau phan tng;

A3: Gia tri mat d6 quang ctia doi ching tring (L-tyrosin va tyrosinase thay bang
PBS).

2.2.5. Phwong phap kiém tra hoat tinh 1am lanh vét thwong in vitro cia

san phim t6 yén thuy phin bing cac dich chiét thue vat

Kha ning lam lanh vét thuong in vitro cia mot sé san pham to yén thuy phan
duogc kiém tra trén nguyén bao s¢i nguoi. Bén canh do, dung dich t0 yén 2%, cac
loai dich chiét thyc vat va nude s& duoc dung lam ddi chimg dé so sanh va danh gia
mirc d6 1am lanh vét thuong cia san pham t6 yén thuy phan tir loai dich chiét thuc

vat tuong ng.

Nuéi cdy té bao. Méi trudng nudi cdy té bao duoc dung 1a Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) c6 b sung 10% huyét thanh thai bo (FBS), 100
ng/mL khang sinh penicillin/streptomycin va khang nim amphotericine b. Nguyén
bao soi (fibroblast) dugc nuoi trong moi trudng ¢ 37°C voi 5% COz. Quan sat voi
kinh hién vi soi ngugc kiém tra néu Fibrolast dat mat do bam trai dén 80% thi tién
hanh tach ra khoi bé mit nuéi cay bang dung dich 0,25% trypsin-EDTA. Truéc khi
1 v6i dung dich 0,25% trypsin thi can phai bo méi truong nudi di va rira té bao voi
PBS (dung dich dém mubi dém phosphate) pH 7,0 — 7,4. Sau d6 thém moi truong
nudi cdy vao va ly tim dé thu phan cin té bao. Hoa phan cin té bao thu dugc sau ly

tam vao 2 mL moi truong nudi cay va tién hanh dém té bao bang budéng dém hong
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cau. Pha loang fibroblast sau khi kiém tra dén mat do 5x10° té bao/mL trong mdi
truong nudi cdy va chuyén sang dia 6 giéng (6-well plate) dé tiép tuc nudi ¢ diéu
kién 37°C, 5% CO, va chuén bi cho giai doan tao vét thuong [101].

Tao va lam lanh vét thwong. Nguyén bao soi (fibroblast) dugc nudi trong dia
6 giéng tai mat d6 ban du 1a 5x10° té bao/mL & 37°C va 5% COa. Sau mot khoang
thoi gian, moi trudng cii dugc thay bang moi trudong nudi cdy méi véi sy diéu chinh
FBS thanh 1% va tiép tuc qua trinh nudi. Sau mot khoang thoi gian, ton thuong
duogc tao ra bang tip 10 uL (Eppendorf, M) véi cac duong cat dai, gitp loai bo cac
té bao bam theo dién tich bé mit cua dau tip 10 pL. Mdi truong cii sau d6 dugc thay
thé bang moi truong chira 1% FBS va 50 pL miu kiém tra hodc dbi chimg trong 2
mL hdn hop ctia mdi giéng. Pdi chimg 1a miu té bao trong méi trudng nudi cdy véi
1% FBS va dung dich t6 yén 2% hodc dich chiét thuc vat vai thé tich tvong duong
v6i thé tich to yén thuy phan bo sung (mau khong xir 1i voi to yén thuy phan). Hinh
anh vét thuong dugc ghi nhan sau 12 gio va 24 gio. Muc do khép vét thuong duoc
phan tich bang phin mém ImageJ [101].

2.2.6. Phuwong phap sic ky 16ng khoi pho hai lin (LC-MS/MS) dé kiém
tra ham lwong acid sialic tw do trong cac san pham t6 yén thuy phéan bang cac

dich chiét thue vat

Tién hanh dinh luong acid sialic tu do trong mot sé san pham t6 yén thuy
phan boi cac dich chiét thyc vat bang phuong phap sic ky long khdi phé hai lan
(Liquid Chromatography with tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) bang may
LC-MS/MS voi chat chuan 12 acid sialic tinh ché, d6i chirng bao gom dung dich t6
yén 2% va cac dich chiét thuc vat twong tmg. Ghi nhan két qua ham luong acid
sialic tur do trong cic mau kiém tra. Gié tri ham luong acid sialic tw do clia cac mau
san pham thuy phan s& dugc dénh gia, so sanh véi cac doi ching va so sanh véi

nhau.

Phuong phap LC-MS/MS (sic ky 1ong khdi pho hai 1an) duoc tién hanh trén
hé théng bao gdm mot may sac ky 1ong ndi véi mot may khdi phd. May sac ky long
khéi pho 14 phuong phép dugc dung trong phén tich vét cac hop chét can duoc xac
dinh chinh xé4c. Trong nhitng diéu kién van hanh nhat dinh ngoai thoi gian luu dac
trung, cac chit con dugc nhan danh bang khéi pho (ty sé khdi luong (m)/ dién tich
(z)) cuia né. Pau tién, qua trinh phan tach bang phuong phéap sic ky 1ong duogc thuc
hién véi cot C18 (kich thudc hat 3,5 pm). Thé tich mau duoc nap vao 1a 2 pL, pha
dong gdm dung méi A (LC-MS grade water; 0,1% acid formic) va dung méi B (LC-

MS grade acetonitril; 0,1% acid formic) s& dugc bom luan phién nhau mdi 5 phut
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voi toe do dong 0,4 mL/phut. Sau khi chay dugc khoang 80% dung moi B, hé théng
s& chay 100% dung moi A trong 30 gidy. Pé can bang cot sic ky thi can chay 10
phut. Sau khi duge phan tach bang may sic ky, mau s& duoc chuyén sang trang thai
ion hod v6i k¥ thuat ion hoa tia dién (ElectroSpray lonization, ESI) & vung trung
gian trudc khi di vao hé théng may khéi phd dé phan tich chinh xac khdi luong
phan tir ciia chat can kiém tra dya trén sy chuyén dong cua cac ion nguyén tir hay
ion phan tr trong dién truong hay tir truong xac dinh. Céc ion tao thanh nay dugc
tach theo ti sé gitra khdi lwong va dién tich (m/z) va phat hién, tir d6 c6 thé cho
thong tin vé khéi luong hodc cdu triic phan tir ciia hop chat [22].
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. KET QUA XAC PINH HOAT TiNH PROTEASE TONG CUA DICH
CHIET PU PU, DICH CHIET GUNG VA DICH CHIET MANG

Enzyme la nhiing protein c6 chitc nang xtc tac cac phan ung sinh hoc giup
chuyén hoa mot sd co chat thanh san pham cua vi sinh vat, thuc vat va dong vat
[102]. S6 luong va ham luong enzyme trong mdi loai thyc vat khac nhau tuy thudc
vao timg chu ky séng khac nhau cua chung. Vi vy, hé enzyme cia ting loai thuc
vat khong gidng nhau va dic trung cho mdi loai. Protease 1a nhom enzyme c6 kha
nang phan huy protein. Ching c6 mit trong tit ca mo thyc vat va giit vai trd quan
trong d6i v&i nhiéu qua trinh sinh 1y khac nhau xuyén sudt chu ky song cia thyc vat
nhu su sinh truong cia cay, sy gia di, qua trinh chin cta qua, su chét theo chuong
trinh cta té bao,... [90] [103].

Két qua kiém tra hoat tinh protease tong ciia cac loai dich chiét dung trong
thir nghiém (du du, gung va mang tdy) theo phuong phap Anson dugc trinh bay
trong Bang 3.1.

Bang 3.1. Hoat tinh protease téng ctia dich chiét du du, dich chiét gung va dich
chiét mang tay theo phuong phap Anson.

Loai dich chiét Gia tri hoat tinh protease tong (U/mL)
Du du 0,866 + 0,042
Gung 0,416 + 0,030
Mang tay 0,780 + 0,044

Theo Bang 3.1, hoat tinh protease tong cao nhat ¢ dich chiét du du (0,866 +
0,042 U/mL), tiép d6 dén dich chiét mang tay (0,780 + 0,044 U/mL). Dich chiét
gimg c6 hoat tinh protease thap nhét trong ba déi twong thir nghiém (0,416 + 0,030
U/mL).

Duya theo nhitng bao cdo vé ti 1é thanh phan hoa hoc trong thuc pham cua Bo

Nong nghi¢p Hoa Ky (USDA), ham lugng protein c6 trong 100g ctia qua du du dao
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dong tir 0,25 dén 0,75 g; ham luong protein trong 100 g cu gimg dao dong tir 1,5
dén 2,23 g; ham lugng protein trong 100 g ming tay dao dong tir 2,14 dén 2,25 g
[104] [105] [106]. Protein 13 thanh phan chinh cdu tao enzyme. Tuy nhién, ham
luong protein trong mdi qua du du, ging hay ming tay khong hoan toan giéng nhau
khi so sanh v&i nhitng qua du da, gung hay mang tay khac ma dao dong trong mot
khoang nhét dinh. Diéu nay cho thidy ham lugng enzyme trong mdi ca thé thuc vat
s& c6 gia trj riéng va chénh 1éch véi cac ca thé thuc vat cung loai khac trong mot
khoang nhat dinh.

Trong bao céo cia Sun (2016), nhom nghién ctru da st dung phuong phap
Anson dé phén tich va so sanh hoat d6 protease cua trai cdy va rau cu ¢ nhiing diéu
kién pH c¢d dinh 3,0; 7,5 va 10,5. Hoat d6 protease cua qua du du duogc bdo céo &
nhirng diéu kién pH 3,0; 7,5 va 10,5 twong tmg lan luot 14 23,1 + 1,1 U/g; 18,8 £ 0,9
U/g va 3,8 + 0,1 U/g. Tuong tu, hoat do protease cua gung dugc kiém tra trong
nhimng diéu kién pH tuong tng lan luot 1a 16,6 = 1,1 U/g; 15,1 £ 0,9 U/g va 0,7 +
0,1. Hoat d¢ protease ciia mang tay chi dugc ghi nhan ¢ truong hop pH 3,0 va 7,5
v6i gia tri tuong tmg 1an luot 14 5,0 + 0,3 U/g va 14,1 + 0,6 U/g [107]. Mic du déu
cung stir dung phuong phap Anson dé xac dinh hoat do protease cia cac dbi tuong
nghién ciru, ngudn nguyén liéu dau vao ciling nhu ndng do va ti 18 cta cc chét duoc
sir dung c6 thé 12 nguyén nhan ctia su khac biét két qua trong nghién ctru nay voi dit
liéu trong bao céo ciia Sun. Nhom nghién ctru cua Sun xac dinh hoat do protease
ctia 20 g nguyén liéu ¢ nhitng diéu kién pH cb dinh 13 3,0; 7,5 va 10,5. Trong khi
nghién ctru nay kiém tra hoat do protease cta nguyén liéu 1a dich ép thuc vat voi
diéu kién pH phy thudc vao pH tu nhién ciia timg loai dich ép. Viéc trich, ép lay
dich c6 thé chi thu nhan dugc mot phan protease co trong thuc vat trong khi phan
xéac nguyén liéu bo di van con chira mot it hodc phan 16n protease ctia mau thyc vat
d6. Ngoai ra, qua trinh thu nhan dich ép trong nghién ctru nay khong ap dung vat
kho kiét dé thu nhan toan bd dich ¢ép cua thyc vat ma chét luong dich ép tuy thudc
vao kha ning ép, vat thii cong ctia ngudi tién hanh thi nghiém. Bén canh d6, muc
tiéu va phuong hudng str dung dich ép trong nghién ctru nay nham kiém tra kha
nang thuy phan protein t6 yén mot cach tuy nhién véi pH ty nhién cta dich chiét du
du, gimg va ming tay. Mdi loai enzyme khac nhau c6 khoang pH hoat dong t6i uu
khéc nhau, trong khi mdi loai thuc vat lai c6 mot hé enzyme khac nhau. Vi vay, viéc
¢ dinh mot do pH giéng nhau c6 thé khién kha nang hoat dong mat s6 loai protease
cling nhu nhiéu loai enzyme khéc trong cac dbi tugng nghién ciru sé bi anh hudng.
Piéu nay d3 dugc ching minh trong bao cdo cua Sun [107]. Khi ¢ su thay d6i pH
(3,0; 7,5 va 10,5) thi hoat d§ protease cua cung mot doi tuong bi thay doi, co nhitng
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truong hop su thay d6i pH khién protease cua ddi tuong d6 bi bat hoat. Tuy nhién,
két qua cta nghién ctru nay ciing tuong dong voi nghién ctru ciia Sun ¢ diém 1a ca

ba ddi twong nghién ctru du du, gimg va ming tdy déu c6 hoat tinh protease.

Do céc loai thuc vat khac nhau c6 h¢ enzyme protease khac nhau, hoat tinh
protease téng thu nhan dugc thé hién kha nang hoat dong cia hé enzyme dac trung
cho ting loai. So sanh v&i mot ddi twong da sir dung phuong phap Anson tuong tu
nghién ciru nay dé danh gia vé protease thuc vét 1a qua su su trong bao cao cia
Ketut (2015), hoat tinh protease té)ng cta dich chiét su su duoc ghi nhan khoang
0,005 U/mL [97]. Piéu nay cho thay hoat tinh protease ctia ca ba loai dich ép dung
trong nghién ctru ndy déu cao hon so vai hoat tinh protease trong dich qua su su rat
nhiéu. Pong thoi, két qua thir nghiém ciing giup du doan kha ning thuy phan to yén
ctia dich chiét dich chiét gimg c6 thé kém hon dich chiét du du va dich chiét mang
tay.

3.2. KET QUA KHAO SAT KHA NANG THUY PHAN TO YEN CUA DICH
CHIET PU PU, GUNG VA MANG TAY O CAC PIEU KIEN KHAC NHAU
VE NONG PQ DICH CHIET, NHIET DO VA THOI GIAN THUY PHAN

Sau khi xac dinh hoat dd protease téng ctia cac d6i tuong nghién ctru (du du,
gimg va mang tay) ciing nhu khang dinh tiém ning thuy phan protein t6 yén cta
chung, qua trinh kiém tra va danh gid kha ning thuy phan t6 yén cu thé cua dich
chiét du du, dich chiét ging va dich chiét mang tay s& dugc tién hanh theo cac bb tri

thi nghiém dugc dé cap trong muc 2.2.2.
3.2.1. Két qua khao sat kha ning thity phin t6 yén cia dich chiét du di

Két qua dién di cho thay protein t6 yén trong nghién ctru nay phan 16n c6
kich thuéc 16n hon 55 kDa. Khi bd sung dich chiét du du vao dich to yén, cac
protein ndy bi thity phan thanh cac san pham c6 kich thuéc nhé hon, duge thé hién
qua sy mo dan cia cic bang protein c6 kich thude 16n ndm & phia trén gel dién di
va sy xuat hién cua cac bang protein c6 kich thudc nhé hon nam & phia dudi gel
dién di.

Su thuy phan protein t6 yén phy thudc vao nong do dich chiét du du va thoi
gian xur Iy twong ddi 16 rang & 25°C. O cung mot thoi gian thity phan, ndng d6 dich
chiét cang cao thi kha niang thiy phan protein to yén cang manh. Protein bi thily
phan kém nhat khi néng d6 dich chiét du du sir dung 1a 2,5% va manh nhét khi khi
néng do dich chiét du du sir dung 1a 20%. Tuong tu, & cung mot néng do, su thuy
phan protein to yén tang 1én khi tang thoi gian xir Iy 1én 4 gio. Vi du, tai nong do
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dich chiét du du 5%, hiéu qua thiy phan sau 4 gid xt 1y t6t hon so thoi diém 1 gid
va 2 gio. Pang cha ¥ 14 t6 yén bi thuy phan nhiéu nhét bang dich chiét du di 20%
trong 4 gid so véi nhimng diéu kién con lai & 25°C, cac protein co kich thudc 16n
hon 200 kDa bi phan cit gin nhu hoan toan thanh nhitng doan ¢ kich thudc nho
hon (Hinh 3.1A).

Khi nhiét d6 thuy phan dugc nang 1én 37°C, kha ning thuy phén t6 yén boi
cac nong do dich chiét du da 20%, 10%, 5% va 2,5% déu ting 1én mot cach dang
ké. Sy anh hudng ciia yéu té ndng do va thoi gian 1én kha nang thuy phan protein to
yén tyong ty nhu & diéu kién nhiét do 25°C. Tuy nhién, hiéu qua thuy phan t6 yén
béi dich chiét du di voi cac ndng do 20%, 10%, 5% va 2,5% & cac moc thoi gian 1
gid va 2 gio déu khong co sy khac biét dang ké so voi nhau. Trong diéu kién nhiét
d6 37°C, nghiém thtc t6 yén thuy phan boi dich chiét du du nong d6 20% trong 4
gio thé hién kha nang thuy phan tét nhat so v6i nhimg nghiém thirc con lai (Hinh
3.1B).

Khi ting nhiét d6 1én 60°C (Hinh 3.1C), t6 yén bi thity phan manh hon so
v6i nhiét d6 25°C va 37°C. Su sai khac dugce quan sat & nhat & ndng d6 dich chiét
du da 10% va 5% voéi sy phan cdt gan nhu hoan toan cac bing protein to yén c6
kich thudc 16n hon 200 kDa thanh cdc doan nhd hon. Trong khi d6 & cac nhiét do
25°C va 37°C, van con mdt lugng 16n cac protein nay chua dugc thuy phan. O diéu
kién nhiét 6 60°C, hiéu qua thuy phén t6 yén ciing phu thudc vao yéu td ndng do
dich chiét va thoi gian xu ly tuong tg nhu ¢ diéu kién nhiét do 37°C. Mic du
nghiém thirc to yén thuy phan bang dich chiét du di nong do6 20% trong 4 gid van
thé hién kha nang thuy phan tdt nht so véi nhitng nghiém thure con lai, hai nghiém
thirc to yén thuy phan boi dich chiét du da ndng d6 20% con lai va nghiém thuc to
yén thuy phan boi dich chiét du di ndng d6 10% trong 4 gio déu thé hién kha ning
phan cat gan nhu hoan toan cac protein to yén c6 kich thudc 16n dén rat 16n (Hinh
3.1C).
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Té yén + Dich chiét du da

Nong dé dich chiét du di (%)
Thoi gian xir Iy (gio)

Néng dé dich chiét du dii (%)
Théi gian xu Iy (gid)
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Hinh 3.1. Kha ning thay phan t6 yén cua dich chiét du du ¢ cac diéu kién ndng do
dich chiét, nhiét d6 va thoi gian xir Iy khac nhau. T6 yén dugc xir Iy véi dich chiét
du du ¢ cac ndng d6 20%, 10%, 5% va 2,5% (khdi lugng/thé tich) tai nhiét do 25°C
(A), 37°C (B) va 60°C (C) trong thoi gian 1 gid, 2 gid va 4 gio.

Cac két qua trén chung té cac yéu td néng do dich chiét du du, nhiét do va
thoi gian xir Iy déu c6 anh hudng 16n t6i sy thiy phan t6 yén. Trong pham vi thi
nghiém, mic d§ thuy phan manh nhét dat dugc & diéu kién néng do dich chiét du
da 20%, nhiét @6 60°C va thoi gian xu 1y 4 gio.

3.2.2. Két qua khio sat kha niing thity phin to yén ciia dich chiét girng

Két qua thi nghiém cho thay & 25°C, dich chiét gimg c6 kha ning phan cat
protein to yén c6 khdi lwong trong khoang 95-180 kDa trong khi d6 kha nang thay
phan protein c6 khéi luong 16n hon 200 kDa khong dang ké. Yéu té nong do dich
chiét gimg duogc st dung khong anh huong nhiéu dén su thuy phan to yén. Protein
td yén bi phan cit & néng dd 20% nhiéu hon & cac néng do cac néng dd con lai, tuy
nhién sy khac biét khong qua 16n. Yéu t thoi gian trong pham vi thi nghiém hau
nhu khéng anh huéng téi hiéu qua thuy phan to yén cia dich chiét ging (Hinh
3.3A).

Khi nhiét d6 xu ly tang 1én 37°C (Hinh 3.3B) va 60°C (Hinh 3.3C), hi¢u qua
thuy phan t6 yén cta dich chiét gimg & tit ca nghiém khong sai khac nhiéu so véi
diéu kién nhiét d6 25°C (Hinh 3.3A). Anh hudng cua yéu t6 nong do dich chiét sir
dung hay thoi gian xir 1y ciing twong tw nhu & diéu kién nhiét do 25°C.

Céc két qua trén cho thdy kha nang thuy phan protein t6 yén ciia dich chiét
gimg khong manh. Ca ba yéu t6 nhiét do, thoi gian xir 1y va néng do dich chiét sir
dung déu khong tic dong ro rang dén kha ning thuy phan to yén cia dich chiét

gung.
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Hinh 3.2. Kha ning thily phéan to yén cua dich chiét gimg & cac diéu kién nong do
dich chiét, nhiét d6 va thoi gian xir Iy khac nhau. T6 yén dugc xir Iy véi dich chiét
gimg & cac ndong do 20%, 10%, 5% va 2,5% (khéi lugng/thé tich) tai nhiét do 25°C
(A), 37°C (B) va 60°C (C) trong thoi gian 1 gio, 2 gio va 4 gio.

3.2.3. Két qua khio sat kha niing thity phin to yén ciia dich chiét ming

A

tay

Két qua thi nghiém cho thay & 25°C, néng do dich chiét mang tay duoc sir
dung c6 anh huéng 1én qué trinh thuy phéan t6 yén nhung khong qua rd rét. Su phan
cat protein t6 yén co khdi lwong nam trong khoang 95-180 kDa ting khi nong do
dich chiét mang tay tang. Tuy nhién, mot lugng 16n cac biang protein to yén ¢ khéi
lugng 16n hon 200 kDa van con trén gel dién di & cac nghiém thirc voi néng do dich
chiét mang tay 10%, 5% va 2,5%. Pic biét & ndng d6 dich chiét mang tay 2,5%, cac
protein nay gan nhu tuong duong véi to yén chua thuy phan. O nong d6 dich chiét
mang tdy 20%, sy phan cat protein to yén c6 khdi lugng hon 200 kDa thanh cac
doan nho hon thé hién rd rang hon. Bén canh d6, thoi gian xir 1y trong thir nghiém
gan nhu khong tac dong dang ké dén hiéu suit thuy phan to yén cua dich chiét
mang tay. Tai diéu kién nhiét do xtr Iy 25°C, dich chiét mang tdy nong do 20% thé
hién kha niang phan cit protein to yén tt nhat so v6i nhitng nghiém thirc con lai
(Hinh 3.2A).

Khi nhiét d6 xur 1y ting 1én 37°C, su phu thudc cua kha ning thity phan t6
yén vao ndng do dich chiét dugc cai thién. Cac nghiém thic nong d6 dich chiét
ming tdy 20% va 10% cho thay cac bang protein to yén co kich thudc 16n hon 200
kDa duoc phan cit nhiéu hon so véi cing diéu kién nhiét d6 37°C va thoi gian ¢
ndng d6 5% va 2,5% . Ngoai ra, sy phan cit protein & cac nghiém thirc ndy ciling t6t
hon so véi cung diéu kién ndng d6 va thoi gian véi nhiét do xur ly 25°C, dic biét &
cac nghiém thirc dugc xir 1y trong 4 gio. Yéu t6 thoi gian xur 1y ciing c6 tac dong
dén hiéu qua thuy phan protein t6 yén cta dich chiét mang tdy, mic du su tic dong
nay chi quan sat dugc & cac nghiém thire t6 yén thuy phan bang dich chiét mang tay
c6 ndng do 20% va 10% dugc xir Iy trong 4 gid so véi cac mdc thoi gian xir Iy con
lai. Khong c6 bat ky ghi nhan rd rang ndo vé sy anh hudng cia thoi gian xir Iy hay
ctia ndng d6 dich chiét sir dung cua to yén duogc thuy phan boi dich chiét ming tay
& nodng dd 5% va 2,5%. Tai diéu kién nhiét do xtr Iy 37°C, dich chiét ming tay nong
d6 20% thé hién kha nang thuy phan t6 yén tot nhat sau 4 gio xtr Iy (Hinh 3.2B).
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Hinh 3.3. Kha ning thuy phan t6 yén cta dich chiét mang tiy ¢ cac diéu kién ndng
d6 dich chiét, nhiét do va thoi gian xir 1y khac nhau. T6 yén duoc xir Iy véi dich
chiét mang tay & cac nong d6 20%, 10%, 5% va 2,5% (khdi luong/thé tich) tai nhiét
d6 25°C (A), 37°C (B) va 60°C (C) trong thoi gian 1 gid, 2 gio va 4 gio.

Tuong ty, khi nhiét d6 xir Iy ting 1én dén 60°C, mirc do thuy phan t6 yén cta
dich chiét mang tdy ¢ ndng do 20% va 10% ting 1én rd rang, trong khi kha niang
thuy phan cua dich chiét mang tiy & cac ndong do 5% va 2,5% khong co su khac biét
dang ké so vdi so vai to yén bi thity phan & cung diéu kién nong d6 va thoi gian véi
nhiét do xur 1y 25°C va 37°C. O truong hop t0 yén thuy phan bai dich chiét ming
tdy nong do 20%, cac bang protein t6 yén kich thudc 16n hon 200 kDa di bi phan
cat rat nhiéu, trong khi ¢ trudng hop to yén thuy phan bai dich chiét mang tay 10%
cling thé hién kha niang phan cit duoc cac bang protein ndy nhung kém hon. Hai
ndéng do con lai cua dich chiét ming tay (5% va 2,5%) thé hién kha ning phan cit
protein to yén rat kém va gin nhu tuong duong nhau. Bén canh d6, yéu t6 thoi gian
c6 tac dong rat it dén hiéu qua thuy phan va chi quan sat duoc trén trudng hop t6
yén thuy phan boi nong do dich chiét mang tay 10%, tuy nhién sy khac biét khong
qua 16n giira cac thoi diém xtr Iy (Hinh 3.2C).

Céc két qua trén chimg t6 yéu t6 nhiét do xir 1y va néng do dich chiét sir
dung anh hudéng dén kha ning thuy phan to yén cua dich chiét mang tay trong khi
yéu t6 thoi gian xir 1y tic dong khong dang ké. Trong pham vi thi nghiém, nhiét d6
xt 1y & mic 60°C cung v6i ndng do dich chiét mang tay str dung & mic 20% cho

két qua thuy phan to yén tdt nhét.

Protease c6 ngudn gdc tir thuc vat c6 nhiéu dic diém wu viét nhu hoat tinh
thuy phan cao va ai lyc voi cac co chat cu thé, tinh 6n dinh 4n tuong trong mat
khoang diéu kién hoat dong rong (pH 4-10 va nhiét d6 1én dén 60°C). Nhirng loai
protease phong phii nhat ¢ thuc vat chu yéu thudc nhém cystein protease, theo sau
la serine protease va aspartic protease. Cac cystein protease c6 khoang nhiét do hoat
dong rat rong, mot sb loai cystein dugc thuong mai nhu papain c¢6 nhi¢t do hoat
dong tdi wu 1a 65°C, bromelain 1a 70°C va ficin 1a 60°C. Serine protease c6 muc
nhiét 6 hoat dong t6i uu 1én dén 50°C va hau hét aspartic protease hoat dong tdi wu
& 55°C [108]. Kha ning thuy phan protein to yén ciia cac loai dich chiét dugc danh
gia & nhiét do t6i wu hodc gan tdi wu dbi voi hau hét cac protease (khoang 60°C).
Ngoai ra cac murc nhi¢t d§ 25°C va 37°C cling dugc sir dung trong thi nghiém vi hai
nhiét d6 nay phu hop vé6i diéu kién san xuat tu nhién va diéu kién nhiét do ty nhién
ctia co thé nguoi. Cac khoang thoi gian thuy phan duoc chon dua theo cac bao cao
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ctia Babji (2018) va Nurfatin (2016) vé hiéu suét thuy phan t6i vu, hoat tinh khang
oxy hod va chdng cao huyét ap tdi wu cta san pham t6 yén thuy phan nam trong
khoang tir 1,5 dén 2 gio [14] [94].

Ca ba dich chiét du du, ging va ming tiy déu thé hién duoc kha niang thuy
phan protein to yén véi cac mirc do khac nhau, pht hgp véi hoat tinh protease tong
duoc khao sat & Noi dung 3.1. Dich chiét du da c6 hoat tinh protease cao nhét trong
ca ba loai dich chiét dugc khao sat thé hién kha ning thuy phan protein t6 yén manh
nhat. Dich chiét ming tiy c6 luong hoat tinh va kha ning phan cit protein t6 yén
kém hon dich chiét du du. Dich chiét gimg véi luong hoat tinh protease thap nhat
tuong tng v6i kha ning thuy phan protein to yén kém nhét so véi hai loai dich chiét

con lai.

Két qua thily phan protein t6 yén bang dich chiét du du trong dé tai nay ciing
trong tu nhu két qua ma Zulkifli va cong su (2019) da bao céo trudc day. Trong
nghién ctru cta Zulkifli va cong su (2019), dich chiét du da 30% (khdi luong/thé
tich) dugc sir dung. Két qua cua thir nghiém cho thay kha ning thuy phéan to yén cua
dich chiét du du phu thudc vao thoi gian, hiéu qua thuy phan ting tir 2,9% (0,5 gid)
1€n 16,3% (3 gio) [93]. Zulkifli va cdng su (2019) ciing st dung 2 loai enzyme tinh
ché 13 alcalase (1%, v/v, thé tich/thé tich) va papain ((1%, m/v, khéi lwong/thé tich).
Déi voi papain, mirc dd thuy phéan ting thap hon so véi dich chiét du di, 5,8% (0,5
gid) tang dén 14,3% (3 gio). Alcalase c6 kha ning thuy phan t6 yén manh va it phu
thudc vao thoi gian, hi¢u qua thuy phan dat khoang 11,6% (0,5 gid) va tang 1én
16,2% (3 gio). Pidu nay cho thiy dich chiét du di hoan toan c6 kha ning thay thé
cac loai enzyme tinh ché trong viéc thuy phan protein to yén, tuy nhién thoi gian

thuy phan can dugc thiét ké dé dat kha nang thity phan tdi uu.

3.3. KET QUA KIEM TRA KHA NANG KHANG OXY HOA CUA CAC SAN
PHAM TO YEN THUY PHAN BANG DICH CHIET PU PU, GUNG VA
MANG TAY O PIEU KIEN THICH HQP

Qua trinh thuy phan protein nho enzyme c6 thé gitp giai phong cac peptide
c6 hoat tinh sinh hoc ndm trong cu trac ctia nhitng dai phan tir protein khong c6
hoat tinh sinh hoc, qua d6 gitp san pham thuy phan ting cudng hoat tinh sinh hoc
[109]. Kha ning khang oxy hoa ciia to yén khong chi 1a tinh chit ma nguoi tiéu
ding mong mudn ma con 1a méi quan tdm ctia nhidu nha khoa hoc [7]. Do d6, viéc
danh gia tac dong cua cac loai dich chiét thuc vat 1én kha ning khang oxy hoa cua

t6 yén sau khi bi thuy phan c6 ¥ nghia tng dung quan trong.
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Tir cac két qua thu duge cua thir nghiém khao sat kha nang thuy phan to yén,
diéu kién thuy phan t6 yén tot nhat trong pham vi thi nghiém cua dich chiét du du
va dich chiét mang tay & nhiét ¢ 60°C va thoi gian xir 1y 4 gid. Riéng dich chiét
gimg, diéu kién thuy phan to yén cta d6i tugng nay gan nhu nhau trong moi diéu
kién bé tri thi nghiém. Dé dong nhat diéu kién khao sat gitra cac ddi twong dich
chiét can kiém tra, diéu kién dugc chon cho thir nghiém khang oxy hoa 1a nhiing
san pham to yén thuy phan boi cac loai dich chiét & cac ndng do khac nhau (20%,
10%, 5 va 2,5%), nhiét do xu ly 60°C va thoi gian xur 1y 4 gio.

Két qua kiém tra kha nang khang oxy hoa ciia san pham t6 yén thuy phan boi
dich chiét du du va dich chiét gimg cho thay san pham t6 yén sau thuy phan thé hién
kha ning khang oxy hoa duoc ting cuong co y nghia théng ké so vdi cia to yén
chua thuy phan & cac nong d6 dich chiét kiém tra (Bang 3.2 va Bang 3.3). Nguoc
lai, kha ning khang oxy hoa ciia san pham t6 yén sau thuy phan bang dich chiét
ming tay khong khac biét so voi to yén chua thuy phan ¢ tit ca nong do dich chiét
kiém tra (Bang 3.4). Két qua thir nghiém cho thay dich chiét du du va dich chiét
gimg c6 tiém ning ung dung trong viéc tao san pham t yén thuy phan c6 hoat tinh

khéng oxy hoa cao.

Bang 3.2. Hiéu qua khéng oxy hoa ctia san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét
du du.

Nong d9 dich chiét du da

Kha niang khang
oxy hoa (%)
20% 10% 5% 2,5%
T6 yén 6,58 + 3,66 13,20+ 0,09 | 30,05+ 1,76 44,97 + 1,04

T6 yén thuy phan | 23,49 +325™ [22,77+3,11" | 37,81 +£1,70** | 51,24+0,93 ™

T6 yén duoc xir Iy v6i dich chiét du du ¢ cac ndng d6 20%, 10%, 5% va 2,5% tai
nhiét d6 60°C trong 4 gid. Két qua khang oxy hoa duoc tinh bang ti 18 phan tram
trung hoa gdc tw do ABTS™ ciia cic miu thir nghiém sau khi duoc trir di hoat tinh
cta riéng dich chiét du du co trong miu thir nghiém va duoc biéu dién dudi dang
gia tri trung binh + do 1éch chun cta ba lan thi nghiém ddc 1ap. Su khac biét théng

ké giita cac mau t6 yén va to yén thuy phan bang dich chiét du du c6 cung ndng do
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dugc kiém tra bang phép thir t-test, trong d6: p<0,05:*; p<0,01:*%*; p<0,001:%**;
p> 0,05: ns.

Bang 3.3. Hiéu qua khang oxy hoa cua san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét
gung.

Nong d$ dich chiét girng

Kha nang khang
oxy hoa (%)
20% 10% 5% 2,5%
T6 yén 12,57 +£3,01 |19,47+2,77 |33,40+1,68 49,98 £0,14

Té yén thuy phan | 21,68 £3,95% | 2574+ 1,33 | 41,41 0,83 ™ | 61,20 = 1,64 **

T6 yén dugc xu 1y véi dich chiét gimg & cac nong do6 20%, 10%, 5% va 2,5% tai
nhiét d6 60°C trong 4 gid. Két qua khang oxy hoa duoc tinh bang ti 18 phan tram
trung hoa gdc tw do ABTS™ clia cic miu thir nghiém sau khi duoc trir di hoat tinh
ctia riéng dich chiét gimg c6 trong maiu thir nghiém va duoc biéu dién dudi dang gia
tri trung binh + d¢ léch chuin cta ba 1an thi nghiém ddc 1ap. Sy khac biét théng ké
gilta cic mau to yén va to yén thuy phan bang dich chiét gimg c6 cung ndng do
dugc kiém tra bang phép thir t-test, trong do: p<0,05:*; p<0,01:**; p<0,001:%**;
p> 0,05: ns.

Bang 3.4. Hiéu qua khang oxy hoa cua san pham t yén thuy phan bang dich chiét

mang tay.
Nong dd dich chiét ming tay
Kha nang khang
oxy hoa (%)
20% 10% 5% 2,5%
T6 yén 10,83+£2,43 |20,71£1,90 |37,66+4,11 |59,70+4,13
T6 yén thuy phan | 15,86 +4,14™ [23,43+6,73" | 43,19+ 1,48 | 59,08 +3,06™

T yén duoc xtr Iy voi dich chiét mang tdy ¢ cac ndng do 20%, 10%, 5% va 2,5%
tai nhiét d6 60°C trong 4 gid. Két qua khang oxy hod dugc tinh bang ti 1¢ phan tram
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trung hoa gdc tw do ABTS™ clia cic miu thir nghiém sau khi duoc trir di hoat tinh
cta riéng dich chiét ming tdy co6 trong mau thir nghiém va dugc biéu dién dudi
dang gia tri trung binh + d6 1éch chuan ciia ba 1an thi nghiém doc lap. Su khéc biét
thong ké giita cic mau t yén va to yén thuy phan bang dich chiét ming tdy c6 cing
néng d6 duoc kiém tra bang phép thur t-test, trong d6: p<0,05:*; p<0,01:**;
p<0,001:***; p>0,05: ns.

San pham t6 yén thuy phan boi dich chiét du du thé hién kha ning khang
oxy hoa cao hon t6 yén chua thuy phan va tot nhat trong ba d6i tuong nghién ciru.
Kha ning thuy phan tot protein to yén cta dich chiét du di co thé 13 nguyén nhan
dan dén hoat tinh khang oxy hoa cao clia san pham to yén thuy phan. Dich chiét du
du c6 thé da phan cit cac lién két phan tir hinh thanh cau trac khong gian, do d6 pha
v& cdu trac khong gian cua céac protein t6 yén. Diéu nay khién cho cic vi tri amino
acid c6 kha nang khang oxy hod nhu histidine, methionine, tryptophan, tyrosine,
cystein, lysine va arginine nim an trong cau trac khong gian dugc 16 ra [110].
Trong s cac enzyme cua dich qua du di, papain co thé tao ra san pham t6 yén thuy
phan voi kha ning khang oxy hoa dugc ting cudng so voi to yén chua thuy phan
mic du kha nang phén cat lién két peptide ctia papain twong dbi dic hiéu va cha yéu
tac dong dén nhimg vi tri gin leucine va glycine 1a nhitng amino acid c6 kha niang
khang oxy hoa yéu [93] [110] [111]. Piéu nay c6 thé do cdu tric phan tir protein to
yén c6 nhiéu vi tri tai d6 leucine va glycine lién két v6i cac amino acid c6 kha ning
khang oxy hoa cao. Do d6, viéc dung papain dé thuy phan t6 yén van tao ra luong

16n céc peptide c6 kha nang khang oxy hoa cao.

Mic du kha ning thuy phan to yén ciia dich chiét gimg trong thi nghiém rat
kém nhung san pham to yén thuy phan bang dich chiét gimg lai thé hién kha ning
khang oxy hoa rat 4n twong. Hiéu qua khang oxy ho4 duoc ting cudng cua to yén
sau khi thuy phan vé6i dich chiét gimg gan tuong duong nhu khi ding dich chiét du
da. Nguyén nhan cta hién twong nay c6 thé do vi tri cit ddc hiéu cia cc protease
trong dich chiét gimg chu yéu tac dong dén cac amino acid c6 kha ning khang oxy
hoa cao. Do @6, du hiéu suét thuy phan kém nhung cac peptide duoc tao thanh sau
thuy phan déu c6 kha ning khang oxy hod, dan dén hiéu suat khang oxy hoa tong

thé ctia san pham to yén thuy phan bai dich chiét gimg duoc ting cudng.

San pham t6 yén thuy phan bang dich chiét mang tay c6 kha khang oxy hoa
khong khac biét so voi to yén chua thuy phan. Két qua danh gia kha nang thuy phan
t6 yén cta dich chiét ming tiy cho thdy kha ning phén cat protein t6 yén cia dich

chiét ming tdy khong qua tét. O nghiém thuc c6 két qua thuy phan t6t nhat voi
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ndéng do dich chiét mang tdy 20%, nhiét do xur 1y & 60°C va thoi gian xir Iy 4 gid,
céc bang protein c6 kich thude 16n van con hién dién trong t6 yén sau thuy phan. Vi
véy, nhiéu phan tir protein kich thudc 16n véi cdu trac khong gian phirc tap van duy
tri trang thai sau thuy phan va sb luong cac amino acid cé kha ning khang oxy hoa
bi an trong cdu trac khong gian chua duoc giai phong ra nhiéu. Mot nguyén nhan
khac c6 thé 1a do cac protease trong dich chiét mang tay co trinh ty cat dac hiéu
khong tac dong nhiéu dén cac vi tri c6 kha ning giai phong cac amino acid khang

oxy hoa trong protein to yén.

Babji va cong sy (2018) da bdo cédo tyrosine va phenylalanine dong vai tro
quan trong ddi v&i kha niang khang oxy hoa ciia san pham to yén thuy phan bang
alcalase [14]. Céc céu tric vong indol va benzen trong nhitng amino acid nay c6 thé
cung cép proton cho cac gdc ty do thiéu electron, do d6 gitip nhitng phan tir oxy
hoat tinh (Reactive Oxygen Species, ROS) duogc can bang [112]. Thong qua nghién
ctru danh gia kha nang khang oxy hod ctua 20 loai amino acid, Xu (2017) da phan
chia cac amino acid thanh hai nhém. Nhém khang oxy hoa manh bao gém
tryptophan, methionine, histidine, lysine, cysteine, arginine va tyrosine, trong khi 13
amino acid con lai voi kha khang oxy yéu hodc khong c6 kha ning khang oxy hoa
[110]. Nhitng phét hién nay da cho thdy su thuy phan protein t6 yén c6 thé tao ra
thém cac co chét cho electron c6 kha ning trung hoa cac gdc tu do, cu thé 1a cac
amino acid c6 kha ning khang oxy hoa nim an trong ciu tric ciia cac dai phan tir
protein t0 yén. Trong nghién ctru ctia Zulkifli va cong sy (2019), kha ning khang
oxy hoa cuia to yén thuy phan boi dich chiét du du cling thé hién muc ting cuong
dang ké so vai t6 yén chua thuy phan va c6 thé dat muc ti da chi sau 1 gid xt 1y,
tuong tu voi to yén thuy phan bang enzyme papain. Trong khi d6, kha nang khang
oxy hod ctia to yén thuy phan boi enzyme alcalase can 3 gio xir 1y dé tdi vu hoa kha
ning khang oxy hoa [93]. Piéu nay cho thiy cic ngudn enzyme khac nhau sé tao ra
san pham to yén thuy phan c6 cic dic diém khang oxy hoa khac nhau va phu hop

vé6i cac két qua dat dugc trong nghién ciru nay.

3.4. KET QUA KIEM TRA KHA NANG UC CHE ENZYME TYROSINASE
CUA CAC SAN PHAM TO YEN THUY PHAN BANG DICH CHIET PU U,
GUNG VA MANG TAY O PIEU KIEN THICH HQP

Bén canh vai tro 1 chit chong oxy hod, kha ning trc ché hoat tinh enzyme
tyrosinase con gitip nang cao tinh tmg dung cua t6 yén trong cic san pham chdng
ldo hod va 1am tring da. Cac nghién ciru trudc ddy cho thiy t6 yén sau khi bi thuy

phan c6 hoat tinh trc ché enzyme tyrosinase duoc ting cuong dang ké [79]. Vi vy,
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viéc danh gia kha ning @c ché hoat tinh enzyme tyrosinase ctia cic san pham to yén
thuy phan bang dich chiét du du, gimg va mang tay s& gitp xac dinh tiém ning tng

dung cua chung trong linh vuc chiam soc sic dep.

Két qua thi nghiém cho thay hiéu qua ¢ ché enzyme tyrosinase cua san
pham t6 yén thuy phan bang dich chiét du di cao hon so véi cua to yén chua thuy
phan. Hau hét két qua ghi nhan su ting cuong hoat tinh trc ché enzyme tyrosinase
clia cac san pham to yén thuy phan bai dich chiét du du déu c6 ¥ nghia thong ké,
riéng trudng hop san pham to yén thuy phan bang dich chiét du di néng d6 2,5%,
mirc ting khong mang ¥ nghia thong ké (Bang 3.5). Diéu nay c6 thé do murc do thay
phan t6 yén kém tai nong d6 dich chiét du da 2,5% nén san pham thiy phan c6 hoat
tinh rc ché enzyme tyrosinase khong cao. Hiéu qua trc ché enzyme tyrosinase cta
san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét gimg va dich chiét mang tay & tat ca
diéu kién nong d6 dugc kiém tra déu cao hon so véi to yén chua thuy phan c6 néng
dd tuong Gng. Tét ca sb liéu ghi nhan déu thé hién su tang cuong hoat tinh uc ché
enzyme tyrosinase c6 ¥ nghia thong ké ctia san pham t6 yén sau thuy phan véi dich

chiét gimg va dich chiét mang tdy (Bang 3.6 va Bang 3.7).

Bang 3.5. Hiéu qua trc ché enzyme tyrosinase ctia san pham to yén thuy phan bang
dich chiét du du.

Khi ning ire ché Nong d9 dich chiét du di
enzyme tyrosinase
(%) 20% 10% 5% 2,5%
T6 yén 9,70 + 0,67 7,38 + 0,46 6,86 + 0,69 6,07 1,77

T6 yén thuy phan | 16,65+ 1,28 ™ | 13,77+ 0,76 *** | 11,78 £ 0,84 ™ | 9,67 £ 5,48

T6 yén duoc xir Iy v6i dich chiét du du & cac ndng do 20%; 10%; 5% va 2,5% tai
nhiét d6 60°C trong 4 gio. Két qua thé hién dugc tinh bang ti 18 phan trim tc ché
hoat dong chuyén hoa tyrosine cta enzyme tyrosinase trong cac mau thir nghiém
sau khi duogc trur di hoat tinh cua riéng dich chiét du du co trong cic mau va duoc
biéu dién dudi dang gié tri trung binh + d¢ Iéch chuan cua ba lan thi nghiém doc
1ap. Sai khac thong ké giira cdc mau to yén va to yén thuy phan bang dich chiét du
da co cung nong d6 duoc kiém tra bang phép thir t-test, trong do: p<0,05:*;
p<0,01:**; p<0,001:***; p> 0,05: ns.
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Bang 3.6. Hiéu qua trc ché enzyme tyrosinase ctia san pham to yén thuy phan bang

dich chiét gimg.
Khi niing tre ché Nong 9 dich chiét girng
enzyme tyrosinase
(%) 20% 10% 5% 2,5%
T6 yén 9,70 + 0,67 7,38 + 0,46 6,86 + 0,69 6,07+ 1,77

T6 yén thuy phan | 64,54+ 0,85 " | 55,30 + 3,85 *** | 50,81 £2,91 ™ | 38,24 + 4,46 **

T6 yén dugc xu 1y voi dich chiét gimg & cac ndong d6 20%; 10%; 5% va 2,5% tai
nhiét d6 60°C trong 4 gio. Két qua thé hién dugc tinh bang ti 18 phan trim tc ché
hoat dong chuyén hoa tyrosine cta enzyme tyrosinase trong cac mau thir nghiém
sau khi duoc trir di hoat tinh cta riéng dich chiét ging c6 trong cac mau va duoc
biéu dién dudi dang gia tri trung binh + d6 léch chuan cua ba lan thi nghiém doc
lap. Sai khic thdng ké gitta cac mau to yén va to yén thuy phan bang dich chiét
gimg ¢6 cung ndng d6 duoc kiém tra bang phép thir t-test, trong do: p<0,05:*;
p<0,01:**; p<0,001:***; p> 0,05: ns.

Bang 3.7. Hiéu qua trc ché enzyme tyrosinase ctia san pham t6 yén thuy phan bang
dich chiét mang tay.

Kha niing trc ché Nong d9 dich chiét miing tay
enzyme tyrosinase

(%) 20% 10% 5% 2,5%

T6 yén 9,70 + 0,67 7,38 + 0,46 6,86 + 0,69 6,07 + 1,77

T6 yén thuy phan | 53,49+ 4,97 | 3738 +4,21 " | 28,81 +3,91 * | 18,49 + 4,66 "

T yén dugc xu ly voi dich chiét mang tay ¢ cac néng do 20%; 10%; 5% va 2,5%
tai nhiét d6 60°C trong 4 gio. Két qua thé hién dugc tinh bang ti 1¢ phan trim {rc ché
hoat dong chuyén hoa tyrosine cta enzyme tyrosinase trong cac mau thir nghiém
sau khi duogc trir di hoat tinh cua riéng dich chiét ming tdy c6 trong cic mau va

duogc biéu dién duéi dang gia trj trung binh + d6 1éch chudn cta ba lan thi nghiém
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doc 1ap. Sai khac thong ké giita cac mau to yén va to yén thuy phan bang dich chiét
ming tay c6 cung ndng do dugc kiém tra bang phép thir t-test, trong d6: p<0,05:*;
p<0,01:**; p<0,001:***; p> 0,05: ns.

Két qua dat dugc trong thir nghiém kiém tra kha niang {rc ché hoat tinh
enzyme tyrosinase cia cic san pham to yén thuy phan bang dich chiét du du, ging
va mang ty phu hop véi bao cdo cua Fan va cong sy (2021). Hiéu qua we ché hoat
tinh enzyme tyrosinase clia san pham t6 yén thuy phan trong méi trudng tiéu hoa
mo phong cua da day va rudt non bdi cac enzyme tiéu hod nhu pepsin va pancreatin
dugc kiém tra trén mo hinh té bao HepG2 va B16 16n hon dang ké so véi to yén
chua thuy phan [79]. Két qua cta thir nghiém ciing cho thdy du du, gimg va mang
tay déu 1 cac ddi tuong tiém nang dung dé tao san pham thuy phan cua t6 yén voi
hoat tinh rc ché enzyme tyrosinase cao c6 tinh ing dung trong viéc tao ra cac ché

pham kem boi da hay thuc pham chirc ning cé tac dung chiam séc va lam trang da.

Nguyén nhéan cta su ting cudng hoat tinh rc ché enzyme tyrosinase ctia cac
san pham t6 yén thuy phan so v6i to yén chua thuy phan c6 thé do cac san pham
thuy phan dugc tao ra trd thanh co chit canh tranh enzyme tyrosinase voi tyrosine
hodc lién két voi enzyme tyrosinase va lam thay do6i cau tric khong gian va hoat

tinh ciia enzyme tyrosinase.

Bén canh d6, Fan va cong sy (2021) da nghién ctru vé kha ning tc ché hoat
dong ciia san pham to yén thuy phan bang enzyme pepsin va trypsin va dua ra két
luan thanh phan chinh gy tc ché enzyme tyrosinase 14 cac acid sialic tu do. Kha
nang trc ché enzyme tyrosinase cua thanh phan acid sialic tu do cao hon déng ké so

v6i acid sialic con lién két trong chudi duong [79].

Trong mdt nghién ctru khac, Wong va cong sy (2018) da bao cido kha nang
{rc ché enzyme tyrosinase ctia san pham thuy phan t6 yén d6 thip hon so vdi san
pham thuy phén t6 yén trang va to yén vang & diéu kién moi truong tiéu hoa mo
phong trong da day va rudt non voi cing khoang thoi gian thuy phan. Két qua nay
tuong tng véi kha nang chéng lai tic dong clia qué trinh chung bang nudc hay thuy
phan bang enzyme ciia to yén do tot hon nhd vao dic diém ciu tao cua to yén do.
Tuy nhién, kha ning trc ché enzyme tyrosinase ctia ca ba loai to yén (tring, vang,
d6) gan nhu tuong duong nhau sau khi dugc thuy phan hoan toan va giai phong
toan bd acid sialic thanh dang tu do [82].
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Diéu nay cho thdy acid sialic déng vai tro cbt 15i trong hoat tinh e ché
enzyme tyrosinase cta to yén. Can c6 nhimg danh gia cu thé hon véi ¢ nhimg thi

nghiém tiép theo nham 1am sang t6 nhiing co ché sinh hoa ciia phan {mg.

3.5. KET QUA KIEM TRA KHA NANG LAM LANH VET THUONG IN
VITRO CUA CAC SAN PHAM TO YEN THUY PHAN BANG DICH CHIET
PpU DU, GUNG VA MANG TAY O PIEU KIEN THiCH HQP

Céc cong trinh nghién ciru trude ddy da ching minh kha ning chira lanh vét
thuong cua peptide [113]. San pham thuy phan to yén bang cac loai dich chiét du
du, gimg va mang tay chaa cac peptide nén c6 thé ¢ tiém ning hd tro qua trinh lam
lanh vét thuong. Do d6, nghién ciru thyc hién danh gid kha ning lam lanh vét
thuong ctia san pham t6 yén thay phan trén mé hinh nguyén bao sgi nguoi. Trong
qué trinh thi nghiém, dich chiét du du, gimg va miang tiy duoc st dung & nong do
cao gy trc ché su phat trién cta té bao nguyén bao soi, viy nén cac ndong do dich
chiét 2,5% s& dugc sir dung dé danh gia kha ning 1am lanh vét thuong in vitro trén

mo hinh nguyén bao sgi nguoi.

Trén mo hinh nguyén bao sgi ngudi, & mau d6i chimg nuéc, vét thuong tu
thu hep khoang 5-8% va 15-18% sau 12 gior va 24 gio xir y. Sy thu hep vét thuong
& miu dbi chimg nude ¢ thé do kha ning ting sinh tu than ciia cac té bio nguyén
bao sgi. Trong khi do, sau 24 gio, su thu hep vét thuong & mau xir ly béng t0 yén
(ndng d6 2%) khoang 27%-33%, & mau xt Iy bang dich chiét du di (ndng do 2,5%)
khoang 24%, & mau xtr 1y bang dich chiét gimg (néng d6 2,5%) khoang 25%, &
mau xtr 1y bang dich chiét mang tay (ndng do 2,5%) khoang 33%. Két qua nay cho
thay, to yén, dich chiét du du, dich chiét ging va dich chiét mang tiy ¢ nong do thir
nghiém c6 kha niang lam lanh vét thuong nhung khong manh trén mé hinh nguyén
bao soi. Nguoc lai, khi bo sung to yén thuy phan bang dich chiét du du, dich chiét
gimg va dich chiét mang tiy néng d6 2,5% viao mdi trudng, d6 rong cua vét thuong
thu hep lai rat nhiéu sau 12 gio' (khoang 40-52%) va vét thuong gan nhu lién lai sau
24 gid (khoang 70-77%) (Hinh 3.4, Hinh 3.5, Hinh 3.6, Bang 3.8, Bang 3.9 va Bang
3.10). Nhu vay, kha nang lam lanh vét thuong trén mé hinh nguyén bao soi cia t6
yén duogc ting cuong khi to yén duoc thuy phan bang cac dich chiét du du, dich
chiét gimg va dich chiét mang tiy & nong do 2,5%.
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Dich chiét du dii (%) 0 0 2,5 2,5
To yén (%) 0 2 0 2

0 gio

12 gio

Thoi gian xir ly

24 giy

Hinh 3.4. Hinh anh thé hién hiéu qua lam lanh vét thuong trén mé hinh nguyén bao
soi ngudi cua to yén, dich chiét du du va san pham thuy phan t6 yén bang dich chiét
du da nong do 2,5%.

Bang 3.8. Ti 18 1am lanh vét thuong ctia san pham t6 yén thuy phan dich chiét du du
noéng d6 2,5%.

Ti 18 khép vét thuong (%)

Thoi
gian .
. , : z Dich chiét du oz S
(gio) Nuée To yén i To yén thuy phan
da 2,5%

12 8,55+3,10 14,75+ 0,19 ° 12,50 £2,25 " 52,23 £1,85""

24 17,92+ 1,39 | 26,63 1,52 | 23,72+3,50" 76,92 £ 1,12
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Kha ning lam lanh vét thuong trén mo hinh nguyén bao soi dugc kiém tra dbi véi
nuéc (ddi chimg am), to yén ndng do 2%, dich chiét du du ndng do 2,5% va td yén
thuy phan bang dich chiét du du nong d6 2,5% tai nhiét d6 60°C trong 4 gio. Két
qué thé hién duoc tinh theo ti 1& phan trim do khép vét thwong trén mo hinh nguyén
bao soi cua cac mau kiém tra va dugc biéu dién dudi dang gié tri trung binh + do
léch chuén cua ba 1an thi nghiém ddc 1ap. Sai khac théng ké gitra doi chung am véi
cac mau to yén, dich chiét du du va to yén thuy phan bang dich chiét du du duoc
kiém tra bang phép thir t-test, trong d6: p<0,05:*, p<0,01:%*, p<0,001:*** p> 0,05:

ns.

Dich chiét gimg (%) 0

To yén (%)

0 gio

i Iy

12 g1

01 gian x

Tha

24 g10

MU S, 7

X
\_\‘ (]
A

=
¥iw
j
L

Hinh 3.5. Hinh anh thé hién hiéu qua lam lanh vét thuong trén mé hinh nguyén bao
soi ngudi cua to yén, dich chiét gimg va san pham thuy phan t6 yén bang dich chiét

gimg nong do 2,5%.
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Bang 3.9. Ti 1¢ 1am lanh vét thuong ciia san pham t6 yén thuy phan dich chiét gimg
noéng d6 2,5%.

Ti 1é khép vét thwong (%)

Thoi
gian )
. i 2 x Dich chiét gimg | . | o
(gio) Nudce To yén 2.5% To yén thuy phan
D) (1]

12 8,44 +2,99 13,32+ 1,00 ° 5,15+£2,84™ 52,62 +3,37 "

24 16,89 +1,30 | 28,05+1,04 ™ | 2526+1,79" 71,81 £2,26

Kha niang lam lanh vét thuong trén mo hinh nguyén bao s¢i duge kiém tra ddi voi
nude (d6i ching 4m), t6 yén ndng do 2%, dich chiét gimg nong do 2,5% va td yén
thuy phan bang dich chiét gimg néng d6 2,5% tai nhiét do 60°C trong 4 gio. Két
qué thé hién duoc tinh theo ti 1& phan trim do khép vét thwong trén mo hinh nguyén
bao soi ciia cac mau kiém tra va dugc biéu dién dudi dang gia tri trung binh + d6
léch chuan ciia ba 1an thi nghiém doc lap. Sai khac thong ké gitta d6i chimg am voi
cac mau to yén, dich chiét gimg va to yén thuy phan bang dich chiét gimg dugc
kiém tra bang phép thir t-test, trong d6: p<0,05:*, p<0,01:%*, p<0,001:*** p> 0,05:

ns.
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Dich chiét ming tay

(%) 0 0 2.5 2,5
To yén (%)

ir 1y

12 gio

Thoi gian x

24 gid

Hinh 3.6. Hinh anh thé hién hiéu qua lam lanh vét thuong trén mo hinh nguyén bao
soi nguoi cua to yén, dich chiét mang tay va san pham thuy phan to yén bang dich

chiét mang tdy ndng d6 2,5%.

Bang 3.10. Ti 1¢ 1am lanh vét thuong cta san pham t6 yén thuy phan dich chiét
ming tiy nong do 2,5%.

Ti 1é khép vét thwong (%)
Thoi

gian

(gio) Nudc To yén

Dich chiét miing | T yén + Dich chiét
tay 2,5% mang tay 2,5%

12 4,59+2,04 [21,11£2,03" | 1519+1,13™ 39,73 £ 1,34 ™

24 15,60+ 1,86 |33,35+1,71"| 32,19+572" 69,76 = 1,16 ™
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Kha ning lam lanh vét thuong trén mo hinh nguyén bao s¢i duge kiém tra ddi voi
nude (dbi ching am), t6 yén ndng do 2%, dich chiét mang tdy nong do 2,5% va to
yén thuy phan bang dich chiét mang tay nong do 2,5% tai nhiét do 60°C trong 4 gio.
Két qua thé hién duogc tinh theo ti 1& phan tram d6 khép vét thuong trén mé hinh
nguyén bao soi ciia cac miu kiém tra va duogc biéu dién dudi dang gia tri trung binh
+ do 1éch chuan cua ba lan thi nghiém doc 1ap. Sai khac théng ké gitra doi ching am
v6i cac mau to yén, dich chiét ming tdy va to yén thuy phan bang dich chiét mang
tay duoc kiém tra bang phép thi t-test, trong d6: p<0,05:*, p<0,01:**, p<0,001:***,
p> 0,05: ns.

San pham t0 yén thuy phan bdi dich chiét du du, dich chiét gimg va dich
chiét mang tay déu c6 kha nang lam lanh vét thuong trén nguyén bao soi tuong tu
nhu dich thity phan collagen bang enzyme di dugc cong bd trong cac nghién ciru
trudc day. Lalita va cong sy (2021) da xac dinh san pham thuy phan collagen tir da
c4 ma tach béo bang cac enzyme papain va alcalase chira ham lugng 16n cac amino
acid ki nudc c6 kha niang thuc ddy té bao nguyén bao soi ting sinh nhu glycine
(Gly), alanine (Ala), proline (Pro) va hydroxyproline (Hyp) [114] [115]. Trong mdt
nghién cuu khac, Futama va cong su (2019) da dung peptide thu nhan tir qua trinh
thuy phan collagen cta sta Rhopilema esculentum bang enzyme collagenase II,
papain va alkaline proteinase dé chita lanh vét thuong trén mé hinh in vitro voi té

bao ndi mé tinh mach rén va trén md hinh chudt [116].

Nhin chung, qué trinh chira lanh vét thuong & sinh vat séng chia thanh ba
giai doan chinh 13 viém, ting sinh va tai tao. Kha ning lam lanh vét thuong cia cac
san pham to yén thuy phan bang dich chiét du du, gimg va ming tay c6 thé do cac
san pham t6 yén thuy phan ndy chta peptide c6 hoat tinh 1am lanh vét thuong.
Nghién ctru trude day trén peptide tach tir protein dau nanh va protein dau ngy cho
thdy peptide diéu hoa phan mg viém va cung cdp dinh dudng can thiét cho qué
trinh ting sinh té bao, qua d6 giup ting cuong hidu qua qua trinh chira lanh vét
thuong [117]. Cac peptide ¢ hoat tinh sinh hoc trong san pham t6 yén thay phan c6
thé 1am lanh vét thuong thong qua co ché 1am chat truyén tin hiéu kich thich cac té
bao nguyén bao soi di cu, ting sinh va tong hop thanh cac soi collagen médi. Pong
thoi, cac peptide nay co thé cung cip ngudn dinh dudng bo sung dé té bao sir dung
cho qua trinh ting sinh [116]. Can c6 nghién ctru tiép theo vé tach chiét cac peptide
c6 hoat tinh 1am lanh vét thwong tir cic san pham t6 yén thily phan bang dich chiét
du du, gimg va ming tay, dong thoi danh gia hoat tinh ciing nhu co ché lam lanh vét

thuong trén md hinh in vivo.
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3.6. KET QUA KIEM TRA HAM LUQNG ACID SIALIC TU DO TRONG
CAC SAN PHAM TO YEN THUY PHAN BANG DICH CHIET PU DU,
GUNG VA MANG TAY O PIEU KIEN THICH HQP

Bén canh céac peptide hoat tinh sinh hoc, acid sialic 1a thanh phﬁn dac biét
quan trong quyét dinh gia tri dugc 1y cia to yén. Acid sialic trong t6 yén 1a N-
acetylneuraminic acid (NANA), nam & cudi cac chudi duong lién két v6i phan tir
glycoprotein. Vi cach chung truyén théng, co thé nguoi khong hap thy dugc toan
bd luong acid sialic trong to yén. Trong thi nghiém thuy phan protein to yén trong
diéu kién tiéu hoda mo phong da day va rudt non ciia Wong va cong su (2018), ham
lugng acid sialic tu do kiém tra dugc & mic 17,82% sau 4 gio ti€u hod, trong khi
12,24% acid sialic van lién két trong cac chudi duong roi rac, 15,39% nam trong
céc protein va 54,55% ham luong acid sialic con lai van khong hoa tan, ndi bén trén
dich tiéu hod [82]. Piéu nay cho thiy hé tiéu hoa nguoi khong hip thu duge mot
ntra luong acid sialic ¢6 trong t6 yén. Viéc tiéu hoa san pham t6 yén thuy phan c6
chua cac glycopeptide va acid sialic dugc gidi phong ra trong qué trinh thuy phan
thay vi to yén tho khong chi giup ting hiéu suat hap thu dinh dudng c6 trong to yén
ma con ting cudng cac gia tri duoc 1y t6 yén. Hé enzyme c6 trong dich qua ctia mot
s loai trai cdy khong chi phan cat duoc lién két peptide cua glycoprotein ma con cé
thé tac dong dén cac gdc duong va giai phong ra céac acid sialic tu do. Vi vay, viéc
danh gia tac dong cua qua trinh thuy phéan to yén boi cac loai dich chiét du du, ging

va mang tiy dén ham lugng acid sialic tw do c6 y nghia rt quan trong.

Két qua phan tich ham lugng NANA tu do trong cac miu t6 yén thuy phan
cho thay ca ba loai dich chiét du di, gimg va mang tay déu c6 kha ning giai phong
NANA trong cdu tric glycoprotein véi cac mirc dd khac nhau. Sau 4 gio thuy phan,
ham luong NANA tu do trong san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét mang tay
1a cao nhét (17,25 mg/g), cao hon 7 1an so véi to yén chua thuy phan (2,38 mg/g).
San pham t0 yén thuy phan bang dich chiét du du va dich chiét gimg chtra ham
luong NANA ty do twong tng 1a 8,75 mg/g va 8,12mg/g, cao hon gan 4 lan so véi
t6 yén chua thuy phan (Bang 3.11). Trong khi d6, cac dich chiét du du, gimg, va
ming tiy déu khong chira acid sialic tu do. Két qua nay cho thay ca ba loai dich
chiét déu c6 tiém ning trong viéc ting cuong giai phong acid sialic lién két trong to

yén, dic biét 1a dich chiét mang tay.
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Bang 3.11. Ham lugng NANA ti do c6 trong cic mau t6 yén trudc va sau 4 gio
thuy phan béi dich chiét du du, dich chiét ging va dich chiét mang tay.

Ham lwgng NANA tu do (mg) trong 1 g t0 yén kho
0 gio 4 gio
T6 yén 2,38 2,38
T yén + Du du 2,38 8,75
T6 yén + Gung 2,38 8,12
T6 yén + Ming tay 2,38 17,25

Ham luwong acid sialic (NANA) tu do trong t0 yén dugc 1an luot kiém tra trude va
sau khi thuy phan bang cac loai dich chiét du du, dich chiét gimg va dich chiét
ming tiy nong do 20% tai nhiét d6 60°C trong 4 gid. Ham lugng NANA c6 trong
cac mau duoc kiém tra bang phuong phap LC-MS/MS. Két qua thé hién ham luong
NANA tu do (mg) c6 trong 1g to yén kho. Dich chiét du du, dich chiét gimg va dich
chiét mang tiy khong chira NANA ty do.
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Chwong 4. KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. KET LUAN
Céc két qua thu dugc trong dé tai nghién ctru bao gom:

- Hoat d¢ protease téng cua dich ép du du 1a 0,866 + 0,042 U/mL, cao nhét
trong ba loai dich ép duoc kiém tra. Hai dich ép con lai 1a ming tdy va gimg c6 hoat
d6 protease tong twong tng lan luot 14 0,78 + 0,044 U/mL va 0,416 + 0,03 U/mL.

- Kha ning thuy phan t6 yén cta dich chiét du dui phu thudc vao cac yéu to
noéng do dich chiét (20%, 10%, 5% va 2,5%), nhiét d6 (25°C, 37°C va 60°C) va thoi
gian xtr 1y (1 gid, 2 gid va 4 gio), trong d6 dich chiét du du thiy phan to yén tét
nhat véi ndng d6 dich chiét 20%, ¢ nhiét do 60°C va thoi gian 0 4 gio. Kha ning
thuy phén to yén ciia dich chiét mang tiy phu thudc nhiéu vao yéu t6 ndng d6 dich
chiét va nhiét d6 1, it chiu anh hudng cta yéu t6 thoi gian, trong d6 dich chiét mang
tay thuy phan to yén t6t nhat véi ndong d6 dich chiét 20%, nhiét 46 60°C va thoi
gian U 4 gid. Dich chiét gimg thé hién kha ning thuy phan t6 yén khong tot bang
dich chiét du du va mang tiy va gan nhu giéng nhau ¢ moi diéu kién b tri thi

nghiém.

- Kha ning khang oxy hoa cta t6 yén duoc ting cuong sau khi thuy phan ¢
60°C trong 4 gio bang dich chiét du du va dich chiét gimg ¢ tit ca nong do dich
chiét (20%, 10%, 5%, va 2,5%). Mat khac, thity phan to yén bang dich chiét mang
tay khong ting cudng kha niang khang oxy hoa cia t6 yén. Két qua nghién ctru cho
thdy du du va gig 1 nhitng nguyén liéu tiém ning dé tao san pham to yén thuy

phan c6 hoat tinh khang oxy hoa cao.

- Kha ning trc ché enzyme tyrosinase cia to yén dugc ting cuong sau khi
thuy phan & 60°C trong 4 gio bang dich chiét du du, gimg va mang tay & tat ca ndng
d6 dich chiét (20%, 10%, 5% va 2,5%) (ngoai trir trudng hop dich chiét du du nong
d6 2,5%). Két qua nghién ctru cho thiy dich chiét du du, girng va mang tay déu c6
tiém nang tao san pham t6 yén thuy phan véi kha nang e ché enzyme tyrosinase

cao.

- Kha niang hd trg 1am lanh vét thuong trén mo hinh nguyén bio soi ngudi
ctia to yén duoc ting cudng sau khi thity phan ¢ 60°C trong 4 gid bang ba loai dich
chiét du du, gimng va mang tay voi ndng d6 2,5%. Két qua nghién ciru cho thiy céc
san pham t6 yén thuy phan bang dich chiét du du, gimg va ming tay déu co tiém

ning ung dung trong 1am lanh vét thuong.
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- Sy thuy phan t6 yén & 60°C trong 4 gio bang ba loai dich chiét du du, gimg
va mang tay voi nong do 20% giup ting cudng giai phong acid sialic lién két trong
t6 yén thanh dang tu do, trong d6 dich chiét ming tay c6 tac dung tSt nhat va hai

loai dich chiét con lai c6 tac dung gan nhu twong duwong nhau.
4.2. KIEN NGHI

Céc két qua dat duoc cua dé tai nghién ctru da dat nén mong cho cac hudng
nghién ctru tiép theo bao gém: (1) Nghién ciru co ché khang oxy hoéa, trc ché
enzyme tyrosinase va lam lanh vét thuong cta san pham t6 yén thity phan bang dich
chiét du du, gimg va mang tay. Pong thoi, danh gia cac hoat tinh sinh hoc trén mo
hinh in vivo ciing nhu tach chiét cac peptide thé hién céc hoat tinh nay. (2) Nghién
ctru khao sat cac d6i tuong khac co kha nang thuy phan to yén va xac dinh hoat tinh
sinh hoc duoc ting cuong ciia san pham to yén thuy phan tao ra. (3) Nghién ciru
diéu kién thuy phan dé t6i wu hoa hiéu suat giai phong acid sialic tu do trong to yén
va danh gia tiém nang phat trién thanh san pham thuong mai ctia san pham t6 yén
thuy phan gidu acid sialic. (4) Nghién ctru ing dung céc san pham t yén thuy phan

béng dich chiét thuc vat, tao san phém o thé tiép can nguoi ti€u dung.
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PHU LUC

Phu luc 1. Két qua kiém tra ham luong L-tyrosine duoc chuyén hoa tir casein boi

cac loai dich ép du du, gung va mang tay.

Ham lwgng L-tyrosine (umol) / Thé tich miu cho
Dich ép vao phan wng (mL)
Lan 1 Lan 2 Lan 3
Pu di pha loang 10 1an 0,037/0,5 0,020/0,25 0,041/0,5
Girng pha loing 2 lin 0,050/ 0,25 0,096 /0,5 0,174/ 1
Maing tay pha loang 10 1an 0,019/0,25 0,018 /0,25 0,033/0,5

Phu luc 2. Két qua hoat d6 protese tong cua cac loai dich ép du dii, gimg va ming

tay.
Hoat d¢ protease (U/mL)
Dich ép
Lan 1 Lan 2 Lan 3
Pu di pha loéing 10 lin 0,082 0,087 0,090
Girng pha lodng 2 lan 0,221 0,211 0,192
Ming tiy pha loing 10 lin 0,082 0,078 0,073




Phu luc 3. Két qua thir nghiém kha ning khang oxy héa ctia san pham t6 yén thay
phan bang dich chiét du du

Nhom thi
nghiém tuwong

trng nong do

Poi twong kiém tra

Kha ning khang oxy héa (%)

dich chiét du di Lan 1 Lén 2 Lén 3
st dung
T6 yén 2,35 8,79 8,60
Dich chiét du @i | T6 yén + Dich chiétduda | 36,06 36,63 34,63
20% — ,
T yén + Dich chiétduda | 19,74 25,50 25,25
(bat hoat)
T6 yén 13,12 13,30 13,18
Dich chiét du di | TS yén + Dich chiét dudu | 36,96 39,56 39,31
10% T ]
T6 yén + Dich chiétdudu | 19,18 24,69 24,44
(bat hoat)
T6 yén 30,38 28,16 31,62
Dich chiét du @i | T6 yén + Dich chiétduda | 41,96 54,76 54,38
SOA) 2 r r
T6 yén + Dich chiét dudu | 38,18 35,95 39,29
(bat hoat)
T6 yén 44,31 46,16 44,43
Dich chiét du di | TS yén + Dich chiét dudu | 63,86 67,39 67,26
2,5% — ,
T6 yén + Dich chiét du du 50,33 52,19 51,21

(bat hoat)




Phu luc 4. Két qua thir nghiém kha ning khang oxy héa ctia san pham to yén thay
phan bang dich chiét gimg

Nhom thi Kha nang khang oxy hoa (%)
nghiém tuwong
rng ndng dd Poi twong kiém tra
dich chiét girng Lan 1 Lan 2 Lan 3
st dung
T6 yén 10,48 16,02 11,20
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 31,05 29,04 33,72
20% — ,
T6 yén + Dich chiét ging 20,64 18,36 26,04
(bat hoat)
T6 yén 19,66 22,14 16,60
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 36,72 34,90 34,38
10% T ]
T6 yén + Dich chiét ging 26,30 24,22 26,69
(bat hoat)
T6 yén 33,07 35,22 31,90
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 52,54 51,17 49,28
SOA) 2 r r
T6 yén + Dich chiét ging 42,12 40,49 41,60
(bat hoat)
T6 yén 50,13 49,93 49,87
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 70,01 71,09 70,77
2,5% — ,
T4 yén + Dich chiét gimg | 60,09 60,42 63,09
(bat hoat)




Phu luc 5. Két qua thir nghiém kha ning khang oxy héa ctia san pham to yén thay
phan bang dich chiét mang tay

Nhom thi nghiém Kha nang khang oxy hoa (%)
twong rng nong do z. 2
) N Doi twgng kieém tra
dich chiét mang Lin1 | Ldn2 | Lin3
tay sir dung
T6 yén 13,15 11,04 8,30
. T6 yén + Dich chiét 32,88 22,78 25,79
Dich chiét mang 5 A
. mang tay
tay 20%
T6 yén + Dich chiét 19,81 11,57 16,20
mang tay (bt hoat)
T6 yén 22,77 20,35 19,02
_ . T6 yén + Dich chiét 38,70 40,00 25,46
Dich chiét mang 5 )
. mang tay
tay 10%
T6 yén + Dich chiét 25,63 28,78 15,87
ming tay (bat hoat)
T6 yén 40,56 39,48 32,96
, . T6 yén + Dich chiét 55,23 53,74 54,47
Dich chiét mang 5 )
. mang tay
tay 5%
T6 yén + Dich chiét 42,16 42,52 44,88
ming tay (bat hoat)
T6 yén 61,72 62,43 54,96
, L T6 yén + Dich chiét 70,24 73,83 67,04
Dich chiét mang 5 )
. mang tay
tay 2,5%
T6 yén + Dich chiét 57,17 62,61 57,45
mang tay (bt hoat)




Phu luc 6. Két qua thir nghiém kha ning wrc ché enzyme tyrosinase ctia san pham to

yén thity phan bang dich chiét du du

Nhom thi
nghiém tuwong

trng nong do

Poi twong kiém tra

Kha néng trc ché

enzyme tyrosinase (%)

dich chict du du Lin1 | Lin2 | Lin3
st dung
T6 yén 9,75 9,00 10,34
Dich chiét du @i | TS yén + Dich chiét dudu | 26,13 26,54 28,70
20% — ,
T yén + Dich chiétduda | 16,52 15,45 17,99
(bat hoat)
T6 yén 7,43 7,81 6,90
Dich chiét du di | TS yén + Dich chiét dudu | 22,17 23,02 22,49
10% T ]
T6 yén + Dich chiét du du 13,31 14,64 13,34
(bat hoat)
T6 yén 6,50 7,66 6,42
Dich chiét du @i | TS yén + Dich chiét dudu | 22,14 21,23 23,99
5% — ,
T yén + Dich chiétduda | 11,05 11,59 12,69
(bat hoat)
T6 yén 6,97 721 4,03
Dich chiét du @i | T6 yén + Dich chiét dudu | 17,30 21,83 17,69
2,5% — ,
T yén + Dich chiétduda | 10,22 14,86 3,93

(bat hoat)




Phu luc 7. Két qua thir nghiém kha ning wrc ché enzyme tyrosinase ctia san pham to
yén thity phan bang dich chiét gimg

Nhom thi Kha niing trc ché
nghiém twong enzyme tyrosinase (%)
rng nong dd Poi twong kiém tra
dich chict girng Lin1 | Lin2 | Lin3
st dung
T6 yén 9,75 9,00 10,34
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 63,29 64,42 64,75
20% 7’ ,
To yén + Dich chiét ging 64,86 63,58 65,19
(bat hoat)
T6 yén 7,43 7,81 6,90
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 61,18 59,63 55,60
10% T ]
T6 yén + Dich chiét ging 51,71 59,36 54,81
(bat hoat)
T6 yén 6,50 7,66 6,42
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 58,80 57,36 58,32
SOA) 2 r 14
T6 yén + Dich chiét ging 48,14 53,92 50,37
(bat hoat)
T6 yén 6,97 7,21 4,03
Dich chiét girng | T6 yén + Dich chiét gimg 51,67 50,04 50,08
2,5% - ,
To6 yén + Dich chiét ging 38,83 42,37 33,51
(bat hoat)




Phu luc 8. Két qua thir nghiém kha ning wrc ché enzyme tyrosinase ctia san pham to
yén thily phan bang dich chiét ming tay

Nhom thi nghiém Kha niing trc ché
twong rng nong do . 2 enzyme tyrosinase (%
. 5 % Vg ) Poi twgng kiém tra y y (%)
dich chiét mang
tﬁy i3 dung Li}in 1 Li}in 2 Li}in 3
T6 yén 9,75 9,00 10,34
, . T6 yén + Dich chiét 54,19 54,88 59,07
Dich chiét mang o
. mang tay
tay 20%
T6 yén + Dich chiét 49,31 52,17 58,99
mang tay (bt hoat)
T6 yén 7,43 7,81 6,90
) L T4 yén + Dich chiét 43,70 49,02 47,27
Dich chiét mang T
. mang tay
tay 10%
T6 yén + Dich chiét 34,43 35,51 42,21
ming tay (bat hoat)
T6 yén 6,50 7,66 6,42
, . T4 yén + Dich chiét 37,07 42,91 40,21
Dich chiét mang o
. mang tay
tay 5%
T6 yén + Dich chiét 27,02 26,12 33,30
ming tay (bat hoat)
T yén 6,97 7,21 4,03
, . T4 yén + Dich chiét 30,86 34,07 34,85
Dich chiét mang T
A mang tay
tay 2,5%
T6 yén + Dich chiét 22,51 19,56 13,39
mang tay (bt hoat)




Phu luc 9. Két qua ti 1& khép vét thuong trén mo hinh nguyén bao sgi ngudi in vitro
ctia to yén 2%, dich chiét du du 2,5%, to yén thuy phan bang dich chiét du di 2,5%

Thoi gian ) i Ti 1¢ khép vét thwong (%) so v6i thoi diém 0
L, Doi tuwgng kiém .
xuw ly gio
o\ tra 1 1 DY
(gio) Lan 1 Lan 2 Lan 3
Nudc 11,12 5,11 9,42
Dich chiét du du
9,92 13,46 14,11
2,5%
12 —
To yén 2% 14,67 14,96 14,62
T6 yén 2% + Dich
i 51,57 50,80 54,31
chiéet du da 2,5%
Nudce 19,25 16,47 18,02
Dich chiét du du
20,07 24,04 27,06
2,5%
24 —
To yén 2% 25,61 25,90 28,38
T6 yén 2% + Dich
i . 75,68 77,25 77,83
chiét du da 2,5%

Phu luc 10. Két qua ti 1& khép vét thuong trén mo hinh nguyén bao soi ngudi in
vitro cia to yén 2%, dich chiét gimg 2,5%, t6 yén thity phan bang dich chiét gimg
2,5%

Thoi gian ) i Ti 18 khép vét thwong (%) so voi thoi diém 0
L, Doi tugng kiém .
xuw ly gio
o\ tra 1 1 1
(gi0) Lan 1 Lan 2 Lan 3
Nudc 7,37 6,13 11,82
Dich chiét gimg
2,85 4,27 8,32
2,5%
12 —
T6 yén 2% 13,34 14,31 12,30
T6 yén 2% + Dich
D 53,57 48,87 55,41
chiét gung 2,5%




Nudc 18,22 15,63 16,82
Dich chiét gimg
25,09 23,57 27,13
2,5%
24 —
To6 yén 2% 27,46 29,25 27,45
T6 yén 2% + Dich
X 70,27 70,76 74,41
chiét gung 2,5%

Phu luc 11. Két qua ti 1¢ khép vét thuong trén mo hinh nguyén bao soi ngudi in
vitro clia to yén 2%, dich chiét mang tiy 2,5%, t6 yén thiy phan bang dich chiét
mang tay 2,5%.

Thoi gian . s Ti 1¢ khép vét thuwong (%) so v6i thoi diém 0
L, Doi twong kiem .
xu ly gio
o\ tra 1 1 1
(gio) Lan 1 Lan 2 Lan 3
Nuéc 6,92 3,13 3,71
Dich chiét mang tay
16,44 14,23 14,91
2,5%
12 T6 yén 2% 23,06 19,01 21,26
T6 yén 2% + Dich
chiét mang tay 40,06 38,26 40,88
2,5%
Nuéc 17,04 13,50 16,27
Dich chiét mang tay
28,17 29,66 38,74
2,5%
24 T6 yén 2% 34,33 31,38 34,34
T6 yén 2% + Dich
chiét mang tay 68,55 69,87 70,87
2,5%




VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Dgc ldp - Ty do - Hanh phic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

94 200 /QD-HVKHCN Ha Néi, ngc}yop_g thang 03 nam 2024

QUYET PINH
Vé viéc thanh 1ap Hji dong ddnh gis luin vin thac si

GIAMDPOC
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Cén cie Quyét dinh sé 303/0P-VHL ngay 01/03/2023 ciia Chil tich Vién Han
lém Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam vé viée ban hanh Quy ché t6 chite va hoat dong
cua Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé;

Ciin citk Théng tw s6 15/2014/TT-BGDPT ngay 15/5/2014 cia B truéng Bé
Gido dyc va Pao tao ban hanh Quy ché dao tao trinh dé thac si:

Can cit Quyét dinh s6 775/QD-HVKHCN ngay 21/11/2016 ciia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé ban hanh Quy ché dao tao trinh dg thac st:

Cain ctr Quyét dijnh s6 1982/0P-HVKHCN ngay 07/12/2020 cia Gidm déc Hoc vién
Khoa hoc va Cong nghé vé viéc cong nhan hoc vién cao hoc tring xuyé'n dot 2 nam 2020,

Cin cie Quyét dinh s6 1730/0D-HVKHCN ngay 20/10/2022 cia Gidm déc Hoc
vign Khoa hoc va Cong nghé vé viéc cong nhdn dé tai va cir nguoi hudng dan ludn vin
thac st;

Cdn cir Quyét dinh 56 1325/QP-HVKHCN ngay 24/11/2023 cia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc gia han thoi gian hoc tdp lan 3 cho hoc vién Lé
Thai Quang;

Xét dé nghi ciia Truong khoa Khoa Céng nghé sinh hoc, Trudng phong Pao tao.

QUYET PINH:

Pidu 1. Thanh l4p Hoi dong dénh gid luan vin thac si cho hoc vién Lé Thai
Quang v&i dé tai: “Khao sat hoat tinh sinh hoc ctia san phim t6 yén thiry phén béi mot
s dich chiét thuc vat”.

Nganh: Sinh hoc thuyc nghiém Mi sb: 842 01 14

Danh sach thanh vién Hoi dong danh gia ludn vian kém theo Quyét dinh nay.

Pidu 2. Hoi ddng co trach nhiém dénh gia luén van thac si theo diing quy ché
hién hanh ctia Bd Gido duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé. Quyét dinh
nay c6 hiéu lyc trong thoi han téi da 60 ngay lam viée ké tir ngay ky.

Hoi ddng tyr giai thé sau khi hoan thanh nhiém vu.

Pidu 3. Truong phong Té chirc - Hanh chinh va Truyén théng, Truéng phong
DPao tao, Trudng phong K& toén, Truéng Khoa Cong nghé sinh hoc, cac thanh vién c6
tén trong danh sdch Hoi df‘)ng va hoc vién cao hoc ¢6 tén tai Diéu 1 chiu trach nhiém
thi hanh Quyét dinh nay./. ”

Noi nhin: o0 i GIAM poCcy
- Nhu' Biéu 3; //'S)t‘ s . I'i&[‘\_ﬁ\
- Luu hd so hoc vién; L .

-Luu: VT, BT, MT.11. ;f](



cond

HOC VIEN

KHOA HOC vA I”,

Nganh: Sinh hoc thuc nghiém

DANH SACH HOI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC Si

theo Quyét dinh s6 350 /QP-HVKHCN ngay,29/03/2024
- ‘\ ctia Gidm déc Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé)

an cta hoc vién: Lé Thai Quang

i: Khao sat hoat tinh sinh hoc ciia san pham to yén thity phan b&i mot
sb dich chiét thyuc vét.

Mi sb: 842 01 14

Ngudi huéng din: 1. TS. Nguyén Thj Khoa
- Vién K§ thuat cong nghé cao NTT, Truong Pai hoc Nguyén Tét Thanh

2. TS. Nguyén Hoang Diing

- Vién Sinh hoc nhiét di, Vién Han lém KHCNVN

o = Trach
TT Hawa 1o, h?c ham, Chg? Co quan cdng tic nhi¢m trong
hoc Vi ng Hji dong
PGS. TS. Nguyén | . Vién Sinh hoc nhiét ddi, .
L |'Thi Phurong Thio | S0 0ee Vién Han lam KHCNVN il el
’ PGS.TS. Ding Cong nghé Trudmg Pai hoc Mé TP. HCM, Phan bién 1
" | Thanh Diing sinh hoc B§ Gido duc va Dao tao :
3 | TS. Nguyén Duong | Hoa sinh Truong Pai hoc Khoa hoc tu nhién, Phan bién 2
" | Tom Anh hoc Pai hoc Quéc gia TP.HCM '
4 | TS.Bui Dinh Sinh 1y hoc Vién Sinh hoc nhiét déi, Uy vién -
" | Thach thuc vat Vién Han 1am KHCNVN Thu ky
5 TS. Phan Tuodng | Hoba sinh Vién Sinh hoc nhiét ddi, Uy via
" | Loc hoc Vién Han 1am KHCNVN yvien

(Hoi dong gém 05 thanh vién)./. gy




VIEN HANLAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Pic l4p - Ty do - Hanh phiie
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

TP. HCM, ngay 11 thang 04 ndm 2024

BIEN BAN HQP HOI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC Si

Thuc hién Quyét dinh s6: 200/QD-HVKHCN ngay 29/03/2024 ciia Giam
doc Hoce vién Khoa hoc va Céng nghé vé viée thanh lap Hoi dong dénh gi4 luan
van thac st cua hoc vién Lé Thai Quang

Tén d2 tai: Khao sat hoat tinh sinh hoc ciia san phim té yén thuy phan boi
mdt sd dich chiét thuc vat.

Nganh/Chuyén nganh: Sinh hoc thuc nghiém

M s6: 8 42 01 14

Hom nay, ngay 11/04/2024 Hoi dong da hop tai Hoc vién Khoa hoc va
Coéng nghé vao lic 08h 30, H6i dong gdm 05 thanh vién:

1. PGS.TS. Nguyén Thi Phuong Théo Chu tich héi ddng

2. TS. Bui Dinh Thach Thu ky hoi dong

3. PGS.TS. bing Thanh Diing Phan bién 1

4. TS. Nguyén Duong TAm Anh Phan bién 2

5. TS. Phan Tuong Loc Uy vién hoi dong

Thanh vién véng mat: .......! ) (Phan bién hodc ty vién,

da c6 ban nhan xét dong v cho phép hoc vién duoc bao vé trude Hoi dong dénh
gia ludn vén thac si).

NOI DUNG LAM VIEC

1. Pai dién co sé dao tao doc quyét dinh thanh 1ap Hoi ddng danh gia ludn vin

2. Chu tich Hoi dbng, diéu khién phién hop

3. Thu ky HP, doc li lich khoa hoc va bang diém cua hoc vién

4. Hoc vién trinh bay luan vin trudc Hoi dong

5. Phan bién 1:

D /J@Wﬂw,wo@@/w“@’
/J@a /m M D M. ... 0( ..........................
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10. Hoi ddng hop kin va cho diém

- Hbi ddng bau ban kiém phiéu gém 3 thanh vién:
Truéng ban: ... 205: Tﬁ \Z}YZ[ZA )6'500

Uy vién: 19... %"’ f« glam.. Bl ..

Uy vién:. TS ......... n¥o. Nk P IR
- Két qua kiém phiéu nhu sau:

S6 phieu phat ra:.... oA4.......

Sb phleu thu vé:..... @4 ......

Tong s6 diém:. 3%,54

Piém frung bmh ..... E,//?

Diém thuéng cong trinh cong bo:....... A,



Téng diém danh gia luén van va thuong cong trinh cong bé:...aﬁ. o .
- Két luan cua Hoi déng:
+ Luéin vin ......... QQGW.’ ............... (dat/khong dat yéu cau)
+ Tinh khong trljng la ngi Igmg va tén dé tai v6i cac cong trinh cong b:
Z

,@mﬂ?mﬂéﬂo&ﬂﬁx

............................................................

...................................................................................................

5 e A A ~ A g A 3 a A i 4 - ~ . e
1. Chu tich Hoi dong, cong bo ket qua, yéu cau hoc vién chinh stra luan van vdi
cac ndi dung sau:

Bt CMMMZZ&D e, @p 0@/&9?(4&)
4o, gd Lo, ). .. cnch. Ao "a’f;@ ..............

...................................................................................................
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Bubi hop da két thiic vao ..442.gi .50 phit ngdy .44,/.04. /,Zec.b?q
TP.HCM, ngay 11 théng 04 nim 2024

THU KY HQI PONG CHU TICH HQI PONG

% _
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XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO
KT. GIAM bOC

Nguyén Thi Trung



CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Poc lap - Tu do — Hanh phc

Ho va tén ngudi nhan xét: Dang Thanh Ding ................ Hoe ham. hoc vi: PGS-TS.......
Chirc danh trong Hi déng: PRAN DIEN L oriisieiieiiiee ettt e e
Co quan cong tac: Truong DH Mo TPHCM ... R R R R
Hiy vl 1B hoe witins L8 THA QAN .. ..o amsmumms oo ssmss s e s sk

Tén dé tai: KHAO SAT HOAT TiNH SINH HOC CUA SAN PHAM TO YEN

THUY PHAN BOI MOT SO DICH CHIET THUC VAT ..o
Chuyén nganh: Sinh hoc thue nghiém. Masé: 84201 14

NOI DUNG NHAN XET

1. Tinh cAp thiét, tinh thoi sw, ¥ nghia Khoa hgc va thye tién cia dé tai lujn viin:
Nhu da biét 16 yén la thue pham dinh dudn da duoc su dung rét phé bién. Tuy nhién
phuong phap chung to yén truyén thong khong gitip to yén tan hoin toan, phin lén
protein té yén sau khi chung vin c6 khoi lwong phan tir rat lon va cau tric khong gian
phtrc tap. Diéu nay c6 thé gay ra tinh trang kho tiéu, kho hip thu & nhimg ngudi ¢6 hé
tiéu hoa kém nhu ngudi bénh, nguoi gia va tré em. Do do, cac gia tri dinh dudng va
duoc ly cua to yén khong duoc tan dung hét. Trong nghién ciru nay, tac gia sir dung dich
chiét tu nhién tir du du. gimg va mang tdy giap phan cat protein to yén ra thanh cic phan
tr ¢6 kich thude nho hon va giai phong cac peptide hoat tinh. Vi vay, san pham t6 yén
thuy phan ¢6 thé ¢6 cdc hoat tinh sinh hoc duoe tang cuong nhu kha nang khang oxy
hoa. chéng lao hod, lam trang da, thic day té bao tang sinh, thic day té bao xwong biét
hoa. ha huyét ap va chéng virus cam. Do dé. dé tai KHAO SAT HOAT TINH SINH
HOC CUA SAN PHAM TO YEN THUY PHAN BOI MOT SO DICH CHIET
THUC VAT ¢6 ¥y nghia khoa hoc va thuc tién cao.

2. Sy khong trung 1ap cua dé tai nghién ciru so véi cac cong trinh khoa hoc, luin
vin di cong b ¢ trong va ngoai nudc; tinh trung thue, ro rang va day du trong
trich déin tai liéu tham khio:



Dé tai khong co su tring lap so vdi cac cong trinh khoa hoc, ludn vin da cong b o trong
va ngoai nude; dé tai ¢o tinh trung thue, 6 rang va day du trong trich dan tai liéu tham
3. Su phu hop giira tén dé tai voi ngi dung nghién ctru ciing nhw v6i chuyén nganh
v mi s6 dao tao:

Dé tai phu hop vdi chuyén nganh va ma s6 dao tao. Tuy nhién, tén dé tai co thé cu thé
“KHAO SAT HOAT TiNH SINH HOC CUA SAN PHAM TO YEN THUY
PHAN BOI DICH CHIET TU DU DU, GUNG VA MANG TAY” (néu c6 th¢)
4. D¢ tin cdy va tinh hién dai cia phwong phap nghién ciu da su dung dé hoan
thanh lugn vin:

Dé tai chu yéu su dung cac phuong phap sinh hoa:

- Phuong phap Anson xéc dinh hoat tinh protease tong cua dich chiét thuc vat.

- Phuong phap chay dién di SDS PAPG dé khao sat kha ning thuy phan to yén cua dich
chiét thue vit o cac diéu kién khic nhau vé nong d6 dich chiét, nhiét do va thoi gian
thuy phan.

- Phuong phap ABTS danh gia kha nang khang oxy hoa cua san pham t6 yén sau khi
duoc thuy phan bﬁng dich chiét thuc vat.

- Phuong phép tre ché hoat tinh enzyme tyrosinase.

- Phuong phép nuéi ciy va quan sat té bao dé kiém tra hoat tinh lam lanh vét thuong in
vitro cua san pham to yén thuy phan bang cac dich chiét thue vat

- Phuong phap sic ky long khbi phé hai lan (LC-MS/MS) dé kiém tra ham luong acid
sialic tu do.

Céc phuong phap déu co tai liéu tham khao nén do tin cay cao va phi hop vai ndi dung
0L 3 o U NN oo b S sk P et e
5. Két qua nghién ciru cia ludn vin:

Tir nhimg muc tiéu dé ra, d¢é tai da thu duoc nhimg két qua:

- Pa xac dinh duoce don vi hoat tinh xtc tac (U/ml) cua cac dich chiét tir du du. gimg va
mang tay.

- San pham to yén thuy phan boi dich chiét du du va dich chiét gimg déu thé hién hoat
tinh khang oxy hoa cao hon o yén chua thuy phan o tit ca nong do dich chict. Trong
khi do, san pham 16 yén thuy phan bang dich chiét mang tay 6 kha nang khang oxy hoa

khong khéc biét so vdi to yén chua thuy phén ¢ tat ca cac nong do duoc kiém tra.



- Két qua nghién ciru cho thdy ca ba loai dich chiét du du, gimng va mang tay déu co tiém
ning tao san pham to yén thuy phan véi kha nang tre ché enzyme tyrosinase cao.

- Kha nang hé tro 1am lanh vét thuong trén mé hinh nguyén bao soi ngudi cua cac san
phim thuy phén t6 yén bang ba loai dich chiét du du, gimg va miang tay.

- Ca ba loai dich chiét du du, gimg va mang tay déu tang cuong ham luong acid sialic
tu do trong san pham t6 yén thuy phan.

Day la nhirng két qua dat duoc tir nhimg thue nghiém ¢6 tinh khoa hoc cao phu hop voi

muc tiéu dé ra.

6. Nhirng han ché, thiéu s6t cua luin van vé nji dung, hinh thirc va cau hoi:

- Canh 1 cac hinh 1.4, bang 1.1

- Font chir ¢ cac hinh, cac bang nén thong nhat, ¢6 lic thi nho, ¢ lic thi lon. ..

- Hoce vién mudn noi lén van dé gi o hinh 1.5, khi dua hinh nay vao can phai dién giai
trong phan text.

- Trang 17 can chuyén y dé thay duoc uu diém cua protease co nguon goc tir thue vat so
V@i protease co nguon goc tir vsv. (protease tir thue vat chu yéu la protease tu nhién).

- Tong quan can thém thong tin vé: du du, gimg, mang tay cing nhu thong tin coa
protease tir nhimg thuc vat nay (loi ich st dung ciing nhu nhimg khuyén cao khi s
dung)

- Chua thiy két luan ¢ phin t6ng quan, can két luan dé di dén muc dich cua dé tai.

- Muc 1.2.5.3-1.2.5.7: Mot la thém thong tin, hai la gom lai

-Chuong 2: chi can Vit liéu va ppnc

- Cac hoa chat dugce sur dung duge san xuat tai hang Sigma (Dure), Trung Quéce hodce

Viét Nam san xuat = phai liét ké cu thé
-2.1.2. Thiét bi va hoa chat & Hoa chat va thiét bi
- Trang 22. dinh nghia U, | mol tyrosine (181 mg) la sai, vi | mol phai la 181 g.

- Pua TLTK vao Phan trim trc ché enzym tyrosinase duoc tinh theo cong thirc sau cling

nhu nhirng phuong trinh khac:

- Trang 28, thao luan ¢ phén hoat tinh protease khong chat ché, khong nén dem qua su

su vao so sanh ma nén so sanh ¢ 3 loai minh lam.

- Hinh 3.1 nhimg gel khac nhau phai dé xa nhau | chit khong duge ghép dinh lai




- Két qua trinh bay khién ngudi doc cam thay kho chiu khi ma trinh bay theo thir tu nong
do dich chiét tir cao dén thap.

- Bang 3.2 3.3 va 3.4 trinh bay chua rd rang nén gop lai thanh 1. cling nhur céc bang 3.5,
3.6, 37

- Font chir ¢ cac hinh, cic bang nén thong nhat, ¢6 lic thi nho, co luc thi lon...

- Thém két qua tho cua cac thi nghiém vao phan phu luc

- KET QUA KIEM TRA KHA NANG LAM LANH VET THUONG IN VITRO Trén
mo hinh nguyén bao soi nguoi nén dé phan cudi cing cua cac két qua thi nghiém.

Cau hoi: tai sao dich chiét du du va mang tiy co hoat tinh protease gap 2 lan so voi
gimg, nhung khi khang oxy hoa thi chi co du du gimg la tot, ban giai thich la “Nguy¢n
nhan cua hién tuong nay co thé do vi tri cat dac hiéu cua cac protease trong dich chiét
glmg chu yéu tic dong dén cac amino acid ¢6 kha nang khang oxy hoda cao™. Nhu vay

hoc vién co dung cdc dich chiét dé khao sat hoat tinh khang oxy hoa chua?

7. Néu tac gia chua viét bai bao khoa hoc thi ndi dung cua lufn viin ¢6 thé dugc
viét thanh cac bai bao dé gui diing trén trén tap chi khoa hoc, sach chuyén nganh
hoiic tuyén tap cong trinh h$i nghi khoa hoc cip qubc gia, qubc té hay khong?

Co thé

8. Két luin chung (khing dinh mirc d§ dap dng cac yéu ciu ddi voi mot ludn vin
Thac si: ludin vin c6 thé dua ra bao vé dé nhin hoc vi Thac si dugc hay khong?):

Luén vin dat yéu cau cua mét luan vén thac sy sau khi da hoan thanh chinh swra cac gop

(P
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Nguwdi nhan xét
(Ky, ghi r6 ho tén)

L&

Dang Thanh Ding



CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Daéc lip — Tu do — Hanh phuae
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BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN VAN THAC SI

Ho va tén ngudi nhdn xé't:...‘.\.{%ﬂu .%L..Qkﬂ&ﬂ/%qﬁfﬂ' .‘f\YLE’L ........ Hoc ham, hoc vi: 1T

Chrc danh trong Héi d‘émgg ............. %a’f} W o, —— R—
Co quan cdng téc: ....:.\I.L'l.l'fn(ﬁ..-.ﬂYL.H..L.i.k'&?m;.iw.(....'&?i..).L[.L.HU.P...,.;.iﬁ’f@(l?.'.‘.:'H.(..li..-f...........
Ho va t8n hoc VIEn: .....c..eevvne. L£. THAL . SUAN G
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Fen détai: . Xhav. sdb dacat. finh. sib, Jaee...cua. s .pﬁ.am Az ysh...
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Chuyén nganh; Sinh hoc thue nghigm. Mi sb: 842 01 14

NOI DUNG NHAN XET

1. Tinh ¢dp thiét, tinh thoi sy, y nghia khoa hoc va thue tién cua dé tai ludn van:

\
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2. Su khéng tring Iip ctia dé tai nghién ctru so v6i cic cong trinh khoa hoc, lufn vin
dii cong bd & trong va ngodi nudc; tinh trung thue, 1d rang va diy du trong trich dan tai
liéu tham khao: /) g
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3, Su phit hop gitta tén dé tai véi ndi dung nghién clru cling nhu véi chuyén nganh va

ma s0 dao tao:

................................................................................................................................................
................................................................................................................................................

................................................................................................................................................



4. P tin cdy va tinh hién dai cta phwong phap nghién ciru di sir dung dé hoan thanh
ludn van: ’
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7. Néu tac gia chua viét bai bao khoa hoc thi noi dung cua ludn van co thé duoc viét
thanh cdc bai bdo dé gui dang trén trén tap chi khoa hoc, sdch chuyén nganh hodc
tuyén tap cong trinh hoi nghi khoa hoc cap quoce gia, quoc t¢ hay khong?
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8. Két ludn chung (khing dinh mtre do dap tng cdc yéu ciu dbi véi mét luan vin Thac
si; ludn vin ¢6 thé dua ra bao vé dé nhin hoc vi Thac si dugc hay khong?):
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Negwoi nhin xét
(Ky, ghi 10 ho tén)
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Lieu y: i
- Nhdan xét diroe laom thanh 02 ban, co chit ky ctia ngieoi nhdn xét va giri vé phong Dao tao

02 ngay trude budi bio vé.
- Dia chi lién h¢: CV. Nguyén Thi Minh Tdm phong Dao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong
nghé, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. 18 Hoang Quéc Viét, Cau Giay,

Ha Ngi. DT02438689977- 0946082099



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Poc 1ap - Ty do - Hanh phiic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

BAN GIAI TRINH CHINH SUA LUAN VAN
THEO KET LUAN CUA HQI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC Si

Ho tén hoc vién:  Lé Thai Quang Lép: BIO20B-2

Tén dé tai luan van: Khao sat hoat tinh sinh hoc ctia san pham t6 yén thity phan
boi mét s6 dich chiét thuc vit.

Nganh: Sinh hoc thuc nghiém
Ma sb: 8420114
Ngudi huéng dan khoa hoc: TS. Nguyén Thi Khoa

TS. Nguyén Hoang Diing

Ngay bao vé luan vin: 11/04/2024

Cén cr bién ban hop hoi dong danh gia luan van thac si, hoc vién da chinh

sua luan van nhu sau:

STT | N¢i dung dé nghi bo sung, N¢i dung d3 bb sung,

chinh sira chinh sira

I | B sung Danh muyc chit viét | Danh muc céc ky hiéu va chi

tat viét tt da duoc bd sung ¢ trang
Vi
2 |Bb sung Phu luc Phan Phu luc d3 duoc bd sung

thém vao cuoi luin van

3 | Can lam rd hoat tinh sinh Théng tin mé ta dic diém cac
hoc ctia dich ép trude khi xit | loai trai cdy dung dé thu dich ép
ly thuy phan da duoc bo sung vao muc 2.1.1.
Nguyén vit liéu ¢ trang 19




4 | Céac phuong phap thuc hién | Cac phuong phap thyc hién thi
can bd sung cu thé diéu kién | nghiém da duge chinh stra dién
thi nghiém giai cu thé hon trong ndi dung
cua muc 2.2. Phwong phap
nghién ciru ¢ trang 21

5 | Viét gon phan két luan Phan 4.1. Két luan da dugc
chinh stra gon hon ¢ trang 54

Ha Noi, ngay 22 thdang 05 nam 2024

CHU TICH HOI PONG TAP THE HUONG DAN HQC VIEN

/j/ ; Unn- _ /’/ L/

_ PGS.TS. _TS. _TS.
Nguyén Thi Phuong Thao Nguyén Thi Khoa Nguyen Hoang Diing Lé Thai Quang

Lo SPPAR THPDOC

>HO GIAM POC

Nguyén Thi Trung



