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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan dé tai “ Nghién curu tao cao chiét va bét hoa tan tiv cdy 16 kén Id tron
( Helicteres Isora L.) bang kj thudt sdy phun” 1d cong trinh nghién citu dya trén nhiing
tai ligu, $6 liéu do chinh t6i tim hiéu va nghién civu dwdi sy hiedng dén cia Tién ST Bili
Dinh Thach. Chinh vi vdy, cdc két qua nghién citu dém bdo trung thue va khdch quan
nhat. Dong thoi, két qua nay chiea ting xudt hién trong bat cik mot nghién cvru nao. Cdc
56 liéu, két qud néu trong.ludn van 1d trung thie néu sai toi hoan chiu trach nhiém trude
phat lugt.

Tac gia ludan vian ky va ghi ro ho tén
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LOI CAM ON

Trong subt qua trinh hoc va thyc hién dé tai cao hoc, toi ludn nhan duge su ung
ho, gitip d va chi din tan tuy cua quy thy cb, gia dinh va ban bé.

Toi xin chéan thanh cam on Hoc Vién Khoa Hoc va Cong Ngh¢ - Vién Han Lam
Khoa Hoc Cong Nghé Viét Nam da tao diéu kién St cho tdi trong sudt qua trinh hoc.

Téi xin chan thanh cam on Vién Khoa Hoc Sy Séng — Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam da tao méi truong thudn lgi dé t6i thuc hién dé tai tdt nghiép
nay.

T6i xin giri 101 cdm on siu sic dén can bd huéng din ciia minh TS. Bui Pinh
Thach nguoi thiy dd quan tAm, tan tinh huéng din, chi bao va truyén dat nhitng kinh
nghiém quy béu cho t5i trong sudt thoi gian nghién ciru. Tbi ciing xin gii 16i cAm on
dén cac anh chi can bd phong Cac chit c¢6 Hoat tinh Sinh hoc — Vién Khoa Hoc Su
Séng, cam on ThS. Tran T hi Linh Giang, ThS. L& Nguyén T Linh, KS. Vii Quang
Dao, ThS. Truong Tram Anh ciing véi cac ban hoc vién da ddng hanh, gitp dd, tao didu
kién va chia s& cac kinh nghiém trong nghién ctru dé ti c6 thé hoan thanh khoéa luan
nay.

Cudi cing, t6i xin cam on gia dinh, ban bé d3 luén bén canh, dong vién va tao
didu kién t6t nhit dé toi c6 thé hoan thanh tbt d& tai tot nghiép nay.

Xin chén thanh cam on!
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MO DAU

1. Ly do chon d@ tai

Viét Nam co6 vi tri dia Iy ty nhién véi khi hau nhiét do1 gi6 mua, lugng mua doi
dao va d6 Am cao nén hé sinh thai thyc vat cua nudc ta rat da dang, la diéu kién Iy
tudng cho nhiéu loai cay c0 gia tri cao sinh truéng dac biét 1a cac loai cay dugc lidu.
Trong sd d0, cay to kén 14 tron (Helicteres isora L.) 1a mot duoc liéu c¢6 tiém ning 16n
da dugc st dung trong y hoc ) truyén tlr rat 1au dé hd trg diéu tri cac bénh veé tiéu
hoa, chong viém, khang khuan va tang cuong sirc khoe [1].

Nhirng nghién ciru gan day da phat hién ra trong ciy Helicteres Isora L chira
nhiéu hoat chét sinh hoc quy c6 thé st dung dé lam duoc phém va thuc phém bao vé
suc khoe [2].

Tuy nhién, viéc khai thac va st dung duoc li¢u tir cay Helicteres isora L. &
nudc ta hién nay chu yéu dua trén nguén nguyén li¢u thu hai tuy nhién, chua c6 sy
kiém so4t chit ché vé quy trinh trong trot, thu hai, ché bién va bao quan. Piéu nay anh
hudng dén hiéu qua st dung va lam giam gia tri kinh té cta san pham. Bén canh do,
duogc liéu thd hodc cao chiét truyén thdng thudng co thoi gian bao quan ngin, dé bi
phan hiy hodc suy giam hoat chat lam han ché sir dung va tng dung vao cong nghiép
duge pham. Do d6, viéc nghién ctru phuong phép bao ché, tng dung may moc hién
dai dé tao ra san phém duoc liéu co chat luong on dinh, dé bao quan va st dung 1a mét
yéu cau cép thiét.

Trong bdi canh nganh duoc liéu Viét Nam dang ting budc hién dai hoa va hoi
nhap qudc té, viéc chuan héa ngudn nguyén liéu trong nudc 1a yéu td quan trong dé
nang cao gia tri dugc liéu va dam bao tinh 6n dinh trong san xuat. Viéc chu dong
nguén duoc liéu sach, dat chat luong cao khong chi gitp giam sy phu thudc vao
ngudn nguyén liéu nhip khau ma con mé ra co hoi dé cac san pham duoc lidu Viét
Nam xuét khau ra thi truong quéc té [3].

Mot trong nhitng thach thirc 16n trong bao quan va str dung duogc li€u 1a su suy
giam hoat chét sinh hoc do anh huong cua diéu kién méi truong nhu nhiét do, do am
va anh sang. Khi dugc li¢u ¢ dang thé hoac cao chiét truyén théng, viéc kiém soat
ham luong hoat chét tré nén khé khin, anh huong dén hiéu qua diéu tri cling nhu kha
ning mg dung trong céng nghiép dugc pham. Do d6, can c6 mot phuong phap hién
dai dé duy tri d6 6n dinh cuia hoat chét sinh hoc, ting kha ning hoa tan va kéo dai thoi
gian bao quan, tir 6 nang cao gia tri st dung cta duoc licu.

Trong cac phuong phap bao ché dugc liéu hién dai, ky thuat sdy phun (spray
drying) 1a mot cong nghé tién tién, giap chuyén dich chiét duoc lidu tir dang 16ng sang

dang bot kho c6 kich thude hat nho, dd hoa tan cao va kha nang 6n dinh tét. So véi
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cac phuong phap siy truyén thong nhu siy ddi luu hodc ¢6 dic chan khong, siy phun
¢6 nhirg uu diém vuot troi nhu: Bao ton toi da hoat chat sinh hoc: Nho thoi gian sdy
ngan va nhiét d6 t6i vu, phuong phap nay gitp han ché su phan huy cia cac hop chat
nhay cam v&i nhiét nhu flavonoid, tannin va alkaloid — nhitng hoat chat quan trong c6
trong Helicteres isora L.. Cai thién do hoa tan va sinh kha dung: Bot hoa tan thu duogc
c6 kich thuéc hat nho, tang dién tich tiép xtic voi nude, gitip hoat chat dé dang hap thu
vao co thé khi str dung. Ting cudng d6 on dinh trong bao quan: Duoc liéu ¢ dang bot
hoa tan c¢6 d6 4m thap, han ché t6i da nguy co nhiém vi sinh vét va phan tmg oxy hoa,
kéo dai thoi gian sir dung ma khong 1am suy giam chét lugng. Thuén tién trong véan
chuyén va umg dung: Dang bot hoa tan giup giam trong luong va thé tich san pham,
thuan tién cho viéc dong goi, van chuyén, dong thoi dé dang tich hop vao cac cong
thirc bao ché duoc phém, thuc phém bao vé suc khde. Vi nhitng uu diém trén, viéc
tmg dung k¥ thuat sdy phun dé tao cao chiét va bot hoa tan tir Helicteres isora L-
khong chi giup nang cao chat lugng duoc lidu ma con tao ra san pham co gia tri
thuong mai cao, dép tng tiéu chuan cong nghiép dugc pham hién dai.

Ngoai viéc dap ung nhu cau trong nudc, nganh dugc liéu Viét Nam dang
huong dén muc tiéu phat trién theo dinh hudng xuat khau, dic biét 1a sang cac thi
truong co6 tiéu chuan khat khe nhu chau Au, Bic My, Nhat Ban va Han Quéc. Xu
huéng tiéu dung duoc liéu tu nhién ngay cang gia ting, nhung dé san pham duoc licu
Viét Nam c6 thé tham nhdp vao nhiing thi truong nay, can dam bao chat lugng dong
nhat, c6 kiém soat chit chd va dap Gng tiéu chuan quéc té nhu GMP (Good
Manufacturing Practice) hay GACP (Good Agricultural and Collection Practice) [4]

Nghién ctru phat trién cao chiét va bot hoa tan tir Helicteres isora L. bang ki
thuat say phun khong chi giup khai thac hop 1y ngudn duoc lidu quy ma con tao tién
dé dé san xuét ra cac san pham co6 gia tri gia ting cao. Khi quy trinh san xudt duoc
chuan hoéa, san pham dau ra s& c6 tinh dong nhat, dé dang kiém soat chat lugng, tir 6
nang cao kha nang canh tranh trén thi trudng quéc té. Pay 1a mot bude di quan trong
giup phat trién nganh duoc liéu Viét Nam theo hudng hién dai, bén virng va hoi nhap
toan cau.

Xuat phat tir thue té vé tiém ning duoc liéu phong phu ciia Viét Nam, nhu cau
cap thiét trong viéc chuan héa ngudn duoc lidu va xu hudng phat trién ctia nganh duoc
phém hién dai, tac gia lya chon dé tai “Nghién ctru tao cao chiét va bot hoa tan tir
ciy to kén 1a tron (Helicteres isora L.) bang k¥ thuit siy phun” 1am lun vin thac
si.

2. Muc dich nghién ciru

Muc tiéu tdng quat: Thiét 1ap quy trinh tao cao chiét va bot hoa tan tir than, 14



cay t6 kén 14 tron (Helicteres isora L.) thu thap tai Dak Nong.

Muc tiéu cu thé:

Xay dung quy trinh chiét xuit bang phuong phap ngdm lanh véi dung moi
ethanol dé thu cao chiét c6 ham luong hoat chét sinh hoc cao va 6n dinh.

Xay dung quy trinh sy phun dé chuyén doi cao chiét thanh bot hoa tan, giup
bao quan tot hon va tang kha ning tmg dung.

Panh gia chat luong bot hoa tan nham dam bao tinh 6n dinh va kha ning ung
dung.

3. Noi dung nghién ctru

Nghién ctru tip trung vao cay Helicteres isora L., mot loai dugce liéu giau hoat
chat sinh hoc, ¢ tac dung hd tro diéu tri tiéu duong, bao vé gan, chong oxy hoa, giam
dau va khang khuan. Cay phan bd rong ¢ chau A, dic biét co tai Viét Nam. Cac bd
phan nhu 1é, qua, vo than dugc tng dung trong dugc pham va thyc pham chirc ning.
Quy trinh san xuat cao dugc liéu va bot hoa tan duoge thuc hién qua cac budc chiét
xuat, loai tap, co dic va sdy phun. Cao duoc liéu c6 nhiéu dang (Iong, dic, kho), giup
t6i wu hoa hiéu qua sir dung. Bot hoa tan dugc tao bang cong nghé say phun, ting kha
nang bao quan va ung dung trong cac san pham tién loi.

Chuong 2 trinh bay vé ddi twong va phuong phap nghién ctu cdy Helicteres
isora L., tap trung vao phan than va 14 thu thap tai Pak Nong. Cac budc nghién ciru
bao gom khao sat thanh phan hoa hoc, thiét 1ap quy trinh chiét xuat cao bang phuong
phap ngam lanh, va tao bot hoa tan bang k¥ thuat say phun. Phuong phap nghién ctru
bao gom tiéu chuan kiém nghiém duoc lidu (hinh thai, giai phau, thir tinh khiét, dinh
tinh, dinh luong), khao sat cac yéu té anh hudng dén hiéu sut chiét xuat va sy phun
(phuong phap chiét, nong do dung méi, ty 1¢ nguyén liéu/dung méi, nhiét do sy, luu
lwong dich chiét). Ngoai ra, nghién ctru ciing xay dung tiéu chuin co sé cho cao chiét
va bot hoa tan, dam bao cac chi tiéu vé d6 am, tro, kim loai ning, gigi han nhiém
khuan, du luong héa chat bao vé thuc vat va hiéu suit thu hoi hoat chat.

Nghién ctu xac dinh dac diém hinh thai, vi phau va bot duogc lidu cua
Helicteres isora L., giup kiém nghiém chét lugng nguyén liéu. Cac chi tiéu thir tinh
khiét theo Duoc dién Viét Nam V déu dat yéu ciu. p-coumaric acid duoc xac dinh
bang phuong phap sic ky 16p méng (TLC) va HPLC véi ham luong 38,11 pg/g cao.

Phuong phap ngadm kiét voi ethanol 70% va ti 18 nguyén liéu/dung méi 1:20
(g/ml) duoc xac dinh 1a t6i wu, gitip thu hdi cao chiét tot nhat. Qua trinh tao bot hoa
tan duoc toi wu hoa v6i ndng do dich chiét 10-15°Bx, ty 1é maltodextrin 10-15%, nhiét
d6 sdy 170°C va luu luong dich chiét 12,5-16,5 ml/phit.

Bot hoa tan dat ti€éu chuan vé d§ am, tro toan phan, gidi han nhiém khuan, du
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luong hoa chét bao vé thuc vat va ham lugng phenolic tong s6 (262,15 mg/g). Két qua
nghién ctru thiét 1ap co so khoa hoc cho san xuat san pham tir Helicteres isora L.

4. Co sé khoa hoc va tinh thue tién cia dé tai

Nghién ctru dua trén co s khoa hoc vé thanh phén hoa hoc va hoat tinh sinh
hoc cua Helicteres isora L., dac bi¢t 1a p-coumaric acid co6 tac dung chéng oxy hoa,
bao v¢ gan. Viéc xac dinh cac chi tiéu kiém nghiém dugc liu, tdi uu hoa quy trinh
chiét xuat va tao bot hoa tan gitip ndng cao hiéu suat thu hdi hoat chat va dam bao chit
luong san pham.

Tinh thyc tién thé hién & kha ning ung dung két qua nghién ctru vao san xuét
ché ph'fim tu Helicteres isora L., dap trng nhu cau sir dung dugc li€u an toan, hi¢u qua.
Quy trinh duoc dé xuét c6 thé trién khai trong cong nghiép, gop phan phat trién ngudn
dugc liéu trong nude va giam phu thudc vao nguyén liéu nhap khau.

5. Nhirng dong gép cia luin van

Luan van da xay dung ti€u chuan kiém nghiém duoc li€u Helicteres isora L..,
bao gém xac dinh dic diém hinh thai, vi phau, thir tinh khiét va dinh tinh thanh phan
hoa hoc. Cac két qua nay 1a co sé khoa hoc quan trong gitp kiém soat chat luong
nguyén liéu, dam bao tinh d6ng nhét va an toan khi ing dung trong thyc té.

Nghién ciru da toi wu héa quy trinh chiét xuat hoat chat tir Helicteres isora L..,
trong d6 phuwong phap ngam kiét duoc lya chon nho hiéu sut thu nhan cao hon. Pong
thoi, cac yéu to nhu nong d6 dung méi, ty 1& nguyén liéu/dung mdi cling duoc khao
sat nham thu dugc lugng hoat chat toi wu, dic biét 1a p-coumaric acid, mot hop chat
c6 tiém nang sinh hoc cao.

Bén canh d6, luan vin da xay dung quy trinh tao bot hoa tan bang phuong phap
sdy phun, dam bao chat lugng san pham vai do tan tt, ham lugng hoat chét cao va 6n
dinh. Cac yéu t6 anh huong dén qué trinh sy nhu nong do dich chiét, chit mang,
nhiét 46 say va luu luong dich di duoc phan tich k¥ ludng, gitp cai thién tinh kha thi
khi img dung vao san xuét.

Ngoai ¥ nghia khoa hoc, nghién ctru nay con cé gia tri tng dung thuc tién, gop
phan phat trién san pham tir dugc lidu Helicteres isora L. Két qua nghién ctru c6 thé
dugc st dung dé san xuit ché phém tién loi, dap ung nhu cAu sir dung an toan va chat
luong trén thi trudng, dong thoi khai thac hiéu qua ngudn duge liéu trong nude.

Cubi cung, luan vin di cung cip nhitng dit liéu khoa hoc quan trong vé thanh
phﬁn hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua Helicteres isora L., tao nén tang cho cac
nghién ctru chuyén sau hon. Nhitng két qua nay gitip mé rong tiém ning ting dung cta

duoc liéu trong Iinh vuc y hoc va cong nghiép duoc phém.



NQI DUNG
Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Téng quan vé dwoc liéu Helicteres isora L

1.1.1. Phan loai thwe vat

Gio1 : Plantea

Bo : Malvales

Ho : Malvaceae
Phan ho : Helicteroideae
Chi : Helicteres

Loai : Helicteres isora

.y ~ |
Hinh 1.1. Phan trén mat dat cta cy Helicteres isora L.: A) Toan cdy, B) Canh
hoa, C) Than; D) Qua non, E) Hoa, F) L4, G) Qua gia Kumar va Singh, 2014 [1].
1.1.2. Pic diém thye vat
Cay Helicteres isora L., con dugc biét dén voi cac tén goi nhu An xoa, T6 kén
tron, D6 triu, T6 kén vin, 1a mot loai cdy lau nam, cay bui hodc cay gb nho, c6 chiéu
cao trung binh tir 1,5 - 3,0 m. Pic diém hinh théi cia loai cdy nay kha dic biét, thé

hién rd nét qua cau tric canh, 14, hoa va qua [5]
Canh non c6 bé mat go ghe, dugc bao phu bdi 16p long hinh sao rai rac, tao
cam gidc tho rap khi cham vao. L4 c6 hinh tim hoac hinh trirng, mép 1a c6 rang cua,
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dau thon nhon ngan va thuong c6 phan gdc 14 phinh to vé phia cudng. Lép bicu bi trén
cua la kha rap, trong khi mat dudi c6 16ng mém min hon, gitp han ché su thoat hoi
nudc va thich nghi voi diéu kién moi truong kho han.

Hoa c6 thé moc don 1¢ hodc tao thanh timg chum thwa, mang mau cam anh do
ndi bat, thu hat cén trung thu phan. Khi hoa gia, mau sic dan chuyén sang xanh nhat,
tao nén mot qua trinh bién d6i mau sic 4n tuong trong sudt vong doi cua cy.

Qua 1a mot trong nhitng dac diém dé nhan dién nhit cua Helicteres isora L..
Qua c6 hinh tru dai khoang 5,0 cm, bé mit c6 mau nau xanh, dau qua nhon va dic biét
¢6 5 14 nodn xo0dn bc, tao thanh mot dang xodn dic trung, giup qua dé phét tan trong tr
nhién. Hat bén trong c6 cic khia nho, hd trg qua trinh nay mam khi gip diéu kién moi
truong thich hop.

Ca qua, hat, vo va ré ctia ciy déu co thé sir dung lam dugc li€u, nho chtra nhiéu
hop chét ¢ hoat tinh sinh hoc quan trong. Cay c6 chu ky sinh truong rd rang, trong d6
thoi gian ra hoa kéo dai tir thang 4 dén thang 12, trong khi thoi gian dau qua dién ra tir
thang 10 dén thang 6 nim sau [1]. O Viét Nam thoi gian ra hoa tir thang 4 dén thang
10, c6 qua tir thang 6 dén thang 11 [5]. Viéc ndm bat chinh xac chu ky sinh truéng nay
khong chi giap t61 wu hoa qua trinh thu hai dugc li€u ma con tao diéu kién thuén loi
cho viéc trong trot va nhan giéng lodi cdy c6 gid tri ndy trong san xuat dugc pham va
thue pham chire ning.

1.1.3. Phén bé:

Phén b trén thé gidi
Cdy Helicteres isora L. 1a mot loai thyc vat dién hinh cua vung nhi¢t déi chau A, véi
pham vi phan bd trai rdng trén nhi€éu quoc gia c6 khi hdu nong am. Loai cay nay dugc
tim thdy pho bién tai An Do, Myanmar, Lao, Trung Qubc, Campuchia, Thai Lan,
Nepal va Bangladesh. Trong h¢ sinh thai rirng nhiét déi, cay thuong moc hoang dai &
cac khu rung tht sinh, ven rirng hoac nhirng vung dat kho can cé dd cao trung binh tir
500 - 1.500 m so v&i muc nudce bién [6].

Tai An D9, Helicteres isora L. xuit hién nhiéu & cac khu rung nhi¢t déi ban kho
han va rung 14 rung, dac biét la tai cac bang nhu Maharashtra, Madhya Pradesh,
Rajasthan, Tamil Nadu va Karnataka [2]. Pay ciing 1a mdt trong nhitng qudc gia c6
lich str 1au doi trong viéce sir dung loai cdy nay trong y hoc cb truyén Ayurveda [1].

O Trung Qudc, cdy duoc ghi nhan chi yéu tai cac tinh phia Nam nhu Quang
Tay, Quang Pong, Van Nam va Hai Nam, noi ¢6 khi hau can nhiét déi giéo mua, tao
diéu kién thuan loi cho sy phat trién cta loai [7][8].

Tai khu viuc Dong Nam A, Helicteres isora L. phan bd kha phd bién & Lao,
Campuchia, Thai Lan va Myanmar, thudng xuét hién & cac khu rimg thua, rimg hdn

giao va ving d6i nui c6 tham thyuc vat nhiét d6i. Loai cdy ndy thich nghi t6t véi cac



diéu kién dat nghéo dinh dudng, c6 kha ning chiu han va moc tai sinh manh mé sau
nhitng dot chdy rimg hoic canh tac nuong ray.

O Viét Nam, Helicteres isora L. cling dugc tim théy tai nhiéu khu vuc thude
vung ddi ndi thap va trung du, noi c¢6 tham thuc vat ring thi sinh va ring nhiét déi
am. Loai cdy nay thudng moc rai rac ven rimg, trén dat d4 voi hodc dat feralit, dic biét
la & cac vung c6 mua kho kéo dai.

Moét sb khu vuc dién hinh c6 su xuét hién ctua Helicteres isora L. bao gém:

« Mién Béc: Lai Chau, Dién Bién, Phi Tho, Ha T4y (nay thudc Ha Noi), Hoa

Binh.

« Bic Trung Bo: Nghé An, Ha Tinh, Quang Tri, Thira Thién — Hué.

« Tay Nguyén: Kon Tum, Gia Lai, Pak Lik.

e Dong Nam Bo: Binh Phudc va mot s6 khu vuc 1an can c6 hé sinh thai rung
tuong dong.

Nhiing khu vuc nay cé dic diém dia hinh ddi nui thap, dat dai trung binh dén
nghéo dinh dudng, vdi mua kho kéo dai tir 3 — 5 thang mdi nim, tao diéu kién thuan
loi cho Helicteres isora L. phat trién. Trong tu nhién, loai nay cé thé moc thanh bui
hozc phan bb rai rac trong cac khu rimg thit sinh [5].

Ngoai ra, do c6 gia tri dugc li€u cao, Helicteres isora L. da dugc mot s6 dia
phuong dua vao danh muc cdy thudc can bao ton va khai thac bén vimng, phuc vu cho
nghién ctru va san xuat dugc liéu trong nudc.

1.1.4. Chu Ky sinh truwéng va phat trién caa Helicteres isora L.

Giai doan niy mam — Su khéi dau cia vong doi

Hat giéng cta Helicteres isora L. co 16p vo ngoai day va ctng, gitp bao vé
phoi nhung dong thoi ciing lam giam kha ning hut nude, khién qua trinh ndy mam
dién ra cham. Trong diéu kién tu nhién, hat c6 thé mat hang tuan dén hang thang dé
nay mam. Tuy nhién, néu ap dung cac phuong phap xu 1y hat trude khi gieo, ty 1& va
tbc do nay mam c6 thé dugce cai thién dang ké.

Thong thudng, hat s& bat dau nay mam sau khoang 7-14 ngay khi duoc gieo
trong moi trudng c6 dd 4m thich hop. Mot s6 k§ thuat xir Iy hat co thé gitp thuc day
qué trinh nay, chang han nhu ngam hat trong nuéc 4m khoang 50°C tir 12-24 gid, gitip
1am mém 16p v6 ngoai, hodc mai nhe vo hat bang gidy nham dé ting kha ning hut
nudc. Ngoai ra, viée su dung chét kich thich sinh trudng nhu GA3 (Gibberellic Acid)
cling c6 thé hd tro kich thich qua trinh ndy mam hiéu qua hon [9]

Sau khi ndy mam, cdy con can duoc chim séc trong diéu kién d6 4m 6n dinh
va anh sang nhe dé phat trién bo ré va 14 mam. Néu thiéu 4nh sadng, cay co thé bi kéo

dai than, yéu 6t, d& d6 giy, anh hudong dén su sinh trudng sau ndy.



Giai doan sinh truéng

Sau khi nay mam thanh coéng, ciy budc vao giai doan sinh trudng manh, dic
biét 1a trong mua mua khi do am va nhiét d6 moi truong thuén lgi. Trong vong 3-6
thang dau, cay co thé dat do cao tir 50-100 cm, v&i bd ré phat trién sau xuéng dat dé
hap thy nuéc va dinh dudng. Than cdy trd nén ctng cap hon, trong khi 14 mé rong
dién tich dé t&i wu hoa qua trinh quang hop [10].

Giai doan nay déng vai tro quan trong trong viéc hinh thanh nén ting cho su
phat trién vé sau. Dé ciy dat kich thudc va sirc sng tdi wu, can cung cap ché do dinh
dudng hop 1y. Viéc bon phan hitu co hodc phan vi sinh gitp cai thién chat lugng dat,
trong khi phan dam (N) giup cdy phét trién tdn 14 manh m&. Ngoai ra, 1an (P) va kali
(K) ciing can duoc bod sung dé ting cuong su phat trién cia ré va gilip ciy cing cap
hon.

Nudce tudi dong vai trdo quan trong trong giai doan nay. Mac du cay co kha
nang chiu han kha tt, nhung néu dat qua kho trong thoi gian dai, cay co thé cham
phat trién. Vi vay, can duy tri d6 am vira phai, dic biét 1a trong nhiing thang dau sau
khi ndy mam. Ngoai ra, viéc kiém so4t sau bénh ciing 14 yéu t6 can quan tam, vi day 1a
giai doan cay dé bi ton thuong do siu an 14 va nAm bénh trén ré.

Giai doan ra hoa va két qua

Sau khoang 6-8 thang, Helicteres isora L. bat dau ra hoa, danh dau sy chuyén
d6i tir giai doan sinh truong sang giai doan sinh san. Hoa thudng no 1o vao mua he, tir
thang 5-7, c6 mau do hodc cam ruc rd, thu hut nhiéu loai con trung nhu ong va budm,
gitip tang hiéu suat thy phan ty nhién.

Su ra hoa phu thudc nhiéu vao diéu kién thoi tiét va ché d6 dinh dudng. Pé
kich thich cay ra hoa sdm va dong loat, can giam lugng phan dam va ting cudng phan
lan (P) va kali (K). Ngoai ra, lwong nudc tudi ciing can duge diéu chinh — néu tudi
qua nhiéu trong giai doan nay, cay co thé bi rung hoa trudc khi kip dau qua.

Sau khi thy phan thanh cong, qua bat dau hinh thanh va phat trién. Trong vong
2-3 thang, nhitng qua non s& dan 16n 1én, c6 dang thudn dai, sau d6 dan xoan lai thanh
hinh dang dic trung gidng nhu 16 xo.

Giai doan chin va thu hoach

Khi budc vao giai doan chin, qua cua Helicteres isora L. tiép tuc tich liy
dudng chat va chuyén tir mau xanh sang niu d6. Qua trinh nay thuong kéo dai tur
thang 9-12, tiy thudc vao diéu kién khi hau va dat trong.

Thoi diém thu hoach téi vu 1a khi qua di dat 46 xodn hoan toan, vo hoi kho
nhung van con dd déo. Néu thu hoach qué sém, qua chua dat du néng do hoat chat

duoc lidu; néu dé qua lau, qua co thé bi ntt hodc rung, lam giam gia tri thuong phém.
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Viéc thu hoach thuong duoc thyc hién bang phuong phap thu cong, dung tay
hai hodc kéo cat dé tranh lam ton thuong cay me. Sau khi thu hoach, qua can dugc
phoi hoidc sdy kho ngay lap tirc dé bao quan duoc tinh, sau dé luu trit trong moi

truong kho rao, thoang mat dé tranh am méc [11].

1.1.5. B phan dung:

Hinh 1.2 B¢ phan thuong dung: (a)La khd, (b) Qua tuoi, (c) Qua va hat Helicteres
isora L (Renu, 2015)[12]

1. R&: R& cua Helicteres isora L. chita nhiéu hop chit ¢ hoat tinh sinh hoc
manh nhu cucurbitacin B, isocucurbitacin B, flavonoid, saponin va alkaloid. Nhiing
thanh phan nay c6 tac dung khang viém, giam dau, bao vé gan va chéng oxy hoa.
Trong y hoc dan gian, ré cay thuong dugc st dung dé diéu tri bénh gan, tiéu duodng,
dau khép va viém nhidm. M6t s nghién ciru ciing chi ra rang chiét xuat tir & cay c6
kha ning trc ché t& bao ung thw, mé ra tiém ning tmg dung trong diéu tri ung thu [13].

2. Qua: Qua cua Helicteres isora L. 1a b phan d& nhan dién nhat nhd hinh
dang xodn ¢ dic trung. DAy ciing 12 bo phan chtra nhiéu hop chit quan trong nhu
flavonoid, tannin, phenolic acid va saponin. Nho do, qua cdy c6 tdc dung khang
khuan, chdng tiéu chay, giam dau, bao vé da day va diéu hoa duong huyét. Trong y
hoc ¢ truyén, qua thuong duogc str dung dé chita rdi loan tiéu hoa, tiéu chay, tao bon,
viém loét da day va lam thubc bo dudng cho tré nho [2]. Ngoai ra, chiét xuét tir qua
cling cho thay tiém nang chong oxy hoa manh, gitup bao vé té bao khoi tac hai cia cac
gbe tu do [1].
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3. V6 than: Vo than cua Helicteres isora L. 1a mot trong nhiing by phan giau
saponin, tannin, flavonoid va phytosterol, gitp cdy c6 tic dung khang viém, bao v¢
gan, ha lipid mau va cai thién chtrc nang tim mach. Theo Ayurveda, vo than thuong
dugc str dung dé chita cac bénh vé gan, huyét ap cao, viém loét duong tiéu hoa va roi
loan chuyén hoa lipid. Mot s6 nghién ctru ciing chi ra rang chiét xuat vo than co kha
ning ¢ ché vi khuan khang khang sinh, mé ra huéng di méi trong diéu trj nhiém
khuan do vi khuan da khang thudc [14].

4. Vo ré: Vo 1é 1a bo phan giau alkaloid, tannin, polyphenol va triterpenoid, c6
tac dung giéi doc, chéng oxy héa, giam dau va bao vé than kinh. Trong y hoc cb
truyen v6 18 thudng dugce dung dé diéu tri cac bénh lién quan dén hé than kinh, hd tro
glac ngil, giam cang thang va ting cudng chirc ning ndo bo. Ngoai ra, chiét xuat tir vo
ré ciing dugc nghién ctru vé kha ning hd tro diéu tri tiéu duong va giam viém trong
cac bénh man tinh.

5. La: chiét xuit bot 14 cay trong methanol va nudc ¢6 su hién dién cua mot sb
hop chéat c6 hoat tinh sinh hoc manh nhu hgp chéat phenolic, flavonoid, saponin,
glycoside va tannin [15]; saponin trong 14 cay c6 dac tinh khang sinh gitip co thé
chdong lai nhim tring, khang khuan va ndm [16], [17].

Nhu vay, voi su da dang vé hoat chat sinh hoc va cong dung duoc ly, cac bo
phan cua cay Helicteres isora L. khong chi 1a ngudn dugc liéu quy trong y hoc cb
truyén ma con c6 tiém nang ung dung rong rai trong dugc pham hién dai. Viéc khai
thac va phat trién cac ché pham tir loai cdy nay c6 thé mé ra nhitng huéng di méi
trong diéu tri bénh va bao vé strc khoe con nguoi.

1.1.6. Thanh phan héa hoc:

1. Thanh phan héa hoc trong dich chiét xut tho va chiét xuét chloroform

Sang loc so b cac hoat chét tir dich chiét xuét tho va chiét xuét chloroform cua
toan cay Helicteres isora L. da xac dinh sy hién dién cua nhiéu nhom hop chat quan
trong, bao gém cacbohydrat, saponin, tanin, protein, steroid, glycoside anthraquinone,
cardiac glycoside, phenolic, terpenoid, mudi alkaloid va alcaloid tu do [18]. Nhiing
hop chit nay cé vai trd quan trong trong céc hoat dong dugc 1y nhu khang viém,
chéng oxy hoa, khang khuén, bao vé tim mach va hd tro tiéu hoa.

Ngoai ra, phwong phép ly trich siéu t&i han (ap suat 10 bar, nhiét do 160°C, ty 1é
mau: dung méi = 1:30, thoi gian 30 phut) da gitp phat hién cac hop chat octadecnoic
acid, hexadecanoic acid va berberin, trong d6 berberin 1a mot alcaloid c6 hoat tinh
manh trong viéc ha duong huyét, bao vé than kinh va khéng khuan [19].

Bén canh d6, dich ly trich tir cay Helicteres isora L.cling chira hai thanh phén
giy doc té bao 1a Cucurbitacin B va Isocucurbitacin B — nhiing hop chat c6 tiém ning

trong diéu tri ung thu nhd kha ning {rc ché sy ting sinh ciia té bao ung thu [20].
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2. Thanh phan héa hoc trong trai cAy Helicteres isora L.

Phén tich thanh phan hoat chit tir trdi cdy cho thdy sy hién dién cta nhiéu
nhém chat quan trong nhu alcaloid, tanin, saponin, flavonoid, glycosid, cardiac
glycoside va anthraquinon [21]. Nhitng hop chit nay c6 tac dung chéng oxy hoa, bao
vé gan, khang khudn va hd trg tiéu hoa.

Dac biét, trai cdy Helicteres isora L.chira polyphenol, ascorbic acid (vitamin
C), carotenoid va phdt pho ¢ dang dinh dudng cao, gop phan 1am ting kha ning chéng
oxy hoa va bao vé hé than kinh [22].

Céc phan tich quang phd tir dich ly trich da xac dinh sy hién dién cta bén hop
chat rosmarinic acid (1), 4,4'-O-di-B-D-glucopyranosyl rosmarinic acid (2), 4'-O-p-D-
glucopyranosyl rosmarinic acid (3) va 4'-O-B-D-glucopyranosyl isorinic acid (4) [23].
Pay 1a nhitng hop chit c6 hoat tinh khang viém, chdng oxy hoa va bao vé tim mach,
gitip tang cudng strc khoe tong thé.

Ngoai ra, trai cay Helicteres isora L. cling chira 2-ethoxyphenethylamine, 2-
hydroxy-5-methylbenzaldehyde, 4-dihydroxy methyl este va benenepropanic acid,
nhitng hop chat c6 thé c6 tac dung diéu hoa than kinh, chéng viém va chdng ldo héa
[24].

Phan tich quang phd va thuy phan tiép tuc xac dinh dugc nim hop chat
flavonoid glucuronide, chii yéu la isoscutellarein 4'-methyl ete 8-O-beta-D-
glucuronide 2",4"-disulfate, isoscutellarein 4'-methyl ete 8-O-beta-D-glucuronid 6"-n-
butyl ester, va isoscutellarein 8-O-beta-D-glucuronide 2",4"-disulfate [25]. Nhiing hop
chat nay c6 kha ning chéng oxy hoa, bao vé gan va hd trg diéu tri bénh 1y lién quan
dén stress oxy hoa.

Mot nghién ctru tng dung Docking trén phan mém Autodock 4 da xac dinh bon
hop chét tiém nang tir dich ly trich trai cdy, trong d6 ba hop chat (HS-1, HS-2 va HS-
4) c6 tac dung chéng bénh tiéu dudng type 2 bang cach kich hoat hé théng AMP
kinase, mot con dudng quan trong trong qua trinh chuyén hoéa ning luong [26].

3. Thanh phan héa hoc trong 14 cay Helicteres isora L:

C6 su hién dién ciia mot sé hop chat chong oxy hoa nhu axit ascorbic,
flavonoid, phenolic (cucurbitacin B va isocucurbitacin B) [27], hop chat polyphenol :
Gallic acid, Caffeic acid, vanillin, p-Coumaric acid [28], c6 tiém nang khang khuan,
chéng khéi u, 1am se, tiéu diét gbc tu do trong phan g viém nén c6 thé sir dung bot
14 dé dap ngoai chira cac bénh ghé, nhiém trung da va ran can [29].

Thanh phéan héa hoc ctua p coumaric acid:

P-coumaric acid (p-CA) 1a mot phenolic dong vai trd 1a chat chuyén hoa thu
cap trong thuc vit va ¢ trong ndm, ngii cdc (gao, ngd, yén mach va lta mi), trai cdy

(tdo, 6 liu va nho) va rau (ca rot, dau, khoai tay, ca chua va hanh tay). Cac nghién ctru
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in vitro va in vivo da chirng minh réng p-CA ¢6 nhiéu hoat tinh sinh hoc, chéng han
nhu chat chéng oxy héa, chdng viém, chong két tap tiéu cu, giam dau, chéng ung thu
va dic tinh bao vé than kinh, bao vé gan chdng lai cic ton thuong gan do alcohol gay
ra [30]. Ngoai ra, cac nghién ctru gin dy da bao cio tic dung bao vé ctiia p-CA chéng
lai stress oxy hoa va peroxid hoa lipid. Ngoai ra, p-CA dugc chirng minh ¢6 kha ndng
bao v€ gan chéng lai cic hoa chat doc hai khac nhau, nhu acetaminophen, ethanol, va
fipronil [31], [32]. Cac bao céo khéac cho thiy p-CA c6 thé bao vé gan chong lai nhiém
doc gan do cisplatin gay ra, thong qua viéc ting muc d6 chat chdng oxy héa nhu SOD
(Superoxide Dismutase) va GSH [33]. Phat hién niy cho thay rang tién xur Iy bang p-
CA da ting cuong kha niang loai bo gdc tu do ctia gan bang cach ting chat chdng oxy
hoa & gan (SOD, CAT va GSH). Két qua nay ciing md ra mot goi ¥ tién xtr 1y bang p-
CA c6 thé gitip ich cho nhiing bénh nhan mac bénh gan giai doan cubi c6 thé ghép gan
[34]. Nghién ctru cua Hanvit va cs (2018) cling chtrng minh p-CA cai thién tinh trang
nhiém doc gan do acetaminophen gy ra ciing nhur giam hoat dong cua ALT va AST
trong huyét thanh. Hon nita, trong nghién ctru ndy quan sat thdy rang p-CA da ngin
chdn qua trinh apoptosis & gan thong qua phan rng phd hity DNA qua trung gian ROS
(Reactive Oxygen Species) va tinh trang viém bang cach diéu chinh truc tin hiéu
protein kinase dugc kich hoat bang mitogen (MAPK) theo cach phy thudc vao ROS.
p-CA ciing da dugc bao cdo co kha ning bao vé gan trén md hinh chudt giy ton

thuong gan bang adriamycin [35].
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.. - p-coumaric acid s »
P'rot.m.:inec!lmc acid, R=H; H Chlorogenic acid, R = 5-quinoyl;
Vanillic acid, R = OCH; Cryptochlorogenic acid, R = 4-quinoyl;
Neochlorogenic acid, R = 3-quinoyk
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OH HO / OH HO / OH
R—O ferulic acid sinapic acid

Gallic acid, R = H;
Syringic acid, R = OCH, H,CO H;CO

Benzoic acids Cinnamic acids

Hinh 1.3 Céc loai phenolic acids trong thuc pham: Benzoic acids; Cinnamic acids
(Rong Tsao , 2010)[36]

4. Thanh phan héa hoc trong vo cdy, 1& va phuong phap nudi cy in vitro
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V6 cdy Helicteres isora L. 13 ngudn giau tannin, flavonoid, a-tocopherol
(vitamin E) va glutathione khir, gitip bao vé té bao khoi tac hai cua gbc tu do va cai
thién stc khoe tim mach. Ngoai ra, vo cdy ciing chira tong sd carbohydrate, canxi va
sat, cho thdy tiém ning tng dung trong b sung vi chét dinh dudng [37].

Sang loc cac hoat chat tir ré cay cho théy sy hién dién cua cacbohydrat,
ancaloit, protein, axit amin, cardiac glycosid, terpenoid, flavonoid, steroid, saponin va
tanin. Phan tich duoc 1y cho thay thanh phan cua ré gom d6 am (0,18%), tro khong tan
trong acid (1%), tong sb tro (4%) va tro khong tan trong nude (1,5%), cung cap thong
tin quan trong vé gia tri dinh dudng va dugc tinh cua ré [38].

Nghién ciru nudi cdy in vitro tir hat truéng thanh trén moi truong MS+13,32
uM BAP+2,32uM Kin két hop véi ching vi khuan Agrobacterium rhizogenes ATCC-
15834 da kich thich sy hinh thanh ré to, trong d6 chua hoat chét diosgenin, mot
sapogenin steroid co6 hoat tinh sinh hoc manh, dugc xac nhan béng k¥ thuat PCR [39].
Mot nghién ctru khac ciing chi ra rang nudi ciy té bao in vitro 1a phuong phap tiém
nang dé san xuat diosgenin, gitp tao ngudn cung tng hop chat nay mot cach bén viing
[40].

Bén canh d6, viéc nudi cay té bao huyén phu két hop véi xtr Iy sinh hoc bang vi
khuan E. coli d3 1am ting ham luong diosgenin. Hiéu qua niy duoc ghi nhan l1a do sy
kich thich biéu hién cua cic gen cycloartenol synthase (CAS) va 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (HMGR), nhitng enzyme quan trong trong con duong
sinh tong hop diosgenin [41].

Ba hop chat (4'-O-B-D-glucopyranosyl rosmarinic acid, 4,4'-O-di-p-D-
glucopyranosyl rosmarinic acid va 2R-0-(4'-O-B-D-glucopyranosyl caffeoyl)-3-(4-
hydroxyphenyl) lactic acid) ctia Helicteres isora L. 43 dugc xac dinh, nhitng hop chét
nay tiém ning ung dung trong dugc pham va y hoc hién dai [42]. Nhiing phat hién nay
khong chi cung ¢ gia tri duoc li¢u cua Helicteres isora L. ma con mo ra co hoi khai
thac, ing dung loai cdy nay trong cong nghé sinh hoc va san xuat duoc pham.

1.1.7. Tac dung dwge ly

- Khdng bénh tiéu dwong:

Dich ly trich butanol tir ré cdy Helicteres isora L. d chimg minh hoat tinh
chéng ting duong huyét dang ké khi dugc thir nghiém trén mé hinh chudt mic bénh
tiéu duong thue nghiém. O liéu 250 mg/kg, dich ly trich nay c6 thé lam giam dang ké
mirc dudng huyét sau khi udng glucose, v6i hiéu qua tuong duong glibenclamide, mot
trong nhitng thudc diéu tri dai thao dudng nhém sulfonylurea phd bién nhat hién nay
[43].
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Bén canh kha ning kiém soat duong huyét, dich ly trich butanol tir r& con hd
trg phuc hdi ton thuong co quan ndi tang lién quan dén tiéu duong. Khi sir dung lién
tuc trong 10 ngay, dich chiét nay gitp phuc hdi nhitng ton thuong thoai héa tai cau
than, t& bao tiéu ddo tuy va gan, dua cic cau trac nay trd vé kich thude binh thudng ¢
chudt méc bénh tiéu duong do alloxan giy ra [44]. Piéu ndy chirng minh rang cac hop
chat trong ré cay khong chi giup kiém soat duong huyét ma con c6 tac dung bao vé té
bao tuy, han ché ton thuong do stress oxy hoa va viém, tir d6 gitp ngin ngira su suy
giam chuc ning tiét insulin.

Khong chi ¢o 18, vo cdy Helicteres isora L. ciing thé hién tac dung ha duong
huyét manh. Khi thir nghiém trén chudt mac bénh tiéu duong do streptozotocin (STZ)
gay ra, dich ly trich nudc tir vo cay da gitp 6n dinh mitc dudng huyét sau 21 ngay sir
dung, dua né vé mirc binh thuong [45]. Piéu nay cho thiy cdy Helicteres isora L. c¢6
thé hd trg kiém soat bénh tiéu duong trong dai han, giup duy tri ndng d6 glucose huyét
twong & muc an toan. Ngoai ra, dich ly trich tir vo cdy cling c¢6 tdc dung bao vé gan, co
quan dong vai trd quan trong trong chuyén hoa duong va lipid. Khi dung duong udng,
dich ly trich nay da gitp ting cuong hoat tinh enzyme hexokinase trong gan, dong
thoi 1am giam dang ké nong dd cic enzyme ton thuong gan nhu acid phosphatase
huyét thanh (ACP), glucose-6-phosphatase, lactate dehydrogenase (LDH) va alkaline
phosphatase (ALP). Diéu nay ching minh rang vo ciy Helicteres isora L. ¢6 tac dung
bao vé té bao gan khoi tén thuong do bénh tiéu duong, giup 6n dinh chuc ning
chuyén hoa ciia gan [46].

Bénh tiéu dudng thuong di kém véi réi loan lipid mau, 1am ting nguy co mic
bénh tim mach. Trong nghién ctru trén chudt dai thao duong do STZ gay ra, dich ly
trich tr vo ciy Helicteres isora L. (liéu 200 mg/kg thé trong, trong 21 ngay) da gitp
giam dang ké nong do cholesterol, triglyceride, axit béo ty do va phospholipid trong
huyét twong. Pang chi y, mic lipoprotein ty trong cao (HDL) — mdt yéu td bao vé tim
mach, di ting 1én dang ké, trong khi lipoprotein ty trong thap (LDL) va lipoprotein ty
trong rat thap (VLDL) — cac yéu t6 nguy co gdy xo vita dong mach, lai giam xubng
[47]. Diéu nay ching to ciy Helicteres isora L. khong chi giup kiém soat duong huyét
ma con cai thién rdi loan lipid mau, giam nguy co xo vita dong mach va bién chung
tim mach do tiéu duong, mang lai loi ich toan dién cho suc khoe bénh nhan.

Sy rbi loan cua cac enzyme chuyén hoa ning luong 1a mot trong nhimng dic
diém chinh cta bénh tiéu duong. Khi str dung dich ly trich nude tir vo cay trong 30
ngay, cac chi sd sinh hoa trong co thé chudt thi nghiém thay d6i rd rét: Tang dang ké:
Glucose huyét twong, hydroperoxide, TBARS (chi sé oxy hoéa lipid), glycosyl hoa

hemoglobin va vitamin E. Giam dang ké: Hemoglobin tong, insulin, chat chdng oxy
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hoa noi sinh, tong ATPase lién két mang, Na'/K*-ATPase, Ca?-ATPase va Mg?-
ATPase [48]. Ngoai ra, dich ly trich tir vo cdy con tic dong 1én thanh phan axit béo
trong co thé, voi: Tang: Palmitic acid, stearic acid va oleic acid trong gan, than va nao.
Giam: Linolenic acid va arachidonic acid — nhiing axit béo khong bdo hoa quan trong
trong chtrc ning sinh 1y ctia co thé [49]. Nhing phat hién nay cho thiy Helicteres
isora L. c6 kha ning diéu hoa chuyén hoa lipid, bao vé hé than kinh trung wong va
ngin ngira ton thuong oxy héa trong bénh tiéu duong.

Mot nghién ctru khac di phat hién rang dich ly trich nudc néng tir trai ciy
Helicteres isora L. ¢6 thé ting cudng va diéu hoa hap thu glucose trong té bao co
xuong chudt (t& bao L-6). Hiéu qua ndy co thé so sanh véi insulin va metformin, hai
loai thudc diéu tri tiéu dudng pho bién [50]. Ngoai ra, dich ly trich ethanol va bot tho
tir trai cdy ciing c6 tic dung phuc hdi mirc lipid binh thuong & chudt mic bénh tiéu
duong do STZ gay ra, véi hiéu qua twong ty nhu thude glibenclamide [51].

- Hoat tinh khang oxy hoa

Nhiéu nghién ciru da xac dinh hoat tinh chéng oxy hoa ctia Helicteres isora L.,
khang dinh vai trd quan trong cua lodi cdy ndy trong viéc bao vé co thé khoi ton
thuong do stress oxy hoa. Cac hop chét co trong cay cé kha ning tic ché cac goc tu
do, bao gom 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), hydroxyl (OH*) va superoxide
(SOR). Pay 1a nhitng gdc ty do nguy hiém c6 thé giy ra ton thuong té bao, lam suy
giam chirc nang sinh 1y va thiic diy qua trinh 130 héa ciing nhu bénh 1y man tinh [52].

Céc hop chét c6 trong Helicteres isora L. hoat ddng nhu nhiing chat chong oxy
héa manh nho vao kha ning cho dién tir hodc nguyén tir hydro dé vo hiéu hoa gbc tu
do, ngan chin qua trinh oxy hoa lipid va bao vé té bao khoi ton thuong do peroxy hoa
lipid. Sy hién dién cua flavonoid, tannin, phenolic acid va saponin trong cay dong vai
trd quan trong trong qua trinh nay.

Mot trong nhitng hop chit quan trong duoc phéan 1ap tir trai cay cua Helicteres
isora L. 1a 4,4'-O-di-B-D-glucopyranosyl rosmarinic acid. Hop chat nay da duoc
chirng minh cé hoat tinh tc ché géc superoxide, dac biét 1a cac anion superoxide dugc
tao ra boi enzyme xanthine va xanthine oxidase (XOD) [53].

Enzyme XOD c6 vai trd trong chuyén hoa purine va san sinh ra superoxide,
nhung khi bi kich thich qua muc, né cé thé giy ra stress oxy hoa nghiém trong, dan
dén viém nhiém va tén thuong mo. Do d6, kha ning trc ché superoxide tir hop chit
trong Helicteres isora L. mang lai tiém ning 16n trong viéc bao vé t& bao khoi qua

trinh viém man tinh, t6n thuong than kinh va thoai hoa té bao gan.
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Céc hop chét phenolic chiét xuat tir qua cta cay Helicteres isora L. di cho thiy
hoat tinh trc ché gdc hydroxyl (OHe) tuiy thudc vao liéu lugng, dong thoi thé hién kha
ning e ché qua trinh peroxy hoéa lipid va trc ché gbc DPPH hiéu qua [54].

Géc hydroxyl (OH") 1a mét trong nhiing gdc oxy hoéa manh, co thé giy ton
thwong nghiém trong dén mang té bao, DNA va protein. Do d6, kha nang trc ché su
hinh thanh gbc OH cua cac hop chit phenolic trong Helicteres isora L. co thé gitip
ngin ngira nhidu bénh 1y man tinh lién quan dén stress oxy héa nhu bénh tim mach,
thoai hoa than kinh (Alzheimer, Parkinson) va ldo0 hoa té bao.

Chiét xuat ethanol tir trai cdy Helicteres isora L. khong chi ¢ kha nang trc ché
gbc DPPH, ma con thé hién kha ning chéng oxy héa khir Ferric (FRAP), mot trong
nhitng phuong phap danh gia kha ning chong oxy hda manh cua hop chéat. Pang chu
¥, hidu qua nay co thé so sanh vdi Trolox, mot chat chong oxy hoéa manh thuong duoc
sit dung 1am chat chuan trong cac thi nghiém chong oxy héa [42]. Piéu nidy mo ra
tiém nang Gng dung chiét xuat tir trai cay Helicteres isora L. vao cic san pham cham
soc strc khoe, my pham va thuc pham chirc niang, nham ngin ngira qua trinh 13o hoa
da va bao vé co thé khoi tac hai ciia 6 nhiém moi truong.

Khéng chi c6 trai cay, chiét xuat ethanol tir 14 cay Helicteres isora L. ciing thé
hién hoat tinh chéng oxy hoéa cao, dac biét 1a trong viéc uc ché géc DPPH va nitric
oxide (NO+). Ngoai ra, chiét xuit nay ciing c6 kha ning giam hoat tinh oxy hoa, gop
phan bao vé té bao khoi ton thuong do stress oxy hoa giy ra [55].

Géc nitric oxide (NO#) ¢6 vai tro kép trong sinh 1y co thé: & mirc d6 can bang,
NO- gitp diéu hoa huyét ap va bao vé than kinh, nhung khi ting qua mtc, nd co thé
gdy ra viém nhiém va ton thuong mo than kinh, gop phan vao cac bénh 1y nhu
Alzheimer, Parkinson va xo vira dong mach. Do d6, viéc sit dung Helicteres isora L.
dé diéu hoa mirc NO« c6 thé mang lai loi ich to 10n trong bao vé hé than kinh va tim
mach.

Mot nghién ctru khac da tién hanh chiét xuat nudc siéu t6i han tir Helicteres
isora L. & diéu kién 160°C, ap sudt 10 bar, thoi gian 30 phut, voi ty 1& nguyén
lidu/dung méi 1:30. Két qua thu duoc hoat tinh trc ché gbc DPPH, khang dinh hiéu
qua ctia phuong phap nay trong viéc tdi vu hoa kha ning thu nhan hop chat chdng oxy
hoa tir cay thude [56].

- Hoat tinh bdo vé gan

Nhiéu nghién ctru da chimg minh rang cay Helicteres isora L. ¢6 hoat tinh bao
vé gan, giup ngin ngira t6n thuong do hoa chat doc hai, thudc va stress oxy hoa giy
ra. Khi str dung dich ly trich ethanol ctia Helicteres isora L. & liéu 150 mg/kg va 250

mg/kg trong 21 ngdy, trén md hinh chudt giy tén thwong gan bang carbon
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tetrachloride (CCls), két qua cho thiy sy giam dang ké ton thuong gan, bao vé té bao
gan khoi qua trinh oxy hoa va ting cudng hoat dong ctia hé thdng enzyme chdng oxy
hoa noi sinh. Diéu nay cho thdy Helicteres isora L. c6 thé gitip duy tri chirc ning gan,
dic biét 1a trong nhitng trudng hop tiép xuc véi doc td gan hodc ton thuong gan do
hoa chit [57].

Ngoai ra, mot nghién ctru khac ctia Dhevi va cong su (2008) di chi ra rang dich
chiét ethanol tir vo ciy Helicteres isora L. c¢6 tac dung ddo ngugc ton thuong gan
thong qua viéc phuc hdi mirc enzyme gan vé trang thai binh thuong. Khi chudt thi
nghiém bi ddc tinh gan do CCls, dich ly trich nay khong chi gitp 6n dinh chirc ning
gan ma con thuc day qua trinh tai tao té bao gan, chirg minh hi¢u qua phuc hoi trong
cic ton thwong gan nghiém trong. Piac biét, chiét xuat Ethanol tr v than ciy
Helicteres isora L. d3 duoc chimg minh c6 kha nang tai sinh té bao gan, giup khoi
phuc céu tric va chitc ning gan, tr 46 md ra tiém niang tmg dung trong diéu tri viém
gan cip tinh va man tinh do nhiém ddc hoa chét.

Khong chi bao vé gan khoéi doc tinh cua CCla, dich chiét ethanol tr Helicteres
isora L. ciing dd dugc nghién ciu trén mo hinh chudt bi ton thuong gan do
paracetamol. Khi chudt dugc sir dung dich chiét ethanol tur cay Helicteres isora L. voi
lidu 250 mg/kg, 500 mg/kg va 1000 mg/kg thé trong/ngdy, cac chi sb sinh héa cho
thay: mirc AST va ALT huyét thanh khong khac biét so voi nhém dbi chiung khoe
manh va thip hon nhiéu lan so véi nhém dbi chimg bénh 1y, ching minh tic dung bao
vé gan hiéu qua. Bén canh d6, dich chiét ndy con giup giam dang ké ham luong
malondialdehyde (MDA) — mét chi s6 quan trong cila stress oxy hoa va ton thuong
lipid mang té bao gan, déng thoi ting ham luong glutathione (GSH) trong md gan,
chtng minh kha ning ting cudng hé thong chdng oxy hoa noi sinh, giup gan chong lai
cac tac nhan gy doc. Quan sat mé hoc cling cho théy muc do viém gan giam ro rét,
chting minh Helicteres isora L. khong chi bao vé gan ma con c6 tac dung chdng viém
manh, hd tro qua trinh phuc hdi té bao gan [58].

Co ché bao vé gan cua Helicteres isora L. chii yéu dua trén ba yéu t6 chinh.
Thir nhit, hoat tinh chéng oxy héa manh mé& cua cic hop chit trong cdy gitp giam
peroxy hoéa lipid (MDA giam) va ting cudng hoat dong ciia enzyme chdng oxy hoa
nodi sinh (GSH ting), tir 46 bao vé té bao gan khoi ton thuong do gdc ty do. Thit hai,
kha ning chdng viém cua dich chiét tir Helicteres isora L. giup giam phan tng viém
trong gan, han ché sy xam nhap cua té bao mién dich va giam san Xuét cytokine tién
viém, tir 46 giam nguy co xo hoa gan va tén thuong viém man tinh. Thit ba, dich chiét

tir cdy con c6 kha ning tai tao va phuc hdi chirc ning gan, bang cach thic diy qua
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trinh tai tao té bao gan va diéu hoa hoat dong cta enzym AST, ALT, ALP, giup duy
tri chirc nang gan 6n dinh.

Vi nhitg phat hién nay, Helicteres isora L. ¢6 tiém ning tmg dung trong diéu
trj va bao vé gan khoi cc tac nhan gy tén thuong, bao gdm viém gan do héa cht,
thude (CCla, paracetamol, rugu, kim loai nang), stress oxy hdéa va viém man tinh.
Ngoai ra, voi kha nang bao vé va tai tao té bao gan, Helicteres isora L. c6 thé duoc
phat trién thanh thuc pham chtic ning hd tro chirc ning gan, giup phong nglra cic
bénh ly gan man tinh.

Nhiing nghién ciru nay da ching minh rang Helicteres isora L. khong chi gitp
bao v€ gan khoi ton thuong do hoa chat doc hai, ma con c6 kha nang tai tao va phuc
hoi chirc nang gan, giam viém va diéu hoa chuyén hoa enzyme gan. Véi tiém nang 16n
trong diéu tri bénh gan, Helicteres isora L. c6 thé tré thanh mot phuong phap b tro
quan trong trong y hoc co truyén va hién dai, mang lai mot giai phap tu nhién, an toan
va hiéu qua cho nhitng ngudi mac cac bénh 1y gan. Viéc tiép tuc nghién ciru sau hon
vé co ché hoat dong va hiéu qua 1am sang s& giup mé rong tng dung ciia lodi ciy nay
trong nganh duoc pham va y hoc tai tao gan.

- Khang ung thw

Nhiéu nghién ctru di chi ra rang Helicteres isora L. c6 kha ning giy doc té
bao, dic biét dbi voi nhiéu dong té bao ung thu & nguoi. Khi thir nghiém trén cac dong
té bao HeLa-B75 (ung thu c6 tir cung), HEP-3B (ung thu gan), HL-60 (bénh bach cau
dong tiiy cap tinh) va PN-15 (ung thu phoi), dich chiét ethanol tir cAy Helicteres isora
L. d4 thé hién kha ning rc ché su phat trién ciia cac té bao ung thu véi ty 18 1an luot 13
34,21 + 0,24%, 25,36 + 1,78%, 30,25 + 1,36% va 29,21 + 0,52% [59]. Két qua nay
cho thay Helicteres isora L. hoat dong nhu mot tac nhan gay doc té bao tu nhién, co
thé e ché qua trinh phan bao bat thuong va cam tng apoptosis (chét t& bao theo
chuong trinh) trong té bao ung thu, tir d6 han ché su phat trién va lan rong ciia khoi u.

Bén canh kha ning giy doc té bao, Helicteres isora L. con thé hién kha ning
chbng viém va diéu chinh méi truong vi mé cia khdi u, gitip ngin ngira sy hinh thanh
diéu kién thuan loi cho ung thu phat trién. Mot nghién ctru khac di tién hanh thir
nghiém ting sinh t& bao trén dong té bao THP-1 (bénh bach cau don nhan cp tinh &
ngudi). Két qua cho thdy dich chiét hexan tir qua cua Helicteres isora L. c¢6 tac dung
trc ché sy hinh thanh prostaglandin E2 (PGE-2), yéu t6 hoai tir khéi u-alpha (TNF-o)
va nitric oxide (NO) (Rattanamaneerusmee et al., 2018). PGE-2 1a mdt phan tir quan
trong trong qua trinh viém, ting sinh té bao ung thu, &rc ché hé mién dich va hd trg tan
sinh mach, trong khi TNF-a va NO 14 cac tin hiéu viém quan trong lién quan dén su
hinh thanh va phat trién ung thu. Do d6, viéc tc ché PGE-2, TNF-a va NO khong chi
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gilp giam viém ma con han ché sy phat trién ctia khdi u va tang cudng kha nang dap
g mién dich ddi véi té bao ung thu.

Co ché chéng ung thu cta Helicteres isora L. chil yéu dya trén bdn yéu t6
chinh. Thir nhat, kha ning gay doc té bao va cam tng apoptosis, gitip e ché qua trinh
phan bao bat thudng va tiéu diét cac té bao ung thu. Thir hai, hoat tinh chdng viém,
gitip giam tin hiéu viém va han ché tin sinh mach — mot yéu td quan trong trong su
phat trién ctia khdi u. Thir ba, tac dung chdng oxy héa, gitp bao vé té bao lanh khoi
stress oxy hoa va ngan ngira ton thuong DNA — mot trong nhiing nguyén nhan hang
dau dan dén dot bién ung thu. Thir tu, sy diéu hoa cac tin hiéu tién ung thu, dic biét 1a
viéc giam san xuat PGE-2, TNF-a va NO, gitip kiém so4t moi trudng vi mé cua khi
u, tr d6 lam cham qua trinh tién trién cua bénh.

Nhitng phat hién ndy cho thiy Helicteres isora L. c6 tiém ning tng dung trong
hd tro diéu tri ung thu, dac biét 1a cac loai ung thu lién quan dén viém man tinh va
stress oxy hoa nhu ung thu gan, ung thu dai tryc trang, ung thu da day, ung thu c6 tir
cung va bénh bach cau cip tinh. Ngoai ra, v6i kha ning trc ché viém va diéu chinh
moi trudng vi md ciia khoi u, Helicteres isora L. cling c6 thé dugce nghién ciru dé phat
trién thanh lidu phap du phong ung thu, gitip giam nguy co hinh thanh khéi u & nhiing
dbi twong co nguy co cao.

Téng hop cac nghién ctru hién co, cdy Helicteres isora L. cho thdy tiém ning
hd tro diéu tri ung thu théng qua co ché giy doc té bao, chéng viém va diéu chinh tin
hiéu tién ung thu, md ra huéng di méi trong nghién ctru phat trién thudc thao duoc
chéng ung thu. Viéc tiép tuc nghién ctru sdu hon vé co ché hoat dong va thir nghiém
1am sang s& gitp danh gia rd hon tiém ning ciia loai cdy nay trong nganh duoc pham
va y hoc ung thu, hudng téi mot gidi phép ty nhién, an toan va hi€u qua cho bénh
nhan ung thu.

- Hoat tinh giam dau

Nhiéu nghién ctru da ching minh rang Helicteres isora L. cb kha ning giam
dau manh m¢, dac biét 1a thong qua co ché Grc ché phan tng viém va diéu hoa tin hiéu
dau trong hé than kinh trung wong. Mot nghién ctru thir nghiém trén mé hinh chudt
duoc gay dau boi axit acetic di cho thiy dich chiét chloroform, ete ddu mo va ethanol
trong nudc tir ré ciy Helicteres isora L. & liéu 250 mg/kg c6 tac dung giam dau rd rét,
1am giam s6 1an co thit bung va giam phan Gng dau cta chudt [60]. Co ché giam dau
cta Helicteres isora L. c¢6 thé lién quan dén hai yéu t6 quan trong. Thir nhat, e ché
giai phong cac chit trung gian gdy dau nhu prostaglandin E2 (PGE-2) va nitric oxide
(NO) — nhitng phén tir ndy co vai tro kich hoat cac thy thé dau va 1am ting nhay cam

ctia hé than kinh véi tin hiéu dau. Béng cach trc ché PGE-2 va NO, Helicteres isora L.



20

gilip giam cam giac dau va han ché viém tai vi tri ton thuong. Thir hai, cic hop chat c6
trong cdy c6 thé hoat dong nhu chit diéu hoa hé thong than kinh trung uong, giup
giam tin hiéu dau tir hé ngoai vi truyén 1én ndo, tir 46 gitp giam dau mot cach hiéu
qua ma khong gay tac dung phu nghiém trong nhu thudc giam dau opioid. Ngoai tac
dung giam dau cip tinh, Helicteres isora L. cling c6 tiém ning hd tro diéu tri céc
chirng dau man tinh, ddc bi¢t la trong viém khop, dau than kinh va dau do viém nhiém
kéo dai. Cac nghién ctru cho thiy ring cac flavonoid va alkaloid trong Helicteres
isora L. c¢6 thé hoat dong nhu chat wc ché kénh ion canxi, giup ngin chin sy dan
truyén tin hiéu dau va giam tinh trang qué kich thich cta hé than kinh. Diéu nay c6 y
nghia ddc biét quan trong trong diéu tri dau than kinh mén tinh, dau co xwong khép va
dau do viém nhiém man tinh, nhiing tinh trang ma thudc giam dau thong thuong co
thé gy ra nhiéu tac dung phu.
- Cdc hoat tinh khdang khudn

Nhiéu nghién ctiru d ching minh rang Helicteres isora L. c6 hoat tinh khang
khuan va khang nam, gitp trc ché sy phat trién cua nhiéu ching vi khuan va nim gay
bénh & ngudi. Cac bo phan khac nhau cta ciy, bao gom ré, than, qua va vo cdy, khi
duogc chiét xuat bang cac dung moi khac nhau, di thé hién hoat tinh khang khuan dang
ké:

Dich ly trich butanol tir ré cay Helicteres isora L. di dugc chiing minh cé tac
dung khang ndm manh, dic biét chéng lai Micrococcus luteus, Candida albicans va
Aspergillus niger [61]. Cac ching vi sinh vat ndy c6 lién quan dén nhiém tring da,
nhiém ndm miéng va nhiém trung phoi, do dé, tic dung khang ndm cua Helicteres
isora L. c6 thé duoc khai thac trong diéu tri cac bénh nhiém nam ngoai da va hé ho
hap.

Dich ly trich nudc tir trai cay ctia Helicteres isora L. cling thé hién hoat tinh
khang khuan manh dbi véi Staphylococcus epidermidis, E. coli, Proteus vulgaris va
Salmonella typhimurium [62]. Nhitng vi khuan nay 13 tic nhan gay nhiém tring duong
tiét niéu, nhiém khuan da va nhiém tring dudng tiéu héa, cho thay kha ning cua
Helicteres isora L. trong hd tro diéu tri cac bénh Iy nhidm khuan thong thuong.

Dich ly trich methanol tir vé than cay Helicteres isora L. c6 kha nang khang
nam Cryptococcus neoformans, Microsporum furfure, Trichophyton rubrum, Candida
tropicalis va Epidermophyton floccosum [63]. Nhirng loai ndm nay thudng gy ra
bénh nim da, viém nhiém hé ho hép va nAm nodi tang, cho théy Helicteres isora L. co
tiém nang trong hd tro diéu tri bénh nim & nguoi.

Dich ly trich acetone tir qua cay Helicteres isora L. c6 tac dung khang plasmid,

gitip phan giai R-plasmid cta cac vi khuan khang khang sinh nhu Escherichia coli,
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Enterococcus faecalis va Bacillus cereus [64]. Diéu ndy c6 y nghia dic biét quan
trong trong viéc dbi pho voi tinh trang khang khang sinh dang ngdy cang gia ting, mo
ra tiém nang st dung Helicteres isora L. nhu mot tac nhan hd tro trong diéu trj cac
bénh nhiém tring do vi khuan da khang thudc.

Cac hat nano bac (SNP) sinh téng hop tir dich ly trich nude cua trai Helicteres
isora L. cling dd chimg minh hoat tinh khang khuan vuot troi, dac biét 1a chong lai vi
khuan khang thubc Pseudomonas aeruginosa (XDR). Co ché khang khuan cta hat
nano nay duoc xac dinh thong qua bat hoat enzyme dehydrogenase chudi ho hap, cam
mg qué trinh peroxy hoa lipid, tao ra duong khir va cudi cing 1a gay chét té bao vi
khuan [65]. Kha ning ndy mo ra tiém ning 16n trong viéc tng dung cong nghé nano
sinh hoc vao phat trién thudc khang khuan thé hé méi.

Hop chét oleanolic acid duoc phan 1ap tir dich ly trich chloroform tir qua ciy
Helicteres isora L. ciing cho thay hoat tinh khang khuan chéng lai E. coli, S. aureus,
B. cereus, P. aeruginosa, B. cereus va A. flavus [66]. Hop chat nay khong chi gitp e
ché vi khuan gram dwong va gram am, ma con c6 tiém nang chéng lai nAim méc gay
bénh, cho thdy tng dung ctia Helicteres isora L. trong phat trién cac hop chat khang
khuan tu nhién tir thuc vat.

Dich ly trich chloroform tir than cdy Helicteres isora L. cling da cho thay hoat
tinh khang khuan cao nhat d6i voi Escherichia coli, dong thdi wrc ché sy phat trién cla
Staphylococcus aureus, Aspergillus niger va Candida albicans [67]. Day 1a nhiing tac
nhan pho bién gy nhiém tring da, nhiém tring duong tiéu héa va nhiém nim toan
than, cho thay tac dung khang khuan pho rong cua Helicteres isora L..

Pac biét, dich ly trich ethanol tir Helicteres isora L. thé hién hoat tinh khang
khuan phu thudc vao nong 4o, chéng lai Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Micrococcus luteus va Pseudomonas aeruginosa, dong thoi co hoat tinh khang nim
chéng lai Candida albicans. Hiéu qua ndy c6 thé so sanh vé&i cac khang sinh tiéu
chuan nhu streptomycin va fluconazole, cho thay kha ning thay thé hodc bo tro khang
sinh trong diéu tri nhiém trung [68].

Ngoai ra, nghién ctru st dung phuong phap chiét xuat nudc siéu téi han & ap
suét 10 bar, nhiét do 160°C, ty 1€ mau:nude = 1:30 trong 30 phut, cling da xac nhan
hoat tinh khang khuin manh chdng lai Bacillus cereus, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus aureus va Bacillus subtilis [56]. Pay 1a mot bude tién quan trong
trong tdi wu hoa chiét xuit duoc liéu dé thu duoc hop chét khang khudn manh mé tur
Helicteres isora L..

- Cac hoat tinh khang viém

Dich ly trich ethanol cua cdy Helicteres isora L. cho thiy hoat tinh khang viém, khang
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lai cyclooxygenase-2 (COX-2), mot loai enzym quan trong dugc tao ra trong qua trinh
viém [69]. Dich ly trich hexan tir trai cdy cho thiy hoat tinh khang lai viéc tao ra
prostaglandin E2 (PGE-2) va hoai tir khdi u yéu t alpha (TNF-a), trong khi dich ly
trich dichloromethane tir trdi cdy cho thdy hoat tinh (c ché dang ké trén
cyclooxygenase-2 (COX-2) trong té bao ung thu biéu mé tuyén tryc trang & ngudi
(RCM-1) va dong té bao bach cdu don nhan & ngudi (t& bao THP-1) [42]. Dich ly
trich con tir 14 cdy c6 kha ning chita lanh vét thuong hoat tinh ma khong co bat ky doc
tinh da va cling giup trong ting tdc ting sinh té bao, ting cuong tong hop collagen va
nhanh chéng hinh thanh 16p stmg héa 16p biéu bi, voi su két hop ctia mé lién két soi
bi trong mo6 hinh dong vat [70].

- Hoat tinh chdng co thit

Dich ly trich rur trai cia cay Helicteres isora L. thé hién hoat tinh chéng co that,
chéng lai cic chat gdy co that- histamine, acetylcholine va bari clorua duoc thir
nghiém in vitro & hoi trang chudt lang va khong biéu hién bat ky doc tinh cap tinh nao
khi thtr nghiém in-vivo cho nhu dong dudng tiéu hoa & chudt [71]. Cong thirc hdn hop
nhiéu dugc liéu duge phéi hop tir trai cua Helicteres isora L., hat Apium Tombolens
va 14 Mentha piperita s hitu hoat tinh chéng co that tot chong lai tic dung kich thich
gay ra boi acetylcholine, nicotine va histamine ¢ chudt lang héi trang, va khong cho
thay bat ky tac dung nao khi thir nghiém cho nhu dong duong tiéu héa & chudt mo
hinh [7].

1.1.8. Cong dung:

V6 dugc st dung trong y hoc ¢ An Do dé diéu tri bénh tiéu duong. Ré va vo cla
cay Helicteres isora L. ¢6 tac dung lam tan dom va co ich trong dau bung, gh¢, da
day, tiéu dudng, tiéu chay va kiét ly [72], khi thiing, viém da day, ran can, bao vé gan
[73]; [74]; [75]. Trai chira chat 1am se, chita dau da day, tiy giun [75] va c6 tac dung
chbng co that [71].

1.1.9. Nhu cau sir dung cAy Helicteres isora L:

Cay Helicteres isora L. dd dugc st dung trong y hoc ¢6 truyén cach ddy gan
130 nam. Theo ghi chép cua Watt (1890), qua Helicteres isora L. da tirng dugc mo ta
1a “mot trong nhitng loai thudc phd bién tai cac cho phién” & An Do, phan anh tim
quan trong ctia loai cdy nay trong hé thdng y hoc ban dia. Trong sudt hon mét thé ky
qua, cdy van giit vitng vi thé 1a mot loai thao dwgc quan trong trong nén y hoc cb
truyén An Da.

Ngay nay, Helicteres isora L. da dugc thuong mai hoa rong rai va tr¢ thanh
mot trong s6 178 loai duge liéu duoc tiéu thu véi sb luong hon 100 tAn/nam tai An Do

[76]. Theo nhi€u nghién ctru v€ y hoc ¢d truyén, qua va vo cay Helicteres isora L.
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duogc sir dung phd bién trong cac bai thude dan gian [77]; [78]; [79]; [80];[81]. Céc bd
phan nay thuong duoc dung dé diéu tri rbi loan tiéu hoa, viém nhiém, sét, tiéu duong,
va cac bénh vé gan, chimg minh gia tri y hoc 1au doi cua loai cay ndy trong nén duoc
hoc truyén théng.

Khong chi c6 vai tro quan trong trong y hoc, Helicteres isora L. con c6 gia tri
kinh té cao, tré thanh mot mat hang thwong mai quan trong trén thi truong quoc té. An
D6 hién 132 qudc gia xuit khau chinh cua qua Helicteres isora L., v6i pham vi xuét
khau sang 19 qudc gia trén thé gidi [82].

Theo s6 liéu thong ké tir naim 2014 dén 2016, téng khoi luong qua Helicteres
isora L. xudt khau tr An Do dat 392 tin, véi gia tri xuét khau tu do (FOB) Ién to1
18.337.000 Rupiah (twong duong 274.055 d6 la My). Piéu nay dong nghia véi san
lugng xuat khau trung binh hang nim khoang 130,5 tan/nim, mot con sd dang ké
trong thi truong thao dugc quoc té.

Hau hét san pham tir Helicteres isora L. cia An P duoc xuat khau sang khu
vuc Pong Nam A, trong d6 Indonesia 14 thi trudng nhap khau 16n nhat véi tong khoi
luong 1én t&i 346,58 tan, chiém 85,5% tong san luong xuat khau. Ping tha hai 1a Thai
Lan véi 6,85%, trong khi phan con lai dugc phan phdi sang cac quoc gia khac.

Su théng tri cua thi truong Indonesia dbi voi Helicteres isora L. c6 thé lién
quan dén vai tro ciia loai cdy nay trong y hoc ¢ truyén cuia khu vue, dic biét 1a trong
cac hé théng y hoc truyén thong nhu Jamu cia Indonesia va Y hoc ¢6 truyén Thai
Lan. Tai cac qudc gia nay, Helicteres isora L. thudng duoc str dung dé hd trg diéu tri
rdi loan tiéu hoa, ting cudng mién dich, giai doc va chdng viém, gitp ting nhu cau
nhap khau trong nhiéu nim qua.

Trong nhitng ndm gan ddy, su gia ting thuong mai cua Helicteres isora L. phan
anh tdm quan trong ciia loai cdy nay trén thi truong duoc liéu toan cau. Bén canh vai
tro trong y hoc cd truyén, Helicteres isora L. cling dang thu hut sy quan tim cia cac
nganh cong nghiép duoc pham hién dai, nhd vao cac nghién ctru chig minh hoat tinh
chéng oxy hoa, khang khuan, khang ung thu va bao vé gan ciia nd. Cing véi su mo
rong cua nganh coéng nghiép dugc lidu toan cau, nhu cau ddi voi Helicteres isora L.
du kién sé& tiép tuc tdng truong manh mé, dac bi¢t 1a tir cac quéc gia chau A va Trung
DPéng, noi ma cac san pham tir thao dugc dang ngay cang duoc wa chudng. Bén canh
do, cac nghién ctru mai vé tac dung sinh hoc cua Helicteres isora L. co thé tao ra co
hoi cho cac san pham tir loai cdy nay tiép can cac thi truong tiém niang nhu chau Au
va Biéc MY, noi ma xu hudéng st dung dugc liéu tu nhién trong cham séc stic khoe
dang ngdy cang phat trién.

1.2. Mt s6 san phidm (cao dwoec liéu, bot hoa tan) tir dwoc liéu.
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1.2.1. Cao dworc li¢u:

Cao dugc liéu, hay con goi la cao thude, 1a ché phém thu duoc bé‘mg cach chiét
xuét dugc liéu thuc vat hodc dong vat v&1 dung moi thich hgp, sau d6 c6 dac hoac séy
dén thé chat nhat dinh. Cac ché pham nay c6 thé ton tai & dang long (cao 1ong, con
thudc), ban ran (cao dic, nhua dau) hodc ran (cao kho) [83]

Theo Bo tiéu chuan Quéc gia vé thuéc TCVN 1-1:2017, cao thudc duge dinh nghia
1a ché pham duoc ché bang cach co hodc sy dén thé chat quy dinh cac dich chiét thu
dugc tir dugc liéu thuc vat hay dong vat vai cac dung méi thich hop.

Cao dugc liéu 12 dang ché pham duoc diéu ché tir duoc liéu bang phuong phap
chiét xuat va c6 dic dén mot d6 dam dic nhat dinh, nham giit lai ham lwong hoat chat
cao nhat tir nguyén lidu thao dugc. Qué trinh diéu ché cao dugc liéu thuong trai qua
cac giai doan chiét xuat, tinh loc va co dic, giup loai bo nhiing tap chat khong mong
mudn nhu chat nhay, gém, chat béo, nhua va mot s6 hop chat khong c6 hoat tinh sinh
hoc, déng thoi bao ton nhiing hoat chét co gia tri duoc ly cao trong dugc li€u. So vdi
duoc liéu tho, cao dugce lidu c6 wu diém vuot tréi nho vao ty 1¢ hoat chat dugc co dic
cao hon. Piéu nay khong chi giup ting hiéu qua diéu tri, ma con tdi wu hoa lidu lugng
su dung, giam thiéu viéc sir dung khoi luong 16n duoc liéu thé ma van dam bao hicu
qua dugc 1y mong mubn.

1.2.1.1. Phén loagi cao dwoc liéu
> Phan loai theo thé chat ciia cao

Cao duoc liéu c6 thé duogc phan loai dua trén thé chat va muac do co dic, giip xac
dinh phuong phép bao ché, bao quan va ung dung phi hop trong nganh dugc pham.
Dua vao tiéu chi nay, cao dugc li€u thuong dugc chia thanh cao 16ng, cao dac va cao
kho, mdi loai ¢6 nhitng dic diém riéng biét vé ham luong hoat chat, kha ning hoa tan
va irng dung trong y hoc.

Cao 1ong 1a dang ché pham c6 d6 nhét thap, van gitr lai mot lugng dung moi nhét
dinh sau qué trinh chiét xuat, voi ham luong hoat chat dao dong tir 10% dén 20%. Cao
long ¢6 vu diém dé hoa tan, thich hop dé pha ché thanh siro, thudc nudc hoic dung
dich tiém truyén, giup co thé hip thu nhanh hon. Tuy nhién, do chira nhiéu dung méi
nén do 6n dinh thip hon, d& bi bién doi néu khong dugc bao quan dung cach. Mot sb
vi du dién hinh vé cao long bao gdm cao 16ng cam thao, cao long cuc hoa, cao 1ong
nhan sdm, thuong duoc Gng dung trong cac bai thudc y hoc ¢b truyén va thudc bd
dudng.

Cao dac 1a dang ché phém c6 dg co6 ddc cao hon cao long, chira 20% dén 40% hoat
chit va co thé ton tai & dang sanh dac, déo hoac khdi rdn mém. Cao dic giip bao quan

hoat chét t6t hon cao long nhung van giit duoc do linh hoat trong pha ché, do d6
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thuong dugc st dung dé bao ché vién hoan, vién nén hodc cao dan. Mot sd cao dic
phé bién nhu cao dic ich mau, cao dic bach chi, cao dic nhan sdm c6 mit trong nhiéu
bai thudc hd trg diéu hoa ndi tiét, ting cuong sirc khoe va giam dau. Tuy nhién, cao
dic c6 nhuge diém 1a kho dinh lugng chinh xac, dac bi¢t trong cac san phém can
chuan hoa néng dd hoat chat.

Cao kho 1a dang cao da loai bo hoan toan dung moi, c6 ham lugng hoat chét cao
nhat, ttr 50% dén 80%, gitp toi vu hoa kha ning bao quan va van chuyén. Pay 1a dang
cao duoc st dung rong rai trong cong nghiép dugc pham hién dai, dic biét 13 trong
san xuit vién nang, vién nén va tra thao dugc hoa tan. Cao kho co6 tinh 6n dinh cao, dé
bao quan lau dai ma khong bi anh huéng boi cic yéu t6 méi trudng nhu d6 am, vi
khuan hay oxy hoa. Mot s6 loai cao kho tiéu biéu nhu cao kho tam that, cao kho dinh
lang, cao kho huong phy, thuong dugc tng dung trong cic san pham hd trg diéu tri
tim mach, tiéu hoa, giam dau va nang cao strc khoe tong thé.

So sanh giita cac dang cao duoc lidu cho thay mdi loai ¢6 wu diém va tng dung
khac nhau. Cao 1dng c6 toc do hap thu nhanh, phi hop véi cac san pham siro, thudc
nuée, nhung dé hong néu khong bao quan diing cach. Cao dic c6 do dam dic cao hon,
thich hop cho vién hoan, thuéc dan, nhung kho hoa tan hon cao 16ng. Cao kho ¢ d6
6n dinh va ham luong hoat chét cao nhat, d& sir dung trong san xuat thudc vién, thuc
pham chtrc nang, nhung yéu cau cong nghé bao ché hién dai dé chuan hoa ham lugng
hoat chat [84].

> Phan loai dwa trén dung méi

Cao dugc lidu co thé duoc phan loai dua trén loai dung moi duoc st dung trong
qua trinh chiét xuét, boi mdi loai dung méi s& anh hudng dén kha ning hoa tan hoat
chat, hiéu qua chiét xuat va ing dung cua cao thudc. Dya trén tiéu chi nay, cao duoc
liéu thudng dugc chia thanh cao chiét xuat bang nudc va cao chiét xuat bang ethanol,
mbi loai c6 ddc diém va pham vi tmg dung riéng trong y hoc va dugc pham.

Cao thudc diéu ché bang dung moi nudc 12 loai cao st dung nudc lam dung méi
chinh trong qua trinh chiét xuit, thuong phu hop véi cac dugc liéu c¢o hoat chét tan tot
trong nudc, nhu saponin, glycosid, polysaccharid va flavonoid. Do nuéc 1a dung moi
an toan, khong doc hai va dé bay hoi, nén cao nudc thuong dugc st dung rong rai
trong cac bai thubc dong y va san xuét thudc cd truyén. Mot sd loai cao phd bién
thudc nhom nay bao gém cao dac cam thao, cao dac dai hoang, trong dé cao diac cam
thao thuong dugc dung trong thude bd, hd tro tiéu hoa, chéng viém, con cao dic dai
hoang c6 tac dung nhuan trang, hd trg diéu tri tho bon va thanh nhiét giai doc [85].

Tuy nhién, do dung méi nudc dé bi nhiém khuan va c6 han st dung ngan, nén cao
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nudc can bao quan can than va thuong dugc két hop voi cac phuong phap bao quan
hién dai nhu say phun hoidc ¢ dic chian khong dé kéo dai thoi gian sir dung.

Cao thudc diéu ché bang dung méi ethanol 13 loai cao st dung ethanol (con) lam
dung méi chinh dé chiét xuit cac hop chit kém tan trong nuéc nhung tan tdt trong
dung mo6i hitu co, chéng han nhu alkaloid, flavonoid, tannin va mot s6 loai dau béo.
Ethanol c6 wu diém hoa tan hiéu qua nhiéu nhom hoat chat, gitip bao quan cao thude
t6t hon so v&i nudc, dong thoi giam nguy co nhiém khuan va kéo dai thoi gian sir
dung. Mot s6 loai cao thudc tiéu biéu thudc nhom nay bao g@)m cao long ma tién, cao
long banladon, trong d6 cao long ma tién dugce dung chu yéu dé kich thich hé than
kinh trung wong, ting cudng tuan hoan mau, con cao 16ng banladon c6 tac dung khang
viém, giam dau va hd tro diéu tri viém nhiém duong tiét niéu [85]. Tuy nhién, do
ethanol c6 thé anh huong dén mot sb hoat chat nhay cam voi1 nhié¢t va dung moéi hiru
co, nén qua trinh chiét xuat can kiém soat chit ché vé nhiét do va thoi gian tiép xuc dé
tranh phan hay hoat chat quan trong.

So sanh giita hai phuong phap chiét xuat cho thay cao thudc chiét xuat bang nudc
c¢6 uu diém an toan, dé hap thu, phii hop véi nhiéu ddi tuong sir dung, nhung nhuoc
diém 13 han str dung ngan va dé nhiém khuan néu khong duoc bao quan tot. Trong khi
d6, cao thude chiét xuat bﬁng ethanol c6 d6 6n dinh cao, kha nang bao quan lau dai,
nhung can kiém soat du lugng ethanol dé dam bao an toan khi sir dung [85].

> Phén loai dua trén phuwong phap chiét xuat

Cao dugc liéu co thé duge phan loai dya trén phuong phéap chiét xuét, boi cach
thire chiét xuat anh hudng truc tiép dén hiéu suat thu hdi hoat chat, do tinh khiét va
chat luong ciia cao thubc. Hai phuong phap phd bién nhét trong san xuét cao duoc
liéu 1a phuong phap ngdm lanh va phwong phap ngam kiét, mdi phuong phap co6
nhitng dic diém va Gmg dyung riéng, pht hop véi timg loai duoc lidu.

Cao diéu ché theo phuong phap ngam lanh 13 loai cao thu dugc khi duoc liéu duoc
ngam tryc tiép trong dung moi & nhiét do thuong, giup chiét xuat hoat chat mot cach
nhe nhang ma khong lam bién ddi cdu tric héa hoc cia ching. Phwong phap nay dic
biét thich hop cho cac duogc li€u c6 thanh phf?m dé bay hoi hodc nhay cam v&i nhiét,
chang han nhu tinh dau, flavonoid, saponin hoic alkaloid d& bi phan hiy. Trong qua
trinh chiét xuit, hoat chét tir duoc liéu khuéch tan tir tir vao dung moi, giup bao toan
duge mui thom, mau sic va tinh chat sinh hoc cta nguyén li¢u géc. Mic du hiéu suét
chiét xuat c6 thé thap hon so vé6i cac phuong phap khac, nhung phuong phap nay lai
gitip duy tri d6 6n dinh cua duoc chat, dong thoi giam nguy co bién ddi hoa hoc do tac
dong cua nhiét d§ cao. Mdt sb san phém cao duoc liéu phé bién duoc san xuét theo

phuong phap nay bao gdm cao 16ng bac ha, cao 1ong cuc hoa, cao 16ng qué, thuong
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dugc sir dung trong cac bai thudc hd tro tiéu hoa, khang viém, giam dau va thu gian
tinh than,

Nguoc lai, cao diéu ché theo phuwong phap ngam kiét 1a loai cao thu duoc thong
qua qua trinh chiét xuat lién tuc, trong d6 dung méi thdm qua dugc liéu theo dong
chay 6n dinh, kéo theo hoat chat hoa tan trong dung moi dé thu hoi triét dé thanh phan
dugce 1y ¢6 trong nguyén lidu. Phuong phap niy c6 hiéu suét chiét xuat cao hon so véi
ngam lanh, giup tdn dung t6i da luong hoat chét trong duoc lidu, dong thoi rat ngan
thoi gian chiét xuat. Qué trinh nay thudng ap dung cho cac loai dugc liéu c6 chira
alkaloid, glycosid, tannin, flavonoid va saponin, phi hop dé san xuit cao dic va cao
kh6 v61 ham lugng hoat chit cao. Mot sd cao duge liéu tiéu biéu dugce diéu ché béng
phuong phéap nay bao gdm cao dic nhan sam, cao dic hoang ky, cao kho duong quy,
thuong dugc sir dung dé ting cuong hé mién dich, b huyét va nang cao stc khoe
tong thé.

So sanh giita hai phuong phap nay cho thay ngam lanh c6 wu diém bao ton hoat
chat dé bay hoi, thich hop voi cac loai duoc li¢u chira tinh dau hoic nhay cam voi
nhiét, nhung hiéu suat chiét xuat thap hon. Trong khi d6, phuong phap ngam kiét co
kha ning thu hoi triét dé hoat chat, gitp ting cudng hiéu qua diéu tri, nhung c6 thé
lam mat di mot sb hop chat dé bay hoi néu khong duogc kiém soét chit ché vé diéu
kién chiét xuat [84].

1.2.1.2. Phwong phdp diéu ché
Qua trinh diéu ché cao thuong gdm céc giai doan sau:
a. Diéu ché dich chiét

Diéu ché dich chiét 1a budc dau tién va ciing 1a giai doan quan trong nhat trong
quy trinh diéu ché cao duoc liéu. Pay 1a qua trinh chiét xuat hoat chat tir nguyén liéu
thao dugc, tao ra dich chiét c6 ham luong hoat chét cao nhit, déng thoi loai bé mot
phan tap chat khéng mong mudn. Chét lugng cua dich chiét anh hudng truc tiép dén
tinh sinh kha dung va hiéu qua diéu tri cua cao thudc, do d6 can phai lga chon kich
thude duge lidu, dung moi chiét xuit va phuong phap chiét phu hop.

Trude khi chiét xuat, dugc lidu can duge xir Iy va phan chia thanh bot co kich
thude tir 0,2 — 2 mm tiy theo dic diém cia nguyén liéu va phuong phéap chiét. Kich
thude hat nho giup ting dién tich tiép xtc giita duoc liéu va dung méi, tir d6 ting hiéu
sut chiét xuat. Tuy nhién, néu bot qua min, né co thé giy tic nghén hé thong loc, 1am
giam tdc do chiét xuat va gay 1an tap chat vao dich chiét.

Viéc lra chon dung moi ciing 1a mét yéu t6 quan trong, vi né quyét dinh mic do
hoa tan ctia hoat chat, toc do chiét xuat va tinh 6n dinh cua dich chiét. Hai loai dung

moi pho bién nhat trong san xuat cao dugc li€u la nudc va ethanol, moi loai co6 dac
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tinh hoa tan khic nhau. Dung méi nuéc thuong dugc st dung dé chiét xuat saponin,
flavonoid, glycosid va polysaccharid, thich hgp vé1 cac phuong phap nhu ngadm lanh,
ham, hdm hodc sic. Trong khi dé, ethanol 1a dung méi 1y tudng dé chiét xuat alkaloid,
tannin va mot s6 hop chat kém tan trong nudc, thuong duoc ap dung trong phuong
phap ngadm kiét hodc ngam lanh, gitp ting cuong kha niang bao quan va han ché sy
nhiém khuén trong qua trinh san xuat.

b. Logi tap chit

Sau khi thu duoc dich chiét, qua trinh loai bo tap chat 1a budc quan trong gitp
nang cao chat lugng va kéo dai thoi gian bao quan cua cao duoc liéu. Néu khong loai
bo triét dé, cac tap chat du thira c6 thé anh hudng dén tinh 6n dinh cua san pham, giy
két tua hoat chét, 1am duc cao long hoac giam do tinh khiét cua cao kho. Dic biét, tap
chat con c6 thé gy can tré qua trinh hip thu dugc chat trong co thé, lam giam hiéu
qua diéu tri.

Qua trinh loai tap chét thuong duoc thuc hién déng thoi véi qua trinh c6 dac dich
chiét, nham loai bo cac thanh phén khong mong mudn mot cach tdi wu nhat. Mot sb
phuong phap loai tap chat pho bién bao gom:

o Loai tap chét tan trong nudc bﬁng nhiét hoac ethanol cao d6: Giup két tua cac

hop chéat khong mong mudn nhu gdm, nhua, protein hodc tanin qua mirc.

« Loai tap chit tan trong ethanol bang nudc néng, nude acid hoa hodc parafin
ran: Pugc st dung dé tinh sach dich chiét chira hop chét hitu co tan tbt trong
ethanol.

« Diéu chinh pH dé loai tap: Mot s6 hoat chat co thé két tiia hodc hoa tan tét hon
trong diéu kién pH thay dbi, giup loai bo tap chat ma van giir lai hoat chét
chinh.

Qua trinh loai tap chat khong chi gitp cai thién do trong cua dich chiét, ma con
gitip giam nguy co két tha hoat chét trong qua trinh bao quan, nang cao tinh 6n dinh
va chit luong cua cao thudc.

c. Codac hodc lam kho

Sau khi loai bé tap chat, dich chiét s& trai qua qua trinh c6 dac hodc lam kho, gitp
chuyén hoa dich chiét thanh dang cao dic hodc cao kho. Pay 1a giai doan quan trong,
quyét dinh ham lugng hoat chét, 6 6n dinh va kha nang bdo quan cua san phém.

Trong qua trinh ¢6 dic, nhiét d6 cang thap va thdi gian ¢6 dic cang nhanh thi cang
t6t, vi nhiét do cao c6 thé pha huy hodc 1am bién dbi cac hop chat nhay cam véi nhiét.
Viéc khuﬁy tron lién tuc cling can duoc thuc hién dé tranh tao vang trén bé mit dich

chiét, gdy anh hudéng dén toc do boc hoi va hi¢u suat co dac.
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Tuy vao dic tinh cua hoat chat, cac phuong phap c¢o dic va lam kho phd bién bao

gom:

« Co dic trong ti sdy & 60 — 70°C: Thich hop véi cac hoat chét it bi phan huy bai
nhiét, gitip loai bé dung mdi ma van giit duge duoc tinh.

o Say dudi ap suit giam & nhiét d6 duéi 50°C (4p suat 10 — 15 mmHg): Pugc sir
dung cho cac hop chat nhay cam v&i nhiét, giip bdo toan hoat tinh sinh hoc.

« Say phun swong: La phuong phap hién dai giup chuyén dich chiét thanh bot
min, phtl hop dé san xuat cao kho dung trong vién nang, vién nén hoic tra hoa
tan.

« Phuong phap dong kho (lyophilization): La cong nghé tién tién gitip bao toan
cac hoat chat dé phan hily nhu enzym, vitamin va noi tiét td, bang cach dong
lanh dich chiét r6i lam kho trong méi truong chan khong.

1.2.1.3. Diéu chinh chit liwong hoat chit trong cao

Cao duoc liéu phai duoc tiéu chuan hoa vé mait 1y, hoa hoc nham 1am cho chét
luong va tac dung diéu tri dugc dong nhat & tat ca cac 16 mé san xuat [84].

1.2.1.4. Yéu cdu chit lwong

Tuy loai cao va dang cao ma c6 yéu cau chat lugng riéng theo timg chuyén luan
trong Dugc dién Viét Nam. Song yéu cau chung vé chat luong cua cao la:

Chit lrgng ciia cao 16ng — Pam bio tinh ddng nhat va 6n dinh

Cao 16ng 13 dang cao c6 ty 1& dung méi cao, thuong duogc sir dung truc tiép hoic
1am nguyén liéu dé pha ché thanh cac dang thudc khac. Do chira nhiéu dung mai, chat
lugng cta cao 16ng phu thudc vao do tinh khiét, do dong nhat va kha ning hoa tan
trong dung moi chiét xuat.

Vé cam quan, cao 1ong can cé thé chét 1ong, sanh, dong nhét, voi mau nau dic
trung cua duoc liéu géc, khong bi duc, léng can hodc xuét hién tua. Huong thom va vi
clia cao phai gitt nguyén dic trung cua duogc liéu ban dau, khong c6 mui oi khét, vi
chua hodc dau hiéu 1én men, vi ddy 1a nhitng dau hiéu cho thay cao 16ng d bi oxy hoa
hodc nhiém khuan.

Kha ning hoa tan ctia cao 1ong ciing 13 mot yéu td quan trong. Theo tiéu chudn,
1g cao 16ng phai tan hoan toan trong 20ml dung méi ban dau duoc st dung trong quéa
trinh chiét xuat. Néu khi pha loang ma xuat hién tua, c6 thé do qua trinh loai tap chua
dat yéu cau hodc do thay dbi pH gay két tia hoat chat, diéu ndy anh huodng truc tiép
dén kha ning hap thu va hiéu qua diéu tri.

Ngoai ra, cao 16ng can dap Gmg cac chi tiéu ky thudt khac nhu cin khé sau khi
bdc hoi, ham luong hoat cht, pH, tiéu chuén vi sinh va ty trong. Pac biét, ty trong

cua cao long thuong nam trong khoang tur 1,05 — 1,4, ddm bao sy on dinh cua ché
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pham. Néu ty trong qua thip, cao co thé di bi pha lodng, trong khi néu ty trong qua
cao c6 thé 1a dau hiéu cia ham luong tap chit chua duoc loai bé hoan toan.

Chit lrgng ciia cao dic va cao khé — Pam bao @) on dinh va tinh khiét

Cao dac va cao kho 1a hai dang cao da dugc c6 dac hodc lam kho hoan toan, giup
kéo dai thoi gian bao quan va dé dang sir dung trong san xuat dugc pham.

Vé cam quan, cao dac can c6 thé chat déo, mém, min va df)ng nhét, con cao khé
c6 dang bot min, dé hoa tan trong dung moi phu hop. Ca hai loai cao nay phai giit
dugc mau nau den dac trung cua dugce li¢u, khong bi von cuc, khong co tap chét la
hodc diu hiéu bj oxy hoa. Bic bi¢t, mui thom cua cao phai gilr dugc dac trung cua
dugc liéu gdc, khong c6 mui chua, mui oi khét hodc ddu hiéu bién chat do qua trinh
bao quan kém.

Ham lugng hoat chat 1a mot trong nhitng chi tiéu quan trong nhat cila cao dic va
cao kho. Theo tiéu chuan, ham luong hoat chét trong cao phai dat chuan theo chuyén
luan cua Duoc dién Viét Nam, dam bao hiéu qua diéu tri 6n dinh va d6 nhat quan gilra
cac 10 san xuat. Viéc kiém soat ham lugng hoat chét ciing gitp kiém soat licu luong
chinh x4c khi bao ché cac dang thudc khac, tranh tinh trang qua liéu hodc thiéu licu
khi str dung.

Ngoai ra, d6 am va tiéu chuan vi sinh ciing 1a nhitng yéu t6 quan trong, dic biét
1a v6i cao khod. PO am trong cao kho thuong khong vuot qua 5 — 10%, dam bao san
pham khong bi ndm mdc hodc vi khuan phat trién trong qua trinh bao quan. Néu do
am qua cao, cao kho co thé dé bi hu hong, mat hoat tinh sinh hoc va giam tudi tho bao
quan.

Kiém soat chat hrong cao dworc liéu — Nang cao gia tri va hiéu qua sir dung

Viéc dam bao chét luong cao duoc liéu theo tiéu chudn khong chi giup ting
cuong hiéu qua diéu tri, ma con dam bao tinh 6n dinh, an toan cho nguoi s dung va
nang cao gia tri kinh té ctia san pham. Céc tiéu chuan vé cam quan, do tan, ty trong,
ham luwong hoat chat va do tinh khiét 1a nhitng yéu t6 quan trong giup kiém soat chat
luong dau ra cta cao thude trude khi dua vao san xuat dugc pham.

Véi sy phat trién ctia cong nghé chiét xuat hién dai, cac phuong phap nhu chiét
xudt siéu t6i han, sdy phun hodc déng kho dang gitp nang cao chét luong cao duoc
liéu, bao toan tdi da hoat chat sinh hoc va kéo dai thoi gian bao quan. Nho vao nhiing
tién bo nay, cao dugc liéu ngdy cang dap ung dugc cac tiéu chuin qudc té, mo ra
nhiéu co hoi tmg dung trong nganh dugc pham hién dai va thuc phim chirc ning.

1.2.2. B4t hoa tan

1.2.2.1. Sdy phun
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Séy 1a qua trinh loai bé nudc ra khoi nguyén liéu duéi tac dong cta nhiét, gitp
giam do am, ting kha ning bao quan va duy tri d6 bén cua san pham. Trong qua trinh
nay, nude bén trong nguyén liéu khuéch tan ra bé mat do chénh 1éch d6 4m va 4p suét
hoi riéng phan gitra nguyén liéu va moi trudng xung quanh, tir d6 tang toc do bay hoi,
gitip nguyén liéu kho nhanh hon ma khong lam bién doi dang ké cau trac héa hoc cta
san pham.

Trong s6 cac phuong phap sy cong nghiép hién nay, siy phun 1a mot cong
nghé hién dai va pho bién, giup chuyén doi nguyén liéu tir dang 1ong sang dang bot
mot cach nhanh chong. Phuong phap nay c6 nhiéu wu diém nhu kiém soat nhiét do
chinh x4c, bao toan chit lugng san phém va tao ra hat bot co do déng déu cao. Séy
phun dugc tng dung rong rai trong nganh thuc pham, duoc pham va cong nghiép ché
phém sinh hoc, gitp san xuat bot sita, bot dau nanh, bot trung, tinh chat duoc liéu
dang bot va cac san pham hoa tan khac [86].

Nguyén 1y hoat dong ciia sy phun

Quy trinh sdy phun bat dau bang viéc chuyén doi nguyén liéu tir dang long
thanh cac hat nho thong qua hé théng phun suong, sau dé cac hat nay sé tiép xtic véi
dong khi nong trong budng sy dé 1am bay hoi nudc nhanh chong.

Cu thé, nguyén liéu ban dau c6 d6 am 40 - 60% duoc dua vao hé théng phun
suong, tao thanh cac hat nho li ti. Nhitng hat nay duoc phun viao budng siy c6 dong
khi noéng ddi luu cung chiéu hoic nguoc chiéu, v4i nhiét ¢ khoang 150 - 300°C. Qua
trinh tiép xtic voi khi nong 1am hoi nude bdc hoi cuc ky nhanh chéng, chi trong vai
giay, cac hat bot khé da dugc hinh thanh. Sau do, bt kho dugc tach ra khoi dong khi
nong thong qua hé théng thu hdi san pham, gitip duy tri hiéu suat cao va tranh lang phi
nguyén liéu.

Qua trinh sdy phun giup tao ra bot kho c6 kich thudc hat dong déu, kha ning
hoa tan tot va dé dang bao quan. Pay 13 phuong phép 1y twong cho nhitng nguyén lidu
dé bi hu hong do nhiét, gitip bao toan tbi da hoat tinh sinh hoc ctia san pham [87]

Cac yéu té anh hwéng dén qua trinh sy phun

Qua trinh sdy phun chiu 4nh huéng cta nhiéu yéu t6 khac nhau, tic dong truc
tiép dén chit luong san pham, hiéu sut siy va mirc tiéu hao ning luong. Dudi day 1a
nhitng yéu t6 quan trong can kiém soat trong qua trinh siy phun:

1. Nong d6 chét khé ctua nguyén liéu

Nong d6 chit kho trong nguyén liéu anh hudng dén téc do bay hoi nudc va do

nhdt cua nguyén liéu khi phun suong:
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« Nong do chat kho cao gitip giam thoi gian bay hoi, nhung dong thoi lam
tang d6 nhot, gay kho khan cho hé théng phun suong va lam giam hiéu suét sdy.

« Nong d6 chét kho thap gitp nguyén liéu dé dang phun swong hon, nhung lai
lam tang thoi gian sdy, tiéu ton nhiéu nang luong hon.

« Trén thuc té, néng do chat khé téi vu thuong nam trong khoang 45 - 52%,
dam bao su can bang giita hiéu suat siy va chit luong san pham.

2. Chat mang — Yéu t6 hd trg qua trinh sy

Chét mang dong vai tro quan trong trong viéc tao hat bot déng déu, kiém soat
d6 nhét ciia nguyén liéu va bao vé cac hoat chét sinh hoc trong qua trinh siy phun.

Tiéu chi lya chon chit mang dya trén tinh chat vat Iy va hoéa hoc cta nguyén
lidu, bao gom kha nang hoa tan, trong lugng phén tir, nhiét do néng chay, kha ning
tao mang va tinh nhii hoa. Mot s6 chat mang pho bién duoc sir dung trong sy phun
bao gom:

o Gum arabic, alginate, carrageenan, maltodextrin [88]; [89].

« Tinh bt bién tinh, carboxy methylcellulose, whey protein

o Polymer sinh hoc [90].

Nhitng chat mang nay gitp giit cdu tric cua bot, ngin chin hién tuong von cuc
va ting do hoa tan cta san pham sau khi say.

3. Nhiét do tac nhan séy

Nhiét d6 ctia khi nong trong budng siy quyét dinh toc d6 bay hoi va d6 am cua
bot thanh pham:

« Nhiét d6 cao gitp 1am kho nhanh hon, nhung cé thé gay phan huy hoat chat
nhay cam vd&i nhiét, nhu enzym, vitamin va hop chét sinh hoc.

« Nhiét d6 thap giup bao toan hoat chat, nhung lai lam ting thoi gian siy, giy
t6n kém ning luong.

« Nhiét d6 sdy thuong dugc duy tri trong khoang 150 - 300°C, tiy thudc vao
loai nguyén liéu can sdy.

4. Kich thuéc, sb luong va quy dao chuyén dong cua hat nguyén liéu

Kich thudc hat phun swong anh huong truc tiép dén hiéu qua lam khé va kha
ning hoa tan cia san pham sau siy:

« Hat cang nho, dién tich tiép xtc v6i khi néng cang 16n, gitp ting téc do bay
hoi va cai thién chat luong bot.

« Néu hat qua 16n, nuéc co thé khong bdc hoi hét trude khi cham day budng
séy, dan dén hién tuong von cuc hoac bam dinh vao thanh buéng séy.

Ngoai ra, quy dao chuyén dong cua hat trong budng sdy ciing quan trong, anh

hudng dén thot gian ti€p xtc véi khi nong va mirec dg bay hoi cua nudec.
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5. Téc d6 bom nguyén liéu va luu lugng khi nong

« Tbc do bom nguyén lidu vao hé thong phun swong can dugc kiém soat chinh
xac dé tranh tac nghén trong dau phun va dam bao kich thudc hat dong déu.

o Luu lugng khi ndng di vao budng sdy can phu hop véi tbe do phun dé duy tri
nhiét d6 6n dinh va d6 4m t6i wu cta bot thanh pham.

Ung dung ciia siy phun trong sian xuit bot hoa tan

Say phun 13 phuong phap hiéu qua trong san xuat bot thao dugc hoa tan, gitp
bao toan ham lugng hoat chét, tao san phém c6 dd hoa tan cao, dé bao quan va dé sur
dung. Quy trinh nay gdm céc budc chinh sau:

1. Chiét xuét hoat chit tir duoc liéu: Nguyén li¢u thao dugc duogc chiét xuét
bﬁng nudc hodc dung moi thich hop dé thu duoc tinh chat co gia tri duoc hoc.

2. Loc va co dic: Dich chiét duoc loc dé loai bo ba va co dic dén 40 - 60%
chat kho.

3. B0 sung chit mang: Chat mang nhu maltodextrin hodc gum arabic duoc
thém vao dé tang cudng kha ning bao quan va ngin ngira von cuc.

4. Say phun: Dich chiét duoc phun suong vao budng sdy, tao thanh bot kho
min ¢ nhi¢t do 150 - 200°C.

5. Pong goi va bao quan: Bot hoa tan dugc dong goi kin dé bao vé khoi do am
va kéo dai thoi gian sir dung.

1.2.2.2. Mt s6 buéc san xudt bot hoa tan bang phwong phdp sdy phun
- Buée 1. Chuan bj nguyén lidu:

Nguyén liéu ding dé ché bién san pham phai co chat luong tot khong bi hong,
moc. Pat nguyén liéu sdy kho trong cac khay va cho vao ta say khi nhiét do ta say dat
70°C sdy dén do am 11% trong 450 phut. Trong qua trinh sy dudi tac dung cta nhiét
d6 s& lam bay hoi 1 phan cac chét dinh dudng nhu saponin, lipid, alkaloid,... Ngoai ra
qua trinh sdy giip tao huong cho san pham, c¢b dinh cic chat dinh dudng, dong thoi
1am kho dén d6 am an toan dé dam bao 6n dinh chat luong san pham trong thoi gian
bao quan.

- Bwéc 2. Nghién:

Sau khi sy kho nguyén liéu duoc nghién thanh bot bang may xay xat dé tao thuin
loi cho viée tach chiét.

- Buwéce 3. Trich ly:

Qua trinh trich ly nhdm thu cac chét hoa tan c6 trong bot dugc liéu. Tuy vao
nguén duoc liéu, c6 thé st dung loai méi khac nhau dé trich ly. Trong qua trinh trich
ly khong dung nhiét do cao vi s& lam bién tinh hoat chat va trich ly ca nhitng chat

khong tSt cho san pham.
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Bot duogc liéu can c6 kich thuéc phi hop va tién hanh trich ly nhiéu 1an dé thu

nhan t6i da chat hoa tan. Nong do dung dich dugc liéu trich ly c¢6 thé dat t6i 20 - 22%.
- Bwéc 4. Loc va co dac:

Nong d¢ dich duoc lidu sau trich ly 13 20 - 22%, chua thé say kho duoc. Do do
phai tién hanh co dic dich trich ly dén néng d6 30 - 33% méi thuan loi cho qua trinh
sdy. Phuong phap ¢6 dic thuong dung 13 ¢6 dic chan khong: Dung dich trich ly dugc
bom vao thiét bi gia nhiét. Tai diy dung moi nhan nhiét va bay hoi. Do chan khong
duoc tao ra nho barometer s€ hut hoi dung moi1 va ngung tu tai binh ngung. Qua trinh
dién ra cho dén khi nong do dung dich dat yéu cau thi dimg.

- Buwéc 5. S'Qiy phun tao bdt dugc li¢u hoa tan:

Say kho nham dua dich trich ly duoc liéu ¢ dic thanh dang bot kho dé tién loi
cho qua trinh bao quan va sir dung. Phuong phap say kho dugc dung 1a phuwong phap
sdy phun: Co6 thé dung may siy phun suwong hoic may siy phun tao hat 4p luc cao
LPG dé séiy kho dich duogc li¢u. Dich dugc li¢u c¢6 dac dugc bom vao dinh cyclon. Tai
day c6 mot dia duc nhiéu 16 nhd, c¢6 toc d6 quay 16n, lam cho dich trich ly vao cyclon
& dang swong mu. Khong khi néng kho dugc thdi vao cyclon say kho dich dang swong
mu thanh dang bot. Dugc li€u bot hoa tan dugc thu ¢ day cyclon. Sau séy kho ta thu
duoc bot duge lidu hoa tan c6 d6 am 1 - 2%.

- Bwérce 6. Giai doan hoan thién:
Muc dich: luu trit 1am mau ddi chimg dé kiém tra chat lugng san pham theo thoi

gian, dong gobi, hoan thién san pham.
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Nguyén li¢u

Nghién

v
Trich ly

v

v
Co quay tach dung moi
v

Cao dac

v v
Hoa véi nuodce
v
Say phun

Chat mang, ...

Bo6t hoa
tan

Hinh 1.4. So dd cac bude tién hanh san xuét cao kho va bot hoa tan bang phuwong

phap say phun

1.2.3. Cdc san phim tir ciy Helicteres Isora L.:

* Siro ho : Tolak angin ctia hang Sido Muncul - Indonesia dang siro Helicteres
Isora L duoc két hop véi gung, thia 14, bac ha dai, dinh hwong va mat ong dung cho
ngudi 16n va tré em dé giai cam, day bung

* Dang vién nang mém: thuc pham bao vé strc khoe Tolak angin duoc két hop
véi gung, bac ha, qué, dinh huong, thi la, nhuc dau khAu, cac loai vitamin va khoang
chat ting sirc dé khang, ngan ngira cam lanh.

* Dang qua kho: cua Indonesia

* Chiét xuat dang 16ng: san pham Screw Tree ctia hing Hawaii Pharm
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Hinh 1.5 M6t s6 san pham tir Helicters Isora L [91].
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Chuwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Poi twong nghién ciru
Pbi tuong nghién ctru 1a phan trén mat dat cua cdy t6 kén 14 tron (Helicteres
isora L.), gém: than, 14, hoa, qua dugc thu thap tai ring khop, huyén bik Mil, tinh
Pik Nong vao thang 03/2024. Tién hanh so ché tach vo cay, thuc hién so bo thanh
phan hoa thyc vat dya trén cac phan tng dinh tinh dic trung va thiét 1ap quy trinh
chiét cao theo phuong phap ngam lanh. Cao chiét tir than cdy duoc sir dung dé tao bot
hoa tan bang k¥ thuat sdy phun
2.1.2. Dung cu, héa chit va thiét bj nghién ciru:
s Dung cu
* Becher (50ml, 250ml, 1000ml).
* Erlen (250ml, 500ml, 1000ml)
* Pitetman (2-20ul, 20-200ul, 200-1000u1,1000-5000u1)
* Diia thuy tinh
« Phéu loc thuy tinh.
* Falcon 15ml, 50ml.
* Eppendorf 1,5ml, 2ml.
% Hoa chat

Bang 2.1. Cic héa chit va ngudn goc duoe dung trong thi nghiém

Noi dung thi nghiém Héa chat Xuit xir
Chiét cao duoc liéu Ethanol absolute Chemsol — Viét Nam
Methanol Xilong scientific — Trung Qudc
HPLC P-coumaric acid Sigma
Methanol Sigma
Glacial Acetic acid
Xéc dinh ham luong Phloroglucinol Sigma
phenolic Folin-Ciocalteu Sigma
Na,COs Trung Qudc
Say phun Maltodextrin DE15-20 | Qinhuangdao Lihua Starch -
Trung Qudc

% Thiét bi
« May nghién Retsch ZM200.
 Can phan tich Satorius.

« May nudc cit 2 1an Aquatron.
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* May c6 quay Heidolph.
* May do pH Milwaukee Mi150
« May say phun suong tu dong SD - Basic, LabPlant
May HPLC
« Tt sdy Sanyo MOV212
« May do quang pho Elisa Bio-Rad
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. XAy dung tiéu chuin kiém nghiém dwoc liéu.
2.2.1.1. Xy duwng tiéu chudn cho chi tiéu dic diém thwe vit hoc
Pdc diém hinh thai: Mo ta dic diém vé dic diém bén ngoai: than, 14, hoa, qua,
mau sic, mui vi ciia dugc lidu.
Pic diém giai phau: Cat va nhudém vi phau bang phuong phap nhudm kép
carmin - lyc iod. Quan sat, mo ta va chup hinh vi phau.
Pdc diém bt dioe lidu: M6 ta cac dic diém cam quan nhu mau séc, mui vi.
Quan sat cac ciu tir ciia bot duge liéu dudi kinh hién vi quang hoc. Chup hinh minh
hoa.
2.2.1.2. Thir tinh khiét
Céc chi ti€u tuan theo quy dinh cia DDVN V.
Xac dinh dg am: Tién hanh theo DDVN V, phuong phap xac dinh ham luong
nudc bang phuong phap cat véi dung méi (Phu luc 12.13).
Xac dinh dg tro toan phan: Tién hanh theo DDVN V, phuong phép 1 (Phu luc
9.8).
Xac dinh db tro khéng tan trong acid: Tién hanh theo DDVN V, phuong phap
1 (Phu luc 9.7).
Xac dinh ham leong chdt chiét dwge: Tién hanh theo DDVN V, phuong phap
chiét lanh (Phu luc 12.10). Dung ethanol 96% (TT) lam dung méi.
Xac dinh giéi han kim logi ndng: Tién hanh theo DPVN V, phuong phéap
quang pho hap thu nguyén tir (Phy luc 9.4.11).
Xac dinh tap chat lan trong duoc liu: Tién hanh theo DDVN V (Phu luc
12.11)
Du luwong hoa chdt bdo vé thuc vat: Tién hanh theo DDVN V (Phu luc 12.17).
2.2.1.3. Dinh tinh
Ban mong: Silica gel F254.
Dung méi khai trién: Toluene-acetonitrile-formic acid (70:30:1).
Dung dich thu: Can khoang 1,0 g bot duoc li¢u, thém 10 mL methanol (TT), si€u
am 20 phut, loc. Lay dich loc 1am dung dich tht.
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Dung dich déi chiéu: Hoa tan chat ddi chiéu p-coumaric acid trong methanol
(TT) dé dugc dung dich c6 néng do khoang 0,1 mg/mL.

Tién hanh: Cham riéng biét 1én ban mong 15 pL mdi dung dich thir va ddi chiéu.
Tién hanh trién khai sic ky dén khi dung méi di duoc khoang 10 cm. Lay ban mong
ra, dé kho ¢ nhiét do phong. Quan sat ban mong dudi anh sang tir ngoai & budc séng
366 nm. Sau d6 phun dung dich vanillin-acid sulfuric 10% trong ethanol (TT), sy kho
& 105°C cho dén khi hién 1d vét. Yéu cau: Trén hai sic ky d6, dung dich thir phai xuat
hién vét trong ing vé mau sic va Rf v6i vét ciia dung dich dbi chiéu.

2.2.1.4. Pinh lwong chit déi chiéu biang phwong phip HPLC
a. Khao sat diéu kién phdn tich bang phieong phdp HPLC

Lua chon dung moéi pha dong, cot sdc ky va nhiét do cot, tbc do dong phu hop:
dua vao tai liéu nghién ctru da duoc cong bo, pha dong acetonitril - nudc du kién duoc
chon v6i chuong trinh gradient.

Chon budc séng phat hién: dua vao pho hap thu UV cua chat di chiéu dé chon
budc song phat hién, thuong 13 budc song & cuc dai hap thu.

Dung dich thir: Dich chiét thu duoc tir quy trinh xtr Iy mau da xay dung, duoc loc
qua mang loc 0,22 pm. Dung dich thu duoc tién hanh phén tich bang phuong phap
HPLC.

Dung dich chudn: Dung dich chat dbi chiéu v6i nong do khoang 0,15 mg/mL, loc
qua mang loc 0,22 pm. Tién hanh phan tich dung dich thu dugc bang phuong phap
HPLC.

Khao sat diéu kién pha déng: Mau thir duoc trién khai trong cung diéu kién sic
ky: Cot: Cot Waters Nova-Pak C18, 150 x 3.9 mm, S/N: T92852R-05; Pha dong:
methanol - nudc, rira giai gradient; Toc dé dong: 1,0 mL/phtt; Pau do: UV; Bude
song phadt hién dir kién: 310 nm; Thé tich tiém mau: 5 pL.

Bién luan chon diéu kién sac ky phu hop

b. Khdo sat quy trinh xir 1y mdu
Mau d6i chiéu: Chuan bj theo yéu cau cua quy trinh thAm dinh.
*Khdo sdt logi dung méi chiét

Can chinh xac 100 g bot duoc liéu cho vao binh chiét Soxhlet. Tién hanh chiét
v6i methanol 100%, ethanol & cac ndng do 96%-70%-50% & 100°C trong 2 gio. Dich
chiét thu dugc c6 dudi ap suét giam t6i khi thu duoc cin kho. Hoa tan 1g can 1an luot
v6i 10 mL methanol 100%, loc qua mang loc 0,22 pm.

Panh gia két qua bang phuwong phap HPLC, ghi nhan sic ky do va cac thong sb

peak. Dung mdi chiét dugc chon 1a dung méi chiét duoc nhiéu chat dbi chiéu.



40

* Khdo sat thoi gian chiét

Can chinh xac 100 g bot duoc liéu cho vao binh chiét Soxhlet. Tién hanh chiét
v6i dung mdi da chon ¢ 100°C trong 30 phut, 1 gio, 2 gio va 3 gid. Dich chiét thu
duoc ¢6 dudi 4p suat giam t6i khi thu dugce can kho. Hoa tan 1g can lan lugt voi 10
mL methanol 100%, loc qua mang loc 0,22 pm.

Panh gia két qua bang phuwong phap HPLC, ghi nhan sic ky do va cac thong sb
peak. Thoi gian chiét dugc chon 1a thoi gian chiét duge nhiéu chat ddi chiéu nhat.

* Khdo sdt nong dé dung méi hoa tan cdn

Can chinh xac 100 g bot duoc liéu cho vao binh chiét Soxhlet. Tién hanh chiét
v6i dung moi di chon & 100°C trong thoi gian dd chon. Dich chiét thu dugc ¢o dudi
ap suat giam t6i khi thu duoc can kho. Hoa tan 1g can 1an luot véi 10 mL mdi dung
moi methanol 50%, methanol 30%, methanol 10% va nudc, loc qua mang loc 0,22
pm.

Pénh gia két qua bang phuong phap HPLC, ghi nhan sic ky d6 va cac thong s6
peak. Dung moéi hoa tan can la dung méi chiét duoc ti da chat dbi chiéu va loai dugc
tap nhiéu nhat.

* Khao sat ti 16 dung méi hoa tan cdn

Can chinh xac 100 g bot duogc liéu cho vao binh chiét Soxhlet. Tién hanh chiét
v6oi1 dung moi da chon ¢ 100°C trong thoi gian da chon. Dich chiét thu duoc co dudi
ap suat giam t6i khi thu duoc can kho. Hoa tan can lan luot v6i 10ml, 25 ml va 30 ml
dung mdi da chon, loc qua mang loc 0,22 pm.

Pénh gia két qua bang phuong phap HPLC, ghi nhan sic ky d6 va cac thong sb
peak. Ti I¢ dung moi duogc chon 1a ti ¢ ma véi lugng dung moi it nhét hoa tan duoc
hoan toan chat d6i chiéu trong can.

2.2.1.5. Tham dinh quy trinh dinh lwong
Tién hanh danh gia quy trinh dinh luong theo huéng dan tham dinh quy
trinh phén tich cta to chirc ICH (International Conference on Harmonisation of
technical requirements for registration of pharmaceuticals for human use) ban
hanh vao thang 11 nam 2005 [92].
a. Tinh twong thich hé thong
Tién hanh phén tich theo diéu kién sic ky dd chon 6 1an lién tiép cia mot mau
thir duoc xir 1y theo quy trinh xir Iy mau d3 x4y dung. Khao sat cac thong sb: dién tich
dinh (S), thoi gian luu (tR), hé sb bat dbi xtmg (As), d6 phan giai (Rs) va sd dia ly
thuyét (N).

Yéu cau:
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- Gia tr1 RSD cua céc gia tri thoi gian luu, dién tich dinh, s6 dia Iy thuyét, do
phan giai, hé s6 bat d6i < 2%.

- Hé s6 bat d6i 0,8 < As < 1,5. Do phan giai Rs > 1,5. S6 dia 1y thuyét N >
7000.

b. B¢ dac hiéu

Tién hanh phan tich theo diéu kién sic ky da chon cac mau sau:

- MAu trang: Dung méi hoa tan lai cin.

- Mau d6i chiéu: Dung dich chét ddi chiéu.

- Mau thir: Dich chiét duoc chuan bi theo quy trinh xir Iy mau da xay dung.

- MAu thtr thém chat ddi chiéu: Mau thir thém mot lwong dung dich d6i chiéu
c6 nong d6 135 pg/mL.

Yéu cau:

- Thoi gian luu cua peak chat doi chiéu trong mau thir va mau thir thém chat
d6i chiéu phai twong duong thoi gian luu ciia peak chat d6i chiéu trong mau dbi chiéu,
dong thoi mau trang khong co peak trung vai pic chat d6i chiéu.

- Trong mAu thir thém chét d6i chiéu, peak chat d6i chiéu co chiéu cao va dién
tich dinh ting 1én rd rét so véi trude khi thém dung dich d6i chiéu.

- Peak chat d6i chiéu tach hoan toan cac peak khac trong sac ky d6 ctia mau thir
va mau thir thém chat dbi chiéu.

c. Khodng tuyén tinh

Pha dung dich gbc chat dbi chiéu chat dbi chiéu 1494 ug/mL: Can chinh xac 15
mg chat ddi chiéu chat d6i chiéu (d6 tinh khiét 98,6%) cho vao binh dinh mtrc 10 mL,
thém methanol 100% dé hoa tan va dién day t4i vach.

Tién hanh phén tich cic dung dich trén, ghi nhan két qua dién tich peak. Thiét
lap phuong trinh hoi quy va vé d6 thi biéu dién méi tuong quan gitta dién tich peak
theo nong do.

Panh gia tinh tuyén tinh bang phuong phap théng ké:

Phuong trinh y = ax+ b.

Yéu cau: Phuong trinh hdi quy thé hién mdi twong quan gitta dién tich peak va
nong do c6 12 > 0,999.

d. Do lap lai

Tién hanh phén tich theo diéu kién sic ky da chon trén 6 miu thir (mdi mau 1
1an) dugc xu 1y theo quy trinh xtr Iy mau d3 xdy dung trong ciing 1 ngay, 1 phong
thiét bi va 1 ngudi thyuce hién.

Yéu cau: RSD cua cac gia tri thoi gian luu, dién tich peak < 2%.
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Két qua trung binh cua d¢ 1dp lai dugc dung lam cdn ctt cho mirc ham luong
ctia chi tiéu dinh luong trong tiéu chuan kiém nghiém.
e. Do dung
Thém mét lugng chat d6i chiéu véi ti 1¢ 1an lugt 80%, 100% va 120% so véi
ham lugng chat d6i chiéu trong mau vao mau duoc liéu d3 biét ham luong. Mbi néng
d6 thyc hién 3 mau. Tién hanh xtr Iy miu theo quy trinh xir Iy mau da xay dung. Tién
hanh phan tich theo diéu kién sac ky da chon. Pinh lugng tim lai ham luong chat d6i
chiéu da thém vao dé xac dinh d6 phuc hdi.
Yéu cau: B phuc hoi ¢ timg ti 18 phai ndm trong khoang 90 - 107%.
2.2.1.6. Xdy dung tiéu chudn kiém nghiém dwoc ligu
Dua trén cac két qua khao sat vé dic diém thuc vat hoc, thir tinh khiét, dinh
tinh va dinh luong, tién hanh thiét 1ap tiéu chuan kiém nghiém duoc lidu Helicteres
isora L trong & ik Nong.
2.2.2. Khio sat mjt so yéu té anh hwong dén hiéu qua li trich thu nhin cao
chiét Helicteres isora L
2.2.2.1. Khdo sdt phwong phdp chiét

- Bé tri thi nghiém: Thi nghiém dugc b6 tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, 2
nghiém thirc va 3 1an lap lai, str dung dung méi ethanol 70% dé li trich.

- Cac nghiém thtrc thi nghiém:

+ Phuong phap ngam kiét: 10g nguyén liéu duoc cho vao binh nén, thém 30ml
ethanol 70%, ngam lanh 4 gid va bat ddu md van rat dich chiét, thém 90ml dung méi
dé chiét kiét ham lugng hoat chat trong nguyén liéu, thu dich chiét.

+ Phuong phap ngdm dam: 10g nguyén liéu ngam trong 30ml dung mdi ethanol
70% 24 gio, loc thu dich, 1ap lai 2 1an, gop phan dich ¢ quay dén thé tich nhat dinh.

- Chi tiéu theo ddi: ham lugng phenolic, p-coumaric acid trong dich chiét.

Xt 1i s6 liéu: sd liéu duge thu nhan va xir 1i bang chwong trinh Excel va phan mém
STATGRAPHICS 19.

2.2.2.2.  Khdo sdt anh hwéng ciia nong dp dung méi dén higu qua thu
nhén hop chit tir nguén nguyén li¢u

- B6 tri thi nghiém: Thi nghiém dugc bd tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién, 4
nghiém thtc va 3 1an lip lai. Str dung phuong phap tdi vu da khao sat dé i trich, thay
d6i nong d6 dung méi.

- Cac nghiém thtrc thi nghiém:

+ Nudc

+ Ethanol 50%.

+ Ethanol 70%.
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+ Ethanol 96%.

- Phuong phép tién hanh: Str dung phuong phap toi vu dé khao sat hiéu qua thu
nhén hoat chét trong dich chiét

- Chi tiéu theo ddi: ham lwong phenolic, p-coumaric acid trong dich chiét.
Xur 1i sb lidu: s6 liéu duge thu nhan va xir li béng chuong trinh Excel va phén mém
STATGRAPHICS 19.

2.2.2.3.  Khdo sdt ti 1¢ nguyén ligu/dung méi dén hi¢u qud thu nhéin hop

chit tir nguon nguyén ligu

- B4 tri thi nghiém: Thi nghiém dugc b tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién, 4
nghiém thtc va 3 1an lip lai. Str dung phuong phap va dung moéi tdi wu cho sy li trich
phenolic va p-coumaric acid trong nguyén liéu da khao sat dé li trich, ti 18 nguyén
liéu/dung méi thay doi.

- Cac nghi¢m thtrc thi nghiém: ti 1€ nguyén liéu/dung moi (g/ml)

+ 1/5

+ 1/10

+ 1/15

+ 1/20

+1/25

- Phuong phép tién hanh: Str dung phuong phap va dung méi t6i wu & myc trén dé
khao sat hi¢u qua thu nhan hoat chét trong dich chiét

- Chi tiéu theo ddi: ham lugng phenolic, p-coumaric acid trong dich chiét.
Xt 1i s6 liéu: s liéu duge thu nhan va xir 1i bang chwong trinh Excel va phan mém
STATGRAPHICS 19

2.2.2.4.  Xay dwng tiéu chudn co sé cao chiét

Theo tiéu chuin co sd, viée kiém nghiém cao duoc li€u bao g6m cac chi tiéu
sau: mat khoi luong do lam kho, tro toan ph?ln, ham luong kim loai nang, gidi han
nhiém khuan, du luong hoa chat bao vé thuc vat, ham lwong phenolic téng sb va p-
coumaric acid. Céc chi tiéu duoc kiém nghiém dua theo DDVN V.

a. MAt khoi lrong do 1am khé: thuc hién theo hudng dan ciia DDVN V, phy
luc 9.6.

Dung dung cu dung dé siy bang thuly tinh rong miéng day bang c6 nip mai lam
bi dung mAu thir, lam kho bi trong thoi gian 30 phat roi can dé xac dinh khdi lugng bi.
Can ngay vao bi mét luong chinh xac mAu thtr, miu thir duoc nghién téi kich thudce
dudi 2 mm va dan mong thanh 16p c6 do day khong qua 5 mm, lugng dem thir tir 3

dén 5 gram. Tién hanh 1am khé trong diéu kién quy dinh cta chuyén luan dén khdi
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luong khong d6i. Sau khi sy lam ngudi t6i nhiét ¢ phong can trong binh hiit 4m c6
silica gel r0i can ngay.
b. Tro toan phﬁn: thyc hién theo hudng dan cia DDVN V, phu luc 9.8
Cho 2 — 3 gram bgt dem thir vao chén st hoac chén platin da nung va can bi.
Nung & nhiét d6 khong qua 450°C t6i khi khong con carbon, 1am ngudi rdi can. Bang
cach nay ma tro chua loai dugc hét carbon thi dung mdt it nudc nong cho vao khdi
chat di than hoa, dung diia thiy tinh khudy déu, loc qua gidy loc khong tro. Rira dila
thily tinh va gidy loc, tap trung nudc rira vao dich loc. Cho gidy loc va can vao chén
nung rdi nung dén khi thu duoc tro mau tring hodc gan nhu trang. Hop dich loc vao
can trong chén nung, dem bdc hoi dén kho rdi nung & nhiét d6 khong qua 450°C dén
khi khoi lugng khong doi. Tinh ti 18 phan trim cua tro toan phan theo dugc liéu da lam
kho trong khong khi.
¢. X4c dinh ham lwong phenolic tong so
Ham luong phenolic dugc xac dinh bang phuwong phap so mau véi thude thir
Folin-Ciocalteu theo cai bién ctia Moon va cong su (2010) [93]. Cac dich chiét dugc
pha loang & néng do 1 mg cao chiét/ ml ethanol. Lay 100 pl mau dich chiét hoa tan
trong 500 ul thudc thir Folin-Ciocalteu, da dugc pha lodng v&i nudc cat theo ty 18
(1:10), lac déu rdi dé yén 3 phut. B6 sung thém 400 pl dung dich Na2COs3 7.5%. Pem 1
trong toi 2 gid & 37°C. Mau vang cta hdn hop chuyén sang mau xanh da troi va dat
dén cuong d6 mau cyc dai. Pem mau di xac dinh d6 hap thu trén may do mau quang
dién & buodc song A= 740 nm. Thi nghiém Iap lai 3 lan. Phloroglucinol dugc stir dung
1am chét chuan va két qua thu thé hién qua luong phloroglucinol (mg) twong duwong
trong mot gram mau, dua trén trong luong mau khd. Mau ddi chimg: Thay thé dich
chiét bang 100 pl nudc cat va cac bude tiép theo tién hanh nhu mau thi nghiém.
Lap duong chuan phenolic bang phloroglucinol & cac nong do tir 0-0,01 mg/ml.
Phuong phép lap dudng chuin duoc néu ¢ bang 2.1.
Bang 2.2. Lap d6 thi dwong chuan phenolic tong so.

C chat chuan (mg/ml) 0 0,002 | 0,004 |0,006 |0,008 |0,01
V dd chét chuan (pl) 0 100 100 100 100 100
V dd Folin-Ciocalteu 10% | 500 | 500 500 500 500 500
(uD)

Lac déu hon hop, dé yén trong 3 phut
V dd NaxCO3 7,5% ((ul) | 400 | 400 | 400 400 | 400 400
Lac déu hdn hop, dé yén trong tbi 2 gid, & 37°C

Sau d6 xac dinh do hap thu trén may d6 mau quang dién & budc song A = 740 m
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Phuong trinh dudng chuan phloroglucinol c6 dang y = ax + b.

Trong do,

x (mg/ml): khéi lugng phenolic thu dugc trén mét ml mau

y: gia tri OD ctia mau do dugc & bude song A = 740 nm.

Ham luong phenolic tong sé thu duoc trong mot gram cao chiét duoc tinh nhu

sau:
x*mp*k

Trong do,

k: hé s6 pha lodng cao chiét.

m; (mg): khdi lugng cao chiét thu duoc tir 2 gram bot kho.

x (mg/ml): ndng d6 phenolic ciia dich chiét.

X (mg/g): ham luong phenolic thu dugc trong 1 gram bot kho.

*Xac dinh ham lwgng p-coumaric acid:

Pinh luong p-coumaric acid trong dich chiét phan trén mat dat cay Helicteres

isora L bang phuong phap HPLC véi chéat chuan p-coumaric acid Sir dung hé

thong HPLC Water, cot C18 (4.6x250 mm, 5 pm) & 30°C, dau do UV-VIS xic
dinh ¢ budc song 310 nm. Pha dong st dung dung mdi nude: methanol:glacial
acetic acid (65:34:1). Téc do dong 1.0 ml/phut va thé tich mau tiém 13 10 pl

d. Ham luwgng kim loai nang

Thuyc hién theo huéng dan cia DDVN V, phu luc 9.4.8.

C6 8 phuong phéap xac dinh ham lugng kim loai ning. Cac phwong phép yéu cau
dung dung dich thioacetamid (TT). C6 thé dung dung dich natri sulfid (TT) (0,1 ml)
dé thay thé. Vi cac phuong phip dugc xdy dung dwa trén st dung dung dich
thioacetamid (TT) nén néu st dung dung dich natri sulfid (TT) thay thé thi phai chuan
bi thém dung dich kiém tra khi thir theo phuwong phap 1, 2 va 8. Dung dich kiém tra
duoc chuan bi tir lugng ché pham gidng nhu lugng ché pham ding dé chuan bi dung
dich thir va thém thé tich dung dich chi mau giéng nhu thé tich dung dich chi mau
dung dé chuan bi dung dich ddi chiéu. Phép thtr chi c6 gi tri khi dung dich kiém tra
c6 mau dam it nhét 13 bang mau cua dung dich ddi chiéu.

e. Gi6i han nhiém Khuin

Thuc hi¢n theo hudng dan cta DDVN V, phu luc 13.6.

M&i miu ché pham can xac dinh gii han vi khudn phai thuc hién day du cac tha
nghiém sau:

Dbém tong so vi sinh vat hiéu khi song lai dugc, tinh ra s6 lugng vi khuan, nam co6
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trong lg hoic Iml ché phiam. Thir nghiém tim ra nhiing vi khuan giy bénh:
Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus ...
f.  Dw lwong héa chit bio vé thue vat

Thuc hién theo hudng dan ctia DDVN V, phu lyc 12.17. Kiém tra du lugng hoa
chit bao vé thuc vat trong nguyén li¢u: ham lugng thudc bao vé thuc vat lan,
carbamate, clo hitu co, ho clc, thudc trir co, thudc bao vé thuc vat, phthalate,
polychlorinated biphenyls, polycyclic aromaric hydrocarbons, bromua vo co.

Mau cén duoc phan tich ngay dé tranh hoa chat bao vé thuc vat cé thé bi phan
hay. Néu nhu khong tién hanh phan tich ngay duoc, mau phai duoc bao quan kin
trong bao bi loai thich hop ding dé dung thuc pham, ¢ nhiét do dudi 0°C va tranh anh
sang.

Tat ca cac thude thir va dung méi khong dugc nhiém hoa chat bao vé thuc vat.
Néu c6 thé, thuong phai st dung cac dung moi loai chat luong dic biét, néu khong,
cac dung moi sir dung can phai méi duoc cét lai trong dung cu hoan toan bang thuy
tinh. Trong bét cir truong hop nao, cling can phai thuc hién kiém tra mau trang.

Rtra sach dung cu, dac biét dbi voi dung cu thay tinh dé dam bao ching sach
khong c6 héa chat bao vé thuc vat, vi du ngdm trong dung dich xa phong khong c6
phosphat it nhat 16 h, rira bang nudc cat nhiéu lan dén sach, trang rira bang aceton va
hexan hodc heptan.

2.2.3. Nghién ctru tao bot hoa tan bang ky thuit say phun

Sy 4anh hudng cia cac yéu té khao sat dén qua trinh tao bot hoa tan ciy
Helicteres isora L dugc danh gia thong qua: ham am, hiéu suét thu phenolic, hi¢u suét
séy, ty trong biéu kién, Chi s6 CI, tinh hut am, ham luong tro téng s6, 6 hoa tan, chi
tiéu cam quan,...

2.2.3.1. Khdo sdt nong dé dich cao chiét

- Muc tiéu: Xac dinh néng dd chat hoa tan cua cao chiét Helicteres isora L phu
hop dé tao bot hoa tan.

- B4 tri thi nghiém: BG tri thi nghiém theo kiéu don nhén t6

Nhaén t6: S6 muc d6 vé ndng do chat hoa tan (5, 10, 15, 20 “Bx);

Sd nghi¢m thuec: 4;

S6 1an lap lai: 3;

Téng s6 don vi thi nghi¢m: 12;

Chi tiéu theo doi: Hiéu suat siy (%); hiéu sudt thu hoi (%); ham luong
phenolic (mg/g); ham am (%); tinh hut 4m (g/100g chat rin kho); do hoa tan (%); chi

s6 nén (%).
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- Céch tién hanh: Dich cao chiét c6 néng dd chat hoa tan khéac nhau: 5, 10, 15,
20 (°Bx). Tién hanh thi nghiém vé&i nhiét do dong khi vao 1an luot 1a 180°C. Céc thong
sd con lai cua thiét bi sdy 1a ap suat khi nén p = 3 bar va luu lugng dong nhap liéu
12,5 ml/phat. Bot cao kho sy phun thu nhan & cac diéu kién khac nhau dugc phan
tich dé chon ra diéu kién thich hop.

2.2.3.2. Khdo sdt logi va ty ¢ chit mang (maltodextrin)

- Muc ti€u: Xac dinh ty 1¢ chét mang va loai chat phu hop dé tao bot hoa tan.
- B4 tri thi nghiém: B4 tri thi nghiém theo kiéu

Nhan t6 1: S6 murc d6 vé ty 18 chat mang (5, 10, 15, 20 %);

S6 nghiém thic: 4

S6 lan 1ap lai: 3;

Téng s6 don vi thi nghiém: 12

Chi tiéu theo ddi: Hiéu suat sdy (%); hiéu suat thu hoéi (%); ham luong
phenolic (mg/g); ham am (%); tinh hit 4m (g/100g chat rin kho); d6 hoa tan (%); chi
s6 nén (%).

- Cach tién hanh: Cac chit mang (maltodextrin) duoc bd sung vao dich chiét
truée khi siy nham muc dich ting nong do chat kho (°Bx), tao diéu kién cho qua trinh
sdy phun duoc thyc hién dé dang hon. Ngoai ra, san pham tra hoa tan khong chi yéu
cau ham luong chét chiét c6 gia tri cao ma con can co trang thai dac trung nhu dé min,
toi x6p, c6 kha nang hoa tan tét trong nudc. Vi vy, can tién hanh khao sat dé tim ty 1¢
phéi tron thich hop véi chat mang 1a maltodextrin (5, 10, 15, 20%). Bot cao kho say
phun thu nhan & céc diéu kién khac nhau dugc phan tich dé chon ra diéu kién thich
hop.

2.2.3.3. Khdo sdt nhiét dj siy

- Muyc tiéu: Xac dinh nhiét do sdy phu hop dé tao bot

- B4 tri thi nghiém: BG tri thi nghiém theo kiéu don nhén t6
Nhan t6: S6 mirc do vé nhiét do say (160, 170, 180, 190, 200 °C);
Sd nghiém thuec: 5;

S6 1an lap lai: 3;

Téng s6 don vj thi nghi¢m: 15;

Chi tiéu theo dbi: Hiéu suit siy (%); hiéu suét thu hdi (%); ham luong
phenolic (mg/g); ham am (%); tinh hut 4m (g/100g chat rin kho); do hoa tan (%); chi
s6 nén (%).

- Céch tién hanh: HOn hop chét cao va chit mang di chon duoc tién hanh khao
sat nhiét d6 dong khi vao, vi nhiét 6 dong khi ra phu thudc nhiéu yéu t6. Tién hanh
thi nghiém véi cac nhiét do dong khi vao 1an luot 1a 160°C, 170°C, 180°C, 190°C va
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200°C. Céc thong s6 con lai cta thiét bi sdy 1a ap sudt khi nén p = 3 bar va luu luong
dong nhap liéu 12,5 ml/phat. Bot hoa tan siy phun thu nhan ¢ cac diéu kién khac nhau
dugc phan tich dé chon ra diéu kién thich hop.

2.2.3.4. Khdo sdt lwu long dich cao chiét.

- Muyc tiéu: Xac dinh luu luong dich cao chiét phi hop dé tao bot hoa tan.

- B4 tri thi nghiém: B4 tri thi nghiém theo kiéu don nhan td

Nhan t6: S6 mure do vé luu luong dich cao chiét (9,25; 12,5; 16,5 va 20 ml/phut)

Sd nghiém thuec: 4;

S6 lan 1ap lai: 3;

Téng s6 don vi thi nghiém: 12;

Chi tiéu theo ddi: Hiéu suat say (%); hiéu suat thu hdi (%); ham luong phenolic
(mg/g); ham am (%); tinh hat 4m (g/100g chét ran kho); d6 hoa tan (%); chi s6 nén
(%).

- Céch tién hanh: Luu luong nhap li€u cé lién quan dén toc d6 bom nhap li¢u,
nang suit thiét bi va nhiét do khong khi dau ra. Khao sat ¢ cac luu luong nhap liéu lan
luot 13: 9,25; 12,5; 16,5 va 20 ml/phut. Cac thong sé thi nghiém giit khong thay doi 1a
ap suat khi nén p=3,5 bar. Bot hoa tan say phun thu nhan & cac diéu kién khac nhau
dugc phan tich dé chon ra diéu kién thich hop.

Phwong phap danh gia chi tiéu chit lwong ciia bt hoa tan Helicteres isora
L:

- Ham am: thtr theo PL9.6 (DDVN V): Can khoang 1 - 2 g bot hoa tan siy &
105°C & ap suat thudng dén khoi lugng khong doi. MSi mau tién hanh 3 lan.

- Ty trong biéu kién (g/ml) va chi s6 nén CI: can khoang 4 - 5 g bot nguyén
lidu, cho vao 6ng dong 25 ml kho sach, doc thé tich V1 (ml), go dén thé tich khong
d6i va doc thé tich V2 (ml). Ty trong d6 day (Db) va ty trong biéu kién (Dt) duoc xé4c
dinh 13 ty s6 gitra khoi luong (g) va thé tich bot (ml). Mi mau tién hanh 3 1an. Chi s6
nén CI tinh theo biéu thirc:

Dt — Db
Cl = —

100
Dt

* Panh gia kha ning tron chay theo chi s6 CI theo USP (bang 2.3):
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Bang 2.3. Thong s6 chi s6 nén CI dic trung cho dic tinh tron chay.

STT Chi s6 nén CI DPac tinh tron chay
1 <10 Rt t6t
2 11-15 Tot
3 16 - 20 Kha
4 21-25 Tron chay dugc
5 26 -31 Kém tron chay
6 32-37 Rét kém
7 >38 Rét, rat kém

- Ham lugng phenolic (theo phuong phdp ciia Moon va cong su, 2010) [93].

- Tinh hit am: cho khoang 2 g mau bot sy phun vao dia petri, bio quan trong
binh hat 4m & 25°C va d6 4m tuong ddi 75,29% (tao ra béng dung dich NaCl bao
hoa). Sau 7 ngay, xac dinh lai khdi luong cac mau bot. Tinh hit 4m ciia bot duoc bidu
thi bang s6 gam nudc hip thu trén 100 g chit ran kho. Mdi mau tién hanh 3 1an [94].

- Hiéu suat (HS) thu hdi phenolic va hiéu sudt phun sdy (HSPS): 1a ty 18 (%)
ham luong phenolic hoic khdi luong san pham thu dugc so voi 1y thuyét.

- Xac dinh d6 hoa tan (WSI) cta bot :

100 mg mau duge tréon voi 10 ml nude cat va hdn hop duge khudy trong may
khudy tir trong 2-5 phut. Sau d6, dung dich duoc ly tim & 3000 vong trong 10 pht. 1
ml dich sau khi ly tdm dugc chuyén sang dia petri di duoc cin trude va sdy kho &
105°C cho dén khi dat duge khbi lugng khong ddi. Pd hoa tan duoc tinh béng ty 1€
giita khéi lwong chat kho trong dich hoa tan va khéi luong mau ban dau [95].

- Phan tich vi sinh: Xac dinh tong sd vi sinh vat hiéu khi, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus va tong sb6 bao tir nAm men — ndm méc theo TCVN 5287:1994.
2.2.4. San xuit bot hoa tan Helicteres isora L
2.2.4.1. Quy trinh sin xudt bét hoa tan Helicteres isora L Quy trinh san
xuét bot hoa tan duoc xay dung dua trén cac diéu kién chiét xuat da khao sat, chon lua
trong diéu kién phong thi nghiém. Céc thong s6 quy trinh dugc diéu chinh dé phu hop
v6i quy md 16n hon.
2.2.4.2. Xdy duwng tiéu chudn co sé bot hoa tan Helicteres isora L

Kiém nghiém 3 16 bot hoa tan Helecteris isora L
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Po Am

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.6.

Tro toan phan

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.8, phwong phép 1.

Tro khong tan trong acid

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.7, phwong phép 1.

Kim loai nang

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 9.4.8.

Gi6i han nhiém khuan

Tién hanh theo DDVN V, phu luc 13.6.

Dinh tinh

Phuong phap SKLM

Ban mong: Silica gel F254

Dung méi khai trién: Cloroform - Acid acetic (9:1).

Dung dich thu: Can khoang 0,5 g hoa tan, thém 10 mL methanol (TT), si€u am
10 phut, loc. Léiy dich loc lam dung dich thu.

Dung dich doi chiéu: Hoa tan chit dbi chiéu trong methanol (TT) dé duoc dung
dich c6 nong do khoang 0,2 mg/mL.

Tién hanh: Cham riéng biét 1én ban méng 25 uL mdi dung dich trén. Tién hanh
trién khai sic ky dén khi dung moéi di duoc khoang 10 cm. Lay ban mong ra, dé kho ¢
nhiét d§ phong. Quan sat ban mong dudi anh sang tir ngoai & budc song 254 nm va
365 nm. Sau d6, phun dung dich acid sulfuric 10% trong ethanol (TT), sy kho & 105
°C cho dén khi hién rd vét. Trén sac ky d6, dung dich thir phai c6 vét cling mau sic va
gia tri Rf v4i vét cta chét dbi chiéu.

Dinh lwgng

Theo phuong phép xac dinh ham lugng phenolic (theo phuong phap cua Moon
va cong su, 2010) [93].
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. XAy dung tiéu chuin cho chi tiéu dic diém thwe vt hoc kiém nghiém dwoc

liéu

3.1.1. Xay dung tiéu chuén cho chi tiéu dic diém thuc vat hoc
3.1.1.1. Pic diém hinh thdi

P ol 2 = - ol

«

LY

Hinh 3.1: Hinh than, 14, hoa, qua cta cay Helicteres isora L
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Than cay Helicteres isora L. c6 mau xanh nau ¢ than gia, bé mit xu xi va tiét
dién gan tron, trong khi canh non c¢6 mau xanh lyc, bao phil béi nhidu 16ng. Nhiing
dic diém nay khong chi gitup cdy ting cuong kha ning thich nghi véi diéu kién moi
truong kho han ma con gitip bao v¢ than khoi sy tan cong cua sau bénh va vi khuan.

L6p vo than xu xi va mau xanh nau ¢ than gia cho thiy sy hinh thanh ctia mé
ban day, dong vai trd bao vé than khoi su mat nude, giam thiéu su bdc hoi va tao 16p
rao chin chdng lai cic tac nhan ngoai canh nhu vi khuan, ndm va con trung gy hai.
Piéu nay dic biét quan trong d6i voi cay moc trong diéu kién thé nhudng kho cin
hodc vung ban kho han.

Hoa nho c6 3 canh mau cam, nhyy c6 mau xanh vuon dai, hoa moc ¢ gifra
cubng 14 va canh,

Qua luc non mau xanh hinh tru xodn tron dudng kinh lem, dai khoang Scm,
qua chuyén mau nau khi gia.

O canh non, su xuét hién cua nhiéu 16ng min mau xanh luc 12 mot dac diém
quan trong gitp cdy giam sy thoat hoi nuéc qua biéu bi, duy tri d6 am can thiét cho
qua trinh sinh trudng. Long trén bé mit canh cling c6 thé giup han ché su xAm nhap
ctia vi khuan va con trung, dong vai tro nhu mot co ché bao vé tu nhién.

Tiét dién than gan tron gitp toi vu hoa kha nang van chuyén nude va chat dinh
dudng tir 1& 1én 14, dam bao cay c6 thé duy tri cac hoat dong sinh 1y ngay ca khi gip
diéu kién bét loi vé méi truong.

La cay Helicteres isora L. 1a 14 don, moc so le, hinh trimg, c¢6 chiéu dai tir 0-
18cm, rong 5-10 cm, 14 trudng thanh tr 10cm trd 1€n, rdng Scm trd 1€n, mot kiéu sép
xép gitp cdy toi vu hoa kha ning tiép nhan anh sang mit troi, tranh hién tuong che
khuét 13n nhau gitta cac 14, tir 46 ting hiéu suat quang hop.

Phién 14 c6 hinh tring hodc hinh bau duc, dau ti, véi mau xanh luc ¢ ca hai
mat. Pay 1a dic diém quan trong giup 14 hip thu 4nh sang hiéu qua, nhd vao ham
lugng diép luc cao, gop phan vao qué trinh tong hop chat dinh dudng cho cay.

Mot trong nhitng dic diém ndi bat cua 1a cay Helicteres isora L. 1a mép 14 ¢
khia ring nhon khong déu nhau. Cu triic mép 14 ndy mang lai nhiéu loi ich sinh hoc:

o Tang dién tich bé mit 14, giup ting cuong sy trao doi khi va thoat hoi nudc, tir
d6 diéu chinh nhiét d6 cta 14 va duy tri cin bang nudc trong cay.

« Giam lyc can cia gio, gitp 14 tranh bi rach hodc ton thuong khi c6 gié manh,
dic biét trong diéu kién méi truong kho can.

o Cai thién hiéu qua quang hop bang cach diéu chinh goc tiép xtc anh sang gitta
phién 14 va mit troi, ting cuong sy hdp thu 4nh sang & nhitng mirc do khac

nhau trong ngay.
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Péng cha y, bé mit 1a ¢6 nhiéu 16ng & ca hai mat, giup cdy giam sy mét nude
trong diéu kién thoi tiét kho han. Cac 16ng nay tao thanh mot 16p bao vé tu nhién,
giup:

« Ngin chan sy thoat hoi nudc qua mire, duy tri dd 4m cho 14 ngay ca trong diéu
kién nhiét d0 cao.

« Bao vé 14 khoi su tin cong cta con tring va vi khuan, giam thiéu nguy co
nhiém bénh tir mdi trudng.

« Phan xa mot phan anh sang mat troi, giup 14 tranh bi qua nhiét khi tiép xuc truc
tiép voi 4nh sang manh.

TP AT

Hinh 3.2. Hinh thai than va 14 cay Helicteres isora L.
3.1.1.2. Diic diém vi phiu thin
Than: Vi phiu than hinh gan tron. Biéu bi gdm 1 16p, té bao hinh chir nhat, kich
thude khong déu. Long che chd rat nhiéu, don bao riéng 1é hodc chum lai thanh chum
hinh sao nam ngoai biéu bi. Long tiét nam rai rac, c6 chan don bao hay da bao 1 day,
dau da bao. M6 day goc gdm 5-7 16p, té bao hinh da gidc, ¢ kich thudc khong déu.

M6 mém vo c6 dao, ngoai cuing 2-3 16p, té bao hinh chir nhat bi bién dang xep xudng,



54

kich thudc khong déu, vét tich s& xuét hién cua tang phat sinh ban lyc bi, ké dén 2-3
16p, té bao hinh bau duc xép 16n xon. Noi bi khong rd. Tru bi hda mé cing hop thanh
timg dam nam twong tng véi libe 1 & dudi. Libe két tang gom libe 1, soi libe, libe 2.
Libe két tang ty lai thanh dam 3-5 bo, tao thanh 1 vong rat dic biét, giita cac bo libe
két ting 1a m6 mém hinh chit nhat, to nho khong déu, xép diy xuyén tam. Libe 1 té
bao hinh da giac, vach cellulose hoi udn lugn, kich thudc nhé va khong déu, xép 16n
x6n thanh timg cum. Soi té bao hinh da giac, kich thudc nho, xép thanh timg cum nho
trong libe. Libe 2 gdm 5-7 16p, té bao hinh chir nhat hay hinh da giac, vach cellulose
hoi ubn lugn, xép day xuyén tdm. Tinh thé canxi oxalat hinh cau gai nhé nam rai rac
trong ving libe 1 va soi libe. Vung g day bang vung libe két ting. Mach gd 2 hinh da
giac, kich thude to va khong déu, xép 16n xon trong ving mé mém gb 2; md mém gb
2 nhiéu 16p, té bao hinh da giac, vach tim gd, kich thuéc khong déu, xép diy xuyén
tAm v&i libe 2. Tia tay 1-2 ddy, té bao hinh da giac thudn, kich thude khong déu, xép
day xuyén tam. G0 1 phan bd déu, mdi bo co 2-4 mach, mach g5 1 hinh da gidc; mo
mém gd 1 té bao hinh da giac, vach cellulose hay tam gd, kich thudc khong déu, xép
1on xon quanh mach g5 1. M6 mém tuy cé dao, nhiéu 16p, té bao hinh da giac, kich
thudc to dan tir ngoai vao trong, xép 16n x0n, ving mé mém tay co it calci oxalat hinh
cau gai.

< Long che ché&

Léng tiét

Biéu bi
M6 mém vo

Tru bi héa mé cirng

Libe két ting
Libe 2

G6 2

Gé1

M6 mém tay

Hinh 3.3. Vi phau than Helicteres isora L.



~

- L

PR
4

N ~
Canxi oxalat cau gai

WG M
N L0
e s

A

Long che ché |
hinh sao

Se¢ii tru bi

Libe 1

Soii libe

Hinh 3.4. Dic diém chi tiét than Helicteres isora L.
3.1.1.3. Pdc diém vi phéu ld
Gan giita: Gan c6 2 mit 16i, mat dudi 16i nhidu hon mit trén. Biéu bi trén va

biéu bi dudi gom 1 16p, té bao hinh da giac, vach cellulose, kich thudc khong déu, co
rat nhiéu 16ng che chd va rai rac 16ng tiét. Long che ché don bao riéng 1¢ hodc chum
lai thanh chum hinh sao. Long tiét chan don bao, hay da bao 1 diy, dau da bao. Mo
day tron trén 3-5 16p va mé day tron dudi 2-4 19p, té bao hinh da giac, nhing 16p té
bao gan biéu bi ¢o kich thudc nhé hon. Mé6 mém hinh da gidc gdm 3-6 16p té bao dudi
mo day trén va gdm 3-8 16p té bao trén mo day dudi, mé mém 14 nhiing té bao kich
thudc khong déu. B dan hinh vong cung, gb & trén, libe & dudi. Mach gd hinh da
giac, xép thanh diy 3-5 mach va to dan tir trén xuéng dudi. M6 mém gb té bao hinh da
giac, vach cellulose, kich thudc khong déu, xép thanh 1-3 diy nam xen ké& cac diy
mach gd. Libe té bao hinh da giac, vach cellulose hoi udn luon, kich thude nho va
khong déu, xép 16n xon. Trong ving libe co it tinh thé calci oxalat hinh cau gai nho.

Phia trén b dan hinh vong cung c6 2 bo dan nho, libe trén, gb dudi. Xung quanh bd
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dan hinh vong cung 13 nhitng té bao mé mém, thinh thoang c6 dao va khuyét. Phia
trén 2 b6 dan nho co 1 khuyét.

Phién ld: Biéu bi trén va biéu bi dudi 1 10p, té bao hinh da giac, kich thudc
khong déu, biéu bi trén to hon biéu bi dudi, mang rat nhiéu 16ng che chd va rai rac cac
long tiét giong nhu & phan gan gitra. M6 mém giau 2 16p & trén. Mo mém khuyét &
phia dudi. Phan phién 14 mang nhiéu luc lap.

=

Léng che ché
Biéu bi trén
Léng tiét
Phién I&

M0 day tron trén

B6 dan nhd

B6 dan hinh vong cung

L6 khuyét

M6 mém

M6 day tron dudi
Biéu bi duéi

Biéu bi trén
M6 mém giau
M6 mém khuyét

Bi€u bi du¢i

Hinh 3.6. Dac diém gan gitra va phién l1a an xoa
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Léng che ch&

A

Biéu bi

M6 day tron
Hinh b 3.7.
ibe
Vi phau Gd
cudng 1a

TE& bao tiét chat nhay

Helicteres isora L.
Cuong ld: Vi phau hinh bau duc. Biéu bi té bao hinh da giac, kich thudc khong déu,
mang nhiéu 10ng che chd va rai rac cac 10ng tiét giong nhu & phan gan gitta. Mo day
tron g(‘A)m 6-8 16p, té bao hinh da giac, kich thudc khong déu, xép 16n x6n. M6 mém
dao nhiéu 16p, té bao hinh da giac, kich thuéc khong déu, Xép 1on xon. Vung md mém
rai rac cac té bao tiét chat nhay va tinh thé canxi oxalat hinh cau gai nho. Vong libe gd
khong lién tuc, tu thanh timg bé, libe & ngoai, gb ¢ trong. Mach gd hinh da giac, xép
thanh ddy 4-6 mach va to dan tir trén xudng dudi. Libe té bao hinh da giac, vach hoi
udn luon, kich thude nho va khong déu, xép 16n xon.

~ ' ~ 2
Long tiét . Long che ch&

Té& bao tiét
chat nhay
Canxi oxalat
hinh khéoi

Hinh 3.8. Dic diém chi tiét cudng 1a Helicteres isora L.
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3.1.1.3. Dic diém bt dwoe ligu

Mau bot

Helicteres isora

B6 so1 kém calci

oxalat

Mach vach Mach xoan Mach vong Mach vach, manh
mo mém

Hinh 3.10. Pic diém chi tiét bot dwoc liéu



Hinh 3.9. Mau bét duoc liéu Helicteres isora L.

Bot duoc licu Helicteres isora L.c6 mau vang nau nhat, co nhiéu xo va khong
mui.

Quan sat dudi kinh hién vi, vat kinh 10X, 40X gdom cic céu tir: Long che chd
don bao, 16ng che chd don bao tir lai hinh sao, 16ng tiét, rat nhiéu soi c6 vach day, bé
soi, calci oxalat hinh cau gai, manh mo mém, cac manh mach: mach chidm, mach
mang, mach vach, mach vong, mach X04n.

Vay, dac diém vi phau than, 14 va cuéng 14 ctia mau Helicteres isora L dién
hinh cho ciu tao giai phau cua thuc vat bac cao thudc 16p Ngoc Lan. Mau bot duge
liéu Helicteres isora L. phi hop véi ddc diém vi phau da khao sat.

3.1.2. Thir tinh khiét
% Mait khdi lwong do 1am khd

Mit khdi lwong do lam khé (ham luwong am) ciia nguyén lidu nén dugc kiém
soat dudi mic quy dinh dé ngan ngira tinh trang phan huy ctia hoat chét ciing nhu
nhiing thay d6i hoa hoc bén trong cao va sy phat trién cua vi sinh vat.

Két qua mat khéi lwong do 1am khé ciia nguyén liéu dugce trinh bay trong bang 3.1.
Bang 3.1. Két qua mat khoi hrong do lam khd miu nguyén li¢u

Lan thir Khoi hrong miu thir (g) Po am(%)
01 10,00 9,70
02 10,02 9,50
03 10,00 9,70
TB 9,63 +0,12
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Ham am ciia nguyén liéu duoc xac dinh 1a 9,63%. Nhu vay mirc chat luong dé

nghi cho chi tiéu mat khdi lugng do 1am kho 1a khong qua 13%.
% Tro toan phin

Ti 1& tro ctia bot nguyén liéu thuong duoc ding dé danh gia chat luong va do
tinh khiét cling nhu gitip dinh danh nguyén liéu. Tro chira nhiing géc vo co nhu
phosphat, carbonat va mudi silicat ctia natri, kali, magnesium, calci... nhitng chat nay
tdn tai trong cao vo1 mot ham lugng nhat dinh. Bén canh do, ti 1¢ tro cling thuong
dugc st dung dé xac dinh su c6 mat cia nhiing phan tir vo co la dugc xem nhu 1a tap
chat. Vi vay, viéc dinh lugng céc loai tro khac nhau trong viéc tiéu chuan hoéa nguyén
lidu 14 can thiét. Két qua xac dinh tro toan phan dugc trinh bay trong bang 3.2.

Bang 3.2. Két qua tro toan phan nguyén liéu

Tro toan phin Lan 1 Lan 2 Lan 3
% 8,33 8,64 8,91
TB 8,63%

Ham lugng tro bot nguyén liéu dugc xac dinh 8,63%. Nhu vay mic chat luong
dé nghi cho chi tiéu tro toan phan 1a khong qua 10%.

% Tro khong tan trong acid
Bang 3.3. Két qua tro khong tan trong acid

Lan thir | Khoi lwrgng miu thir Khdi lwong miu Tro khong tan
(2) sau nung (g) trong acid (%)
01 1,04 0,04 3,85
02 1,15 0,04 3,48
03 1,07 0,05 4,67
TB 4,00+ 0,61

Ham lugng tro khong tan trong acid bot nguyén li¢u dugc xac dinh 4,00%. Nhu
vay murc chit luong dé nghi cho chi tiéu tro toan phan 13 khéng qua 5%.
< Xdc dinh tap chit 1in trong dwoc liéu
Phan tram tap chit co trong nguyén liéu dugc xac dinh 1a 0,83%. Nhu vay mic

chat lugng dé nghi cho chi tiéu phan trim tap chat trong nguyén liéu 1a khong qué 1%.
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Bang 3.4. Két qua tap chit ln trong duoc ligu

Lan | Khdilwong miu thir | Khoi lwong tap chat Két qua (%)
thir (2 (8
1 100,741 0,752 0,75
2 100,893 0,811 0,8
3 100,012 0,938 0,94
TB 0,83
< Chit chiét dwoc trong dwgrc lidu
Bang 3.5. Chit chiét dwoc trong dwoc liéu
Lan Khoi lwong miu thir | Khdi lwgng cin thu Chat chiét dwoc trong
thir (2) dugce(g) duge liéu (%)
01 2,07 0,29 14,01
02 2,01 0,31 15,42
03 2,03 0,32 15,76
TB 15,06 + 0,93

Chét chiét duoc trong dugc li¢u dugc xac dinh 1a 15,06%. Nhu vay mic chét

luong dé nghi cho chi tiéu chat chiét duoc trong dugc li¢u 1a khong it hon 10%.

** Ham lugng kim loai ning

Ham lugng Pb, Cd, As, Hg trong nguyén li¢u trong ngudng cho phép (nho hon
20 phan triéu), do d6 bot nguyén liéu Helicteres isora L. dat giéi han kim loai ning.
< Duw lwgng thudc bao vé thue vat
Két qua kiém tra du luong thude bao vé thuc vat trong duoc liéu dugc phan tich
duoc thuc hién o tam Ki
thuat Tiéu chuan Po ludng Chat lugng 3 (QUATEST 3) thé hién & Bang 3.6.

trung
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Bang 3.6. Két qua phan tich du lwong thudc bio vé thue vat

v gen Phwong phap Gioi han Keét qua thi
STT Chi tieu thur phat hién nghiém
| Ham luong thude EN 15662:2018 0.01 Dudéi ngudng
BVTYV lan (mg/kg) (GC/MSMS) ’ phat hién
, gffr;\lfué”;i;ﬁ;‘; EN 15562:2018 001 Dusi ngudng
(mg/ke) | (LC/MSMS) phat hién
Ham lugng thudc Dudi ngudng
3 BVTV clo hitu co EN 15562:2018 0,01 R
phat hién
(mg/kg)
4 Ham lugng thudc EN 15662:2018 0.01 Dudéi ngudng
BVTYV cuc (mg/kg) (GC/MSMS) ’ phat hién
5 Ham luong thude trir QTTN/KTS3 0.01 Dudéi ngudng
co (mg/kg) 079:2018 ’ phat hién
Ham luong thude QTTN/KT3
BVTV (mg/kg) 059:2018
QTTN/KTS3 Dudéi ngudng
6 265:2020 0,0025-0,2 phat hién
QTTN/KT3
274:2020
7 Ham lugng phthalate QTTN/KTS3 0.5 Dudéi ngudng
(mg/kg) 076:2018 ’ phat hién
Ham luong
2 Polychlorinatedq QTTN/KTS3 )5 Duéi ngudng
biphenyls (PCBs0 tong 263:2020 ’ phat hién
(ng/kg)
9 Ham luong polycyclic QTTN/KT3 0.6 Duéi ngudng
aromatic hydrocarbons 264:2020 ’ phat hién
9 Ham lugng bromua vo TCVN 8425- 3 Dudi ngudng
co (mg/kg) 2:2010 phat hién

Trong nguyén liéu khong phat hién du luong thude bao vé thuc vat, do do dat

giéi han du lugng thude bao vé thuc vat.
3.1.3. Dinh tinh

p-coumaric acid dugc danh gia 1a c6 hoat tinh bao v¢ gan chong lai cac hoa

chat doc hai khac nhau, nhu acetaminophen, ethanol, va fipronil [96]. Sy hi¢n dién

cua p-coumaric acid trong dugc li€u an xoa (Helicteres isora L.)cling da dugc chirng

minh bang phuong phap LC-MS DAD (Két qua cua Dy 4n Phat trién thuwong mai san

pham thyc pham bao vé stc khoé chita cao chiét ciy an xoa (Helicteres isora L.) hd
trg bao vé gan — Ma s6: UDPTSPTM 02/22-23 — Cha nhiém ThS. Lé Nguyén Ta

Linh). Vi vay, p-coumaric acid dugc lga chon lam chat marker cho duoc liéu nay.
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Séc ky 16p mong dugc thuc hién trén Silica gel 60 Fass. Dung méi khai trién 1a
toluene-acetonitrile-formic acid (70:30:1). Thudc thir 13 vanillin-acid sulfuric 10 %
trong ethanol (TT), sdy ban méng & 105°C cho t6i khi hién rd vét. Quan sat dudi dnh
sang thuong va dudi anh sang tir ngoai budc song 366 nm.

Két qua sic ky 16p mong cho thay trén sic ky do cia dung dich thir ¢ vét co
cing mau sic va gia tri Rf voi vét clia p-coumaric acid trén sic ky dd cua dung dich

chat dbi chiéu. Chimg to trong bot duogc liéu cé chira p-coumaric acid.

C M C M
Hinh 3.11. Hinh anh sic ky 16p mong cua dich ly trich bot duoc lidu dudi anh sang
thuong (A) va anh sang tir ngoai 366 nm (B)
Chu thich: C. p-coumaric acid, M. Dich ly trich Helicteres isora L.

3.1.4. Pinh lwong chit ddi chiéu bang phwong phap HPLC
3.14.1.  Khdo sdt diéu kién phan tich bang HPLC
Ké thira quy trinh xtr Iy mau thir dinh luong p-coumaric acid cia Ramadoss va
cs. (2015) [97], tién hanh chuén bi mau thir dinh lugng p-coumaric acid. Bot cdy an
xoa (Helicteres isora L) duoc chiét kiét vi dung moi ethanol 70% bang phuong phap
ngam dam, dong nhit dich loc, tién hanh c6 quay va sdy kho 50°C dén khéi luong
khong dbi.
Lua chon dung moéi pha dong, cot sdc ky va nhiét do cot, tde do dong phu hop:
dua vao tai liéu nghién ctru da dugc cong bd, pha dong acetonitril - nudc du kién duoc

chon véi chuong trinh isoratic.
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Chon budc séng phat hién: dua vao phd hap thu UV cua chat ddi chiéu dé chon
budc song phat hién, thudng 1 budc song & cuc dai hip thu. Diéu kién sic ky duoc
thuc hién véi dung dich p-coumaric acid c¢6 ndng do 20 pg/ml. Toc do dong 1a 1
ml/phit. St dung dau do DAD dé quét phd trong dai budc song 190 - 800 nm, két qua
cho théy mau c6 do hép thu cuc dai tai bude song 310 nm.

Dung dich thir: Dich chiét thu duoc tir quy trinh xt Iy mau da xay dung, duoc loc
qua mang loc 0,22 pum. Dung dich thu duoc tién hanh phén tich bang phuong phap
HPLC.

Dung dich chudn: Dung dich chat ddi chiéu v6i nong do khoang 5-200 ppm, loc
qua mang loc 0,22 pm. Tién hanh phan tich dung dich thu dugc biang phuong phap
HPLC.

Khao sat diéu kién pha dong
- Thiét bi: Hé thong UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific, M¥) gdm cac bd
phan chinh: bom bdn kénh, bo phan tiém mau, 16 cot, ddu do DAD va phan mém
Chromeleon Version 7.2.SR4.

- Cot Waters Nova-Pak C18, 150 x 3.9 mm, S/N: T92852R-05.
- Thé tich tiém mau: SpL
- Téc do dong: 1,0 mL/phut

- Chuong trinh dung moi:

Thoi gian (phut) (H20 0.1% FA(%) MeOH (%)
0 83 17
15 70 30
17 0 100
25 0 100

Két qua cho thiy tai diéu kién pha dong khao sat xudt hién peak chuan p-
coumaric acid. Hién tuong kéo dudi cta peak co thé 13 do thé tich tiém miu qua 16n
nén chwa phi hop. Giam thé tich tiém mau tir 20, 15, 10 va 5 pl. Két qua cho thdy, &
thé tich tiém miu 10 ul, peak can xtng hon va ti 1¢ dién tich peak/ndng d6 ciing nhu

ty 1& chiéu cao/ndng do cao nhét.
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Calibration Plot
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Hinh 3.13. Sic ki @ miu cao chiét Helicteres isora L

Hién nay, phuong phap sic ky 1ong hiéu ning cao dang dugc ung dung dung
rong rai trong cac quy trinh dinh tinh, thir d§ tinh khiét va dinh luong cac chat. HPLC
c6 cac wu diém 1a do chinh x4c cao, 6n dinh, d& thuc hién, nhay véi cac ndng do nho.
Phuong phép dinh lwong p-coumaric acid bang hé thong HPLC - DAD c6 nhiing wu
diém noi bat cua ca phuong phap HPLC va phuong phap do d6 hap thy UV-Vis dem
lai: c6 kha nang tach cac chét ra hoan toan nén tinh dic hiéu cao, c6 kha nang kiém tra
d6 tinh khiét ciia mau, d6 chinh xac cao va nhay véi cac nong d6 nho. Bén canh do,
phuong phap ciing ¢6 mot s nhuoc diém nhu hé dung moi dét tién, cin mot hé thong
may moéc hién dai. Trong sic ky 1ong hiéu ning cao thi mot s6 dai luong sau can luu
¥. Thoi gian luu tR 13 thoi gian tinh tir khi chat duoc tiém vao hé théng sac ky dén khi
phat hién & nong d6 cuc dai. Thong thuong thoi gian sic ky thuong gap doi thoi gian
Iwu. Hé s6 dung lugng k> can nam trong khoang t6i wu 1< k’ < 8 can cir vao pha tinh,
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pha dong,...H¢ s6 As cho biét mirc do can ddi cua pic va thuong nam trong khoang
0,9 - 2,5 pic cang can ddi thi hiéu luc tach cua cot cang tot.

Phuong phép sir dung cot sic ky pha dao. Pha dong st dung dung méi c6 do
phéan cuc cao la methanol va acid formic 0,1%, chuong trinh gradient, dién tich peak
va chiéu cao peak duoc toi wu hod. Acid formic dugc thém c6 tac dung chuyén p-
coumaric acid dang ion hoa vé dang khong bi ion hoa nham giam hién tugng kéo dudi
& pic. Cac thé tich tiém mau da khao sat 1a 20, 15, 10 va 5 pl. Két qua cho thay &
nhitng thé tich nhu 15 va 20 pl, peak co6 hién twong kéo dudi c6 thé 1a do thé tich tiém
qua 16n nén luong p-coumaric acid di qua dau do khong 6n dinh theo thoi gian. O thé
tich tiém 5 pl, chiéu cao va dién tich pic nho nén sai s6 & nhitng nong do6 thap s& cao
va LOD, LOQ cua phuong phap sé& thap. Két qua cho thay, tai thé tich tiém méu 10 pl
dién tich pic va chiéu cao pic la t6i vu nhat. Lya chon cai dit dau do DAD tai budc
song c6 do hép thu cuc dai 310 nm. Tai budc séng do, do hép thu c6 gia tri 1on nhét
lam cho phuong phap d6 chinh xac cao hon.

3.1.4.2.  Pinh lwong chit doi chiéu bang phwong phdp HPLC
> Khio sat dung moi chiét
Thi nghiém duoc tién hanh véi cac dung moi methanol 100%, ethanol 96% va
ethanol 70%, ethanol 50%. Két qua ham luong p-coumaric acid dugc thé hién & bang
3.7
Bang 3.7. Anh huéng ciia dung méi 1én ham lwong p-coumaric acid

. Methanol Ethanol Ethanol Ethanol
Dung moi
96% 96% 70% 50%
p-coumaric acid 0,0014° + 0,0009°+ | 0,00212+ | 0,0015"+
(mg/g nguyén liéu) 0,0003 0,0002 0,0005 0,0005

Moi gid tri trong bdng la Mean + SD; n=3. S6 liéu dwoc phan tich boi kiém dinh LSD,
a,b: Khac biét co y nghia voi p<0,05

Ham luong p-coumaric acid thay d6i d6i véi timg dung méi khac nhau, trong
d6 ham lugng p-coumaric acid cao nhat khi chiét voi dung méi ethanol 70% (0,0021 +
0,0005 mg/g).

Nong do ethanol c6 anh huéng dang ké dén kha nang trich ly p-coumaric acid
tir Helicteres isora L.. Nhu duoc thé hién trong Bang 1, ham lugng p-coumaric acid
dat toi da twong ng v&i ndong do ethanol 70% (v/v) va lai giam xudng c6 y nghia (p
<0,05) khi tiép tuc ting ndng do ethanol dén 100%. Su khac biét nay 1a boi vi cac
nhém chat khac nhau s& c¢6 ciu trac khac nhau va do phan cuc khac nhau, nén mdi
nhom chét s& dugc ly trich tot khi sir dung mot hé dung méi cé6 d6 phan cuc phu hop.
Niam 2012, Huang va cs. ciing sir dung ethanol 70% dé ly trich bot kho toan cay H.



67

angustifolia (thu hai & Trung Qudc), hiéu sudt chiét dat 2,5% [98]. Qua kho Helicteres
isora L. thu hai & An D9, ngam dam véi methanol 50%, hiéu suét chiét dat 23,2%
[54]. Vo than H. Helicteres isora L.tir An D6 chiét bang ngdm dam véi nudc hiéu suat
chiét 1a 18,5% [47]. L4 khod Helicteres isora L. (thu hai tai Brazil) duoc ly trich véi
ethanol 70% bang phuong phap ngam dam vdi ti 16 mau/dung moi 1:10 (w/v) trong 7
ngay, hiéu suat ly trich 1a 10% [98].

Tir két qua trén, ndng d6 dung moi t6i uu nhét cho qua trinh chiét xuat cac hop
chat tir Helicteres isora L. 1a dung mdi ethanol 70%, két qua nay s& duogc sir dung dé
khao sat & cac thi nghiém tiép theo.

> Khio sat thoi gian chiét

Thi nghiém dugc tién hanh véi thoi gian chiét 1 gio, 2 gid, 3 gid, phuong phap

ngam dam nhiét d6 phong. Két qua khao sat thoi gian chiét duoc thé hién & Bang 3.8.
Bang 3.8. Anh huéng ciia thoi gian ly trich 1én ham lwong p-coumaric acid

Thoi gian 30 phut 1 giov 2 gior 3 gio
p-coumaric acid 0,0016°+ 0,00212+ 0,00222 + 0,002+
(mg/g nguyén 0,0005 0,0005 0,0002 0,0005

ligu)

MGoi gid tri trong bdang la Mean + SD; n=3

Két qua cho thay sau 1 gid ngdm dam, ham luong p-coumaric acid da dugc dat
t6i wu. Sau 2 va 3 gio ngdm dam, ham luong p-coumaric acid ting khong dang ké va
khac biét khong co y nghia thong ké so véi nghiém thirc 1 gio. Thoi gian trich ly ting
lam hiéu suét thu hoi ting lam ting sy tiép xfic cua nguyén lidu véi dung moi. Tuy
nhién, néu thoi gian trich ly qua dai thi hiéu suat thu hdi cac chat s& khong ting thém
dang ké. Dura vao két qua bang 2, chon thoi gian chiét 1a 1 gio.

> Khao sat dung mdi hoa tan cin

Thi nghiém dugc tién hanh véi 3 dung mo6i methanol 50%, methanol 30% va
methanol 10%. Cao chiét duoc hoa tan 1an luot véi 3 loai dung moi. Két qua khao sat
dung méi hoa tan cin thé hién trong bang 3.9.

Bang 3.9. Anh hwéng ciia ndng dé dung méi hoa tan cin 1én 1én ham lwong
p-coumaric acid

Dung méi Methanol Methanol Methanol Nuwéc
50% 30% 10%
p-coumaric acid 0,00212+ 0,0022 + 0,00212 + 0,0008° +
(mg/g nguyén 0,0005 0,0005 0,0005 0,0002
li¢u)

MGoi gid tri trong bdng la Mean + SD; n=3
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Két qua cho thay khong c6 su khac biét vé ham luong p-coumaric acid trong
dich hoa tan cin bang methanol véi cac ndng d6 khac nhau, xét trén yéu t6 vé kinh té
ching t61 lya chon methanol 10% la dung moi hoa tan can.

> Khio sat ti 1¢ dung mdi hoa tan cin

Cao chiét thu dugc tir 1g nguyén liéu chiét kiét duoc hoa tan 1an lugt véi 10 ml
va 25ml dung moi ethanol 70%. Ham lugng p-coumaric acid trong dich hoa tan dugc
thé hién & bang 3.10.

Biang 3.10. Khio sat anh hwéng ciia ti 1¢ dung méi hoa tan cin

Ti 1€ dung moi hoa tan 10ml 25ml 30ml
cin
p-coumaric acid (mg/g) | 0,0021°+0,0002 | 0,0041%+ 0,0005 | 0,0042% £ 0,0002

Moi gid tri trong bang la Mean + SD; n=3. S6 liéu dwoc phdn tich boi kiém dinh t-test

Tir két qua trén c6 thé thiy khi ting luong dung méi hoa tan cin tir 1g nguyén
liéu 1én 25ml, ham luong p-coumaric acid ting 1én dang ké, khac biét c6 y nghia
thong ké so v&i nghiém thirc st dung luong dung moi 10ml dé hoa tan can. Vi thé tir
két qua nay, ti 1&6 nguyén liéu va dung méi 1a 1:25 s& dugc chon dé thyuc hién thi
nghiém tiép theo.

3.1.5. Tham dinh quy trinh dinh lwong

Khao sat diéu kién sic ky
- Thiét bi: Hé théng UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific, M¥) gdm cac bd
phan chinh: bom bon kénh, bod phan tiém mau, 1o cot, dau do DAD va phﬁn mém
Chromeleon Version 7.2.SR4.
- Cot Waters Nova-Pak C18, 150 x 3.9 mm, S/N: T92852R-05.
- Thé tich tiém mau: SpL
- Téc d6 dong: 1,0 mL/phut

- Chuong trinh dung moi:

Thoi gian (phit) (H20 0.1% FA(%) MeOH (%)
0 83 17
15 70 30
17 0 100
25 0 100
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Tinh twong thich hé thong

Thtr nghi¢m tinh tuong thich hé théng duoc thuc hién v6i mét lan tiém dung
dich cao Helicteres isora L. dudi diéu kién sic ky da thiét 1ap. Két qua cho thay s6 dia
ly thuyét dat 12434, phan anh kha ning tach tot ctia hé thdng. Hé sb bat ddi cua pic 1a
1,0 cho thy pic c¢6 hinh dang ddi xtmg. Nhitng thong sb ndy cho thdy hé thong dat
yéu cau dé tién hanh phan tich p-coumaric acid.

Tham dinh phwong phap HPLC

* D¢ dac hi¢u

Duya vao thoi gian luu, dién tich cia peak p-coumaric acid thu dugc cia dung
dich chuan, mau thtr va mau thir thém chuén, két hop so sanh véi phd UV cia peak
chuin va miu thr va mau thir thém chuan cho thay peak p-coumaric acid trong mau
thir va mau thir thém chuan co thoi gian lwu 11,32 phat va phdé UV tuong tng voi
peak p-coumaric acid chuan. Dién tich va chiéu cao peak p-coumaric acid ciia miu
thir thém chuan ciing ting 1én so voi trude khi thém chuin vao mau thir. Nhu vay

phuong phap phan tich sic ky trén co tinh dic hiéu cao.

% 1- LINH_SHND #20 LINH_BLANK UV VIS 4
3 2 - LINH_SHND #60 [manually integrated] LINH_CAO AN XOA UV VIS 4
& 3-LINH_SHND #61 [manually integrated] LINH P-COUMARIC ACID UV VIS 4
% 4 - LINH_SHND #65 [manually integrated] LINH_CAO AN XOA + CHUAN UV VIS 4

1| maU

min

Hinh 3.14. Sic ky d6 miu blank, chuin, miu thir va mau thir thém chuén
* Do chinh xac
Do chinh xac duogc khao sat béng su 1dp lai ham lugng p-coumaric acid xac dinh

trén 3 mau chuan véi dicu kién sac ky da chon.
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Bang 3.11. Khio sat @9 chinh xdc ciia phwong phap trén miu chuin

Mau chuén
Lan \
Dién tich pic H?S;/lrl;(gl &
1 85,15 129,90
2 85,47 130,40
3 85,49 130,45
TB 85,37 130,25
SD 0,19 0,31
RSD (%) 0,2 0,2

171 - DINHTIH LC M3
F 2-DINH TINHLCAe2

1 2-DINSH TRGALC-MS
AL

LINK_126 FFM WV_VIE_4 WLt Enm
LN _125FFM_L2 UN_VEE_4WLZ10m

Hinh 3.15. Sic ky dd 3 1an Lip lai cia miu chuén

Két qua phan tich mau chuan cho thay cac thong sé déu dat yéu cau vé do chinh
xac va do 1ap lai (ham lugng trung binh dat 130,25 pg/ml véi %RSD 14 0,2%)
 Tinh tuyén tinh
Két qua su khao sat do tuyén tinh ctua ndng do dung dich p-coumaric acid chudn
theo dién tich peak thu dugc tai budc song 310nm (Hinh 3.15), khoang ndng d6 tuyén
tinh 12 3,91 — 62,5ppm, véi phuong trinh héi quy c6 dang y = 0,6821x + 0,6198, hé sb
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R2=0.9999, cho thiy c6 su twong quan tuyén tinh chit ché giita nong d6 hoat chat véi

dién tich peak dap ting.

50.00

y =0.6821x + 0.6198

R*=0.9999
40.00

30.00

20.00

10.00

0-00 T T T T T T 1
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Hinh 3.16. P6 thi biéu dién méi quan hé giira dién tich peak theo ndng dd
chit chuin

Gia tri LOD, LOQ tinh theo phuong trinh dudng chuan:

LOD = 0,94 ppm.

LOQ = 2,85 ppm.

* D¢ dung

Do dung dugc xac dinh bang ty 16 phuc hdi. Dé khao ty 1& phuc hdi cia quy trinh,
ching t61 tién hanh thém mot lugng chuin nhét dinh vao 3 mau. Sau d6 tién hanh xur
1y theo quy trinh xir Iy mau da chon.

Bang 3.12. Khao sat d¢ ding cua phwong phap

Mau do Cehuin It Cehuin tt Hiéu suat thu hoi (%)
1 10,21 10,42 104,55
2 11,35 11,48 102,27
3 12,48 12,26 96,66
Trung binh 101,16
%RSD 4,01

Két qua cho thiy phuong phap c6 do ding cao (ty 1& phuc hdi 101,16%) véi

RSD 1a 4,01%, phit hop véi yéu cau chung vé dénh gia do ding trong phuong phap

xac dinh ham luong hoat chét trong duoc liéu bé“mg HPLC.




- LINH_SHND #60 [manually integrated]
- LINH_SHND #62 [manually integrated]
- LINH_SHND #64 [manually integrated]
- LINH_SHND #66 [manually integrated]

SN JEST JESEST |
P
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LINH_CAO AN XOA
LINH_CAO AN XOA + 100%
LINH_CAO AN XOA + 80%
LINH_CAO AN XOA + 120%

UV VIS 4
Uv VIS 4
Uv_VIS_4
UV VIS 4

F

min

Hinh 3.17. Sic ky d0 miu cao Helicteres isora L. va cic miu thém 80%, 100%,

120% p-coumaric acid.

3.1.6. Xay dung tiéu chuin kiém nghiém dworc liéu
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Bang 3.13 Két qua tiéu chuin kiém nghiém dwoc liéu

. i Phuwong phap a Két qua
STT | Cac tiéu chi 2 N Yéu cau
kiém nghi¢ém
1 | Hinh thai Quan sat M6 ta dic diém Than ¢6 mau xanh nau, bé
mat xu xi, phién 14 c6 rang
cua, phu logg min, hoa mau
cam, qua xoan van
2 | Viphau Vi phau thuc vat | Chyp hinh anh vi | Than cay hinh tron, c6 16ng
phiu che cho bén ngoai, bén trong
co canxi oxalate cau gai,
phién 14 mang nhiéu luc lap
3 So1 bot Soi bot duoi kinh | Chup hinh anh bdt | Long che chd hinh sao, bd
hién vi duoc lidu so1 kém calci oxalat
4 | Poam DDVN V., phu | Khong qua 13% 9,63%
luc 9.6.
5 | Do tro toan | DDVN V, phu | Khong qua 10% 8,63%
phan luc 9.8, phuong
phap 1
6 | Do tro khong | DDVN V, phu | Khong qua 5% 4,00 £0,61%
tan trong acid | luc 9.7, phuong
phap 1
7 |Ham  luong | Chiét xuat va do | Khong it hon 10% | 15,06 = 0,93%
chat chiét | ham luong
duoc
8 | Giot han kim | DDVN V, phu | Nho hon | Dudi ngudng phat hién
loai ndng luc 9.4.8. 20/1.000.000
9 | Tap chat 1an | DDVN V, phu | Khong qua 1% 0,83%
trong duoc | luc 13.6.
liéu
10 | Pinh tinh Phuong  phap | Sdc ky do hién thi | ¢ vét c6 cung mau sac va
SKLM vét cing mau voi gia tri Rf vdi vét cua p-
) , coumaric acid
dung dich thur
11 |Ham  lugng | Pugc thuc hién ¢ | Gidi han phat hién | Dudi ngudng phat hién
thudc BVTV |Ky thuat Tiéu
(mg/kg) chuan Po ludng
Chat luong 3
(QUATEST 3)

Dua vao két qua cho théy bot duoc liéu dat chuan
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3.2. Cac yéu t6 anh hwéng dén hiéu qua li trich thu nhan cao chiét Helicteres
isora L
3.2.1 Phwong phap chiét
Thi nghiém dugc thuc hién véi 2 nghiém thire, lap lai 3 lan, ¢ dinh dung méi ethanol
70%, thay d6i phuong phap 1i trich.
Biang 3.14. Két qua khao sat phwong phap li trich thu nhin cao chiét Helicteres

isora L.
Phwong phap Hiéu suat Ham luwgng phenolic Ham lugng p-
li trich thu hoi cao tong s6 (mg/g cao chiét) | coumaric acid (ng/g
chiét (%) cao chiét)
Ngam dam 7,42 +£0,05° 221,35+ 3,6° 31,14 £1,15°
Ngam kiét 9,1 +£0,08? 280,87 +4,81% 4391 +1,842

Moi gid tri trong bdang la Mean + SD; n=3. S6 liéu dwoc phan tich boi kiém dinh t-test

Két qua tir bang 3.14 cho thiy phuong phap ngam kiét cho hiéu suét chiét cao
hon phuong phap ngdm dam. Boi vi, trong phuong phép ngam kiét thi dugc lidu ludn
duoc tiép xuc véi dung moi mdéi, ludn tao ra sy chénh 1éch néng dd hoat chit cao nén
trich kiét dugc hoat chat. Ngoai ra ham lugng phenolic va p-coumaric acid tinh trén
khdi lugng cao chiét cho thiy phuong phap ngam kiét cho hiéu qua li trich ham luong
hoat chat tSt hon so v&i phuong phap ngadm dam. Cu thé, ham luong phenolic va p-
coumaric acid thu nhan duoc khi trich ly bang phuong phap ngdm kiét dat 280,87
mg/g cao va 43,91 ug/g cao tuong tmg, khac biét c6 y nghia thdng ké so voi két qua
thu dugc tir phuong phap ngdm dam.

Nhu vay, qua qua trinh khao sat phuong phap li trich thu nhan cao chiét, chung
t6i lya chon phuong phap ngdm kiét dé li trich mau Helicteres isora L. cho nhiing
budc tiép theo.

3.2.2. Nong d¢ dung moi
Thi nghiém dugc thuc hién véi 4 nghiém thirc, lap lai 3 1an, thay doi nong d6 dung
moi, sir dung phuong phap ngam kiét.
Bang 3.15. Anh hwéng nong d9 dung méi anh huéng dén hiéu suat thu nhan hoat chat

Dung moi Hiéu suat thu | Ham lwong phenolic | Ham lwong p-coumaric

hdi cao chiét | tong sé (mg/g cao chiét) | acid (ng/g cao chiét)

Nudc 8,85+ 0,11% 125,17 + 3,09¢ 28,14 £ 1,78°¢
Ethanol 50% | 9,67 + 0,06*% 148,03 +2,15° 35,24 +1,8°
Ethanol 70% | 9,1 +0,07°% 280,87 +4,81? 43,94 + 1,842
Ethanol 96% | 0,94 £ 0,07%% 13,23 +£0,91¢ 2,5+0,13¢

Moi gid tri trong bang la Mean + SD; n=3. S6 liéu dwoc phan tich boi kiém dinh LSD
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Anh huong ctia ndng do dung moi ethanol va nudc dén hiéu suat thu hdi cao
chiét va ham lugng phenolic, p-coumaric acid duoc thé hién trong Bang 3.15.

Nbng d6 ethanol c6 anh huong dang ké dén kha nang trich ly ciia ca phenolic
va p-coumaric acid tir Helicteres isora L., dong thoi chung ciing anh huong dén hiéu
suat thu hoi cao chiét cua Helicteres isora L.. Nhu dugc thé hién trong Bang 3.15,
ham lugng phenolic va p-coumaric acid ting khi ting nong do ethanol, dat tbi da
tuong Gmg voi ndng do ethanol 70% (v/v) va lai giam xudng cd ¥ nghia (p <0,05) khi
tiép tuc ting noéng do ethanol dén 100%. Sy khac biét nay 1a bdi vi cic nhom chat
khéac nhau s& ¢6 ciu trac khac nhau va do phan cuc khac nhau, nén mdi nhom chat s&
dugc ly trich tdt khi st dung mot hé dung moi cd do phan cyc phu hop. Nam 2012,
Huang va cong sy ciing st dung ethanol 70% dé li trich bot kho toan ciy Helicteres
isora L. (thu hai & Trung Qudc), hiéu suat chiét dat 2,5% [98]. Qua khd Helicteres
isora L. thu hai & An Do, ngam dam vé&i methanol 50%, hiéu suét chiét dat 23,2%
[99]. Vo than H. isora L. tit An Do chiét bang ngdm dam véi nude hiéu suat chiét 1a
18,5% [47]. La kho Helicteres isora L. (thu hai tai Brazil) dugc 1i trich voi ethanol
70% bang phuong phap ngdm dam véi ti 16 mau/dung moi 1:10 (w/v) trong 7 ngay,
hiéu suat li trich 1a 10% [100]. Nhiing cong bd nay cé khac biét so vdi két qua chiing
t6i thu nhan dugc. Co thé 1a do mau chung toi st dung 13 phan trén mat dat, khong bao
gom ré va dia diém thu hai ciing khong dong nhat. Tuy timg bd phan khac nhau cia
thuc vat, cling nhu chiu anh huéng cua méi trudng sinh séng khac nhau, dac biét la
thd nhudng ma ham lugng hoat chat ciing khac nhau. Dya vao cac két qua phan tich
trén, nong do ethanol 70% (v/v) duoc lua chon cho budc nghién ctru tiép theo.

3.2.3. Ti I¢ nguyén liéu/ dung méi
Thi nghiém duoc thuc hién véi 5 nghiém thire ti 1€ nguyén li€u/dung méi thay doi,
lap lai 3 1an, c6 dinh dung mdi ethanol 70%, phuong phép li trich ngam kiét.
Bang 3.16. Anh huéng lwong dung méi dén hiéu suat thu nhan hoat chat

Ti 1€ nguyén Ham luong phenolic tong so Ham lwgng p-coumaric
liéu/dung méi (g/ml) (mg/g cao chiét) acid (ng/g cao chiét)
1/5 21,65°+ 1,44 7,83°+ 0,74
1/10 38,519+ 1,54 12,439+ 1,31
1/15 189,48° + 1,81 30,42°+ 1,11
1/20 262,15+ 1,32 38,11°+ 0,68
1/25 275,56* £ 1,54 40,61* + 0,69

Moi gia tri trong bang la Mean £ SD; n=3. S6 liéu duwoc phan tich boi kiém dinh LSD
Anh huéng cua ty 1¢ nguyén liéu trong dung moi dén ham lugng phenolicva p-

coumaric acid dugc thé hién trén bang 3.16. Quan sat thdy rang luong dung moi c6
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anh huong dang ké dén ca ham luong phenolic va p-coumaric acid. Khi lugng dung
moi ting din dén ham luong phenolic va p-coumaric acid ting, ham luong hoat chat
tang manh khi tang luong dung moi1 1€n 5-10ml/1g nguyén li€u va sau dé khong tang
dang ké khi luong dung moi bat dau dat >20ml/1g nguyén liéu. Theo Tan va cs
(2011), mot ty 1& dung méi cao c6 thé duoc tim thdy va cho 1a thuan loi trong viéc
trich ly cac hop chat phenolic. Cac két qua nay phu hop voi nguyén tic truyén khoi
ma dong lyc cho khdi lugng chuyén khdi duoce coi 1a gradient néng do gifra chét rin
va dung moi. Ty 1& dung moéi cao co thé thiic ddy mot gradient ndng d6 cang ting, dan
dén tang toc do khuéch tan cho phép qué trinh trich ly chit rin bang dung méi duoc
t6t hon [101]. Ngoai ra, co hdi clia cac thanh phan hoat tinh sinh hoc tiép xtc véi
dung moi trich ly dugc mo rong véi su gia ting luong dung moi, dan dén ting hiéu
suét trich ly [102]. Tuy nhién, san luong thanh phan hoat tinh sinh hoc s& khong tiép
tuc tang khi da dat dugc su can béng va dé dam bao gia tri kinh té cho san phém cO co
hoi canh tranh ngoai thi truong va giam thiéu chi phi san Xuat, chuing t61 chon ti 1€
dung mdéi/nguyén li¢u 1a 20ml/1g.

Sau khi tién hanh thir nghiém trén quy mo phong thi nghiém, chung téi tiép tuc

tang quy mo ly trich 1én 50kg nguyén li¢u/mé.
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Nguyén lidu phin
trén mit dat cay
Helicteres isora L

v

Rira sach va cit nth ———] So ché nguyén licu  [* Sdy 50° C dén ham dm <10%
May nghféf: d=0,25mm — ] - . —
Nghién nguyén ligu
¥
Ethanol 70% Bt nguyen ligu . ;
o neny - *Chuan mau, cdn, ghi so lé
v Lam am 3h

Ethanel702s»| Bot nguyén hiéu duoc lam im

Puwra vao bon chiér Nedm lanh 24h

| Hon hop nguyén lidu — dung méi |

Mo van chiét
v

l Rat dich chidt I
Thu dich chiét

h J

Cé quay dang dia [ Ham am=20%

r

Cao chiét

Kiém tra chuan héa cao chiét

Cao chiét (da
duge chuin hoa)

Hinh 3.18. Quy trinh sén xuit cao chiét cAy Helicteres isora L.

Mo ta quy trinh ly trich:

v/ Nguyén liéu phan trén mat dat cay Helicteres isora L. dugc rira sach, phoi kho
va cat nho. Nhirng phan bi hu, mbc duogc loai bo. Nguyén liéu sau khi dugc so
ché dugc sdy ¢ 50°C cho dén ham 4m <10%, chi ¥ nguyén liéu dugc dan trai
déu trong hé théng sy dé dam bao nguyén liéu duoc tiép xtc tdi vu voi nhiét do.

v/ Nguyén liéu sau khi sy dat 46 4m cho phép (<10%), tién hanh can va xay nho
qua riy kich thudc d=0,25mm. Nguyén liéu duoc kiém tra va dat cc tiéu chuan
co s& dugce str dung cho cac quy trinh san xuit.

v St dung Phuong phap ngam kiét cai tién (phan doan) dé nang cap quy mo li
trich 50kg/mé. Sir dung 5 bdn chiét ngdm kiét hinh nén, nguyén liéu 50kg duoc
chia lam 5 phan (10kg nguyén liéu/bdn chiét 30 lit). Rut dich chiét dau cta binh

thir nhat dé riéng (dich chiét giai doan dau). Cac dich chiét giai doan sau cta
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binh thtr nhit sé 1a dung mo1 dé chiét xuit cac binh con lai, cudi cung thu dugc
cac dich chiét dam dic. Théao dich véi tbc do hang dinh, dong thoi bo sung dung
moi méi & trén, trong qué trinh ngadm kiét khong khudy tron nguyén liéu.

v’ Thiét bi thuong duoc thiét ké c6 dudng kinh nho dan vé phia dudi va khong co
cac goc canh dé dam bao khong c6 cac goc chét trong thiét bi. Cudi thiét bi s& co
van dé mo xa va diéu chinh tdc d6 rut dich. Phia trén dau binh s& c6 hé théng cap
dung méi chiét va téc do cap bang voi toe do rat dich.

v' Lam am dugc liéu: Duoc liéu sau khi phan chia can lam 4m b@ing dung méi chiét
Xuét, day kin, dé yén mdt thot gian cho dugc li¢u trrong nd hoan toan 1oi cho
vao binh ngam kiét. Can 10kg nguyén liéu bot Helicteres isora L, lam am voi 30
lit dung moi ethanol 70%. Thoi gian dé duoc lidu Helicteres isora L truong nd
hoan toan 1a khoang 3h.

v/ Cho duoc liéu vao binh ngam kiét: Can 16t 16p bong tham nudc 1én trén dng
thoat dich chiét (tranh 1am tic ong va bot 1an vao dich chiét) sau d6 dat gidy loc
dd cat vira van day binh hoac dat vai gac, tdm kim loai duc 156. Cho tir tir bot
duoc liéu da lam 4m vao binh vira cho vira san déu nén nhe cac 16p duogc liéu,
dat giéy loc d¢ 1én trén tranh x4o tron dugc liéu khi d6 dung moi.

v D6 dung mdi vao binh va ngam lanh: M khoa thoét dich chiét va d6 dung moi
t6i khi c6 vai giot dich chiét chay ra, dong khoa lai. D6 tiép dung méi ngap duoc
liéu 10 cm. Ngam lanh trong thoi gian xac dinh (khoang 24h).

v Thu hdi va gop chung dich chiét ciia cac 1an chiét, c6 quay dang dia thu cao chiét
song song v&i qua trinh chiét dé tiét kiém thoi gian. C6 quay va sy dén ham am
dudi 20%.

v/ Cao chiét thu dugc ¢ dang cao dic (d6 am <20%), duoc danh gia cac chi tiéu
theo tidu chuan co sd. Cao chiét duoc danh sb trén hop bao quan, lkg cao
dic/hop, day nap, dan nhan va bao quan -20°C dé st dung cho cac nghién ctu

Sau

Hinh 3.19. Hinh 4nh cao chiét
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3.2.4. Tiéu chuin co sé cao chiét

Tiéu chuin hoa cao chiét theo tiéu chuan co sé, thuc hién theo DDVN V. Theo
DDVN V, viéc kiém nghiém cao chiét bao gém cic chi tiéu sau: Mo ta, mat khdi
lugng do lam kho, tro toan phﬁn, ham lugng kim loai nang, gidi han nhiém khuan,
dung méi tdn du, du luong hoa chit bao vé thuc vat, ham lugng phenolic téng s6 va p-
coumaric acid. Trong d6, chi tiéu dung méi ton du khong can thyc hién do cao chiét
duoc chiét bang dung méi ethanol 70%.
Mo ta

Cao c6 thé chit cirng, mau nau den sdm, ddng nhat, khong c6 vang mdc, khong
cO can ba va vat la.
Mit khoi lwong do 1am khd

Két qua mat khoi luong do 1am kho cta cao chiét dugc trinh bay trong bang

3.17.
Bang 3.17. Két qua mat khéi lwong do lam kho cao chiét
Lan 1 Lan 2 Lan 3
KLcao | Poam | KLcao | Poam | KLcao | Pjam
(2 (“o) () (%) (2 (%)
TB 0,504 15,27 0,5 14,69 0,507 15,01

Ham 4m cta cao 14,99% dudi gi61 han cao dac 20% theo qui dinh cuia DDVN
V. Nhu vay, muc chét lugng dé nghi cho chi tiéu mat khéi lugng do lam kho nam
trong gidi han cho phép, dudi 20,0%.
Tro toan phan
Bang 3.18. Két qua tro toan phan cao chiét

Lan1 Lan 2 Lan 3
14,42 14,50 14,90
TB 14,61

Ham luong tro toan phan cao chiét 14,61%. Nhu vdy muc chat luong dé nghi
cho chi tiéu tro toan phan 1a khong qua 15%.
Gi6i han nhiém khuén

Chi tiéu gidi han nhiém khuan cling duoc thyc hién cho ca cao va ché phérn vi
day 1a nhitg ché pham c6 ngudn gbc duoc lidu nén rat d& nhidm cac vi sinh vét trong
qué trinh thu hoach, san xuét va bao quan.

Két qua thir giéi han nhiém khuén cao chiét déu dap ung yéu cau gidi han tiéu

chuan co so theo qui dinh trong DPVN V (Bang 3.19). Puoc thuc hién ¢ trung tim Ki
thuat Tiéu chuan Po luong Chét lugng 3 (QUATEST 3)
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Ham luwgng kim loai nang
Khong phat hién sy hién dién cua Pb, Cd, As, Hg trong cao chiét, do d6 cao chiét dat
2161 han kim loai ndng. Pugc thuc hién ¢ trung tam Ki thuat Tiéu chuan Po luong
Chéat luong 3 (QUATEST 3)
pH: pH cao chiét duoc xac dinh 14 6,1.
Du lwgng thude bio vé thue vat
Két qua kiém tra du luong thude béo vé thuc vat trong cao chiét duoc Puoc
thuc hién o trung tam Ki
thuat Tiéu chuin Po ludng Chat lugng 3 (QUATEST 3) thé hién ¢ Bang 3.20.

Bang 3.19. Két qua phén tich giéi han nhiém khuan

Chi tiéu (Tinh trén Phwong phap Két qua Gi6i han theo
gram cao chiét) DDVN V
Tong vi sinh vat hiéu khi | 1SO 4833-1:2013 <10 10*
(CFU/g)
Téng s6 nam men ISO 21527-1:2008 Khong co 102
(CFU/g) khuan lac moc
trén dia
Tong s6 ndm méc ISO 21527-1:2008 | < 1CFU/mL 102
(CFU/mL)
Coliform (CFU/mL) ISO 4832:2006 < 1CFU/mL Khong co
trong 1 gram
E. Coli (CFU/mL) ISO 16649-2:2001 | < 1CFU/mL Khong co
trong 1 gram
Staphylococcus aureus AOAC 2016 < 1CFU/mL | Khong qua 10°
(CFU/mL) (975.55)
Clostridium perfringens ISO 7937:2004 <1CFU/mL | Khong qua 10°
(CFU/mL)
Bacillus cereus gia dinh ISO 7937:2004 < 1CFU/mL | Khong qua 10°
(CFU/mL)
Salmonella spp/25 mL ISO 6579-1:2017 Khong phat Khong co
hién trong 10 gram
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Bang 3.20. Két qua phén tich du luong thude bao vé thyc vat

. Phwong phap Gidi han Két qua thir
STT Chi tiéu 5 e eA ‘A
thw phat hién nghiém
Ham luong thude EN 15662:2018 A o
1 0,01 Khong phat hi¢n
BVTYV lan (mg/kg) (GC/MSMS)
Ham luong thudce
EN 15562:2018 A o
2 BVTYV carbamate 0,01 Khong phat hién
(LC/MSMS)
(mg/kg)
Ham luong thudce
3 BVTV clo hitu co EN 15562:2018 0,01 Khong phat hién
(mg/kg)
Ham luong thude EN 15662:2018 A o
4 ) 0,01 Khong phat hién
BVTYV clc (mg/kg) (GC/MSMS)
Ham luong thudc trir QTTN/KTS3 ) o
5 0,01 Khong phat hién
co (mg/kg) 079:2018
Ham luong thude QTTN/KT3
BVTV (mg/kg) 059:2018
QTTN/KT3 A o
6 0,0025-0,2 | Khong phat hién
265:2020
QTTN/KT3
274:2020
Ham lugng phthalate QTTN/KTS3 ) o
7 0,5 Khong phat hién
(mg/kg) 076:2018
Ham luong
Polychlorinated QTTN J/KT3
8 | biphenyls (PCBsO tong |  563.900 2,5 | Khong phat hién
(ng/kg)
Ham lug lycyclic TTN/KT3
g | TAmIUONSPOLEY Q 0,6 | Khong phét hién
aromatic hydrocarbon 264:2020
Ham luong bromua vo | TCVN 8425- ) o
9 3 Khong phat hién
co (mg/kg) 2:2010

Trong cao chiét khong phat hién du luong thude bao vé thuc vat, do d6 cao chiét dat

giéi han du lugng thude bao vé thuc vat.
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Thanh phan hoat chit trong cao chiét
Ham luong phenolic tong sd va p-coumaric acid trong cao chiét dugc thé hién
o bang 3.21.

Biang 3.21. Ham lugng phenolic tong sb ciia cao chiét ethanol Helicteres isora L

Mau Ham luong phenolic tong Ham lugng p-Coumaric
s0 (mg/g cao chiét) acid (ng/g cao chiét)
Cao chiét 202,07 + 1,21 36,24 + 0,75
Helicteres isora L.

Moi gid tri trong bdng la trung binh ciia 3 lan Idp lai + P léch chudan (Mean + SD)

Dua vao két qua bang 3.21, ham luong phenolic téng s6 cua cao chiét ethanol
phan trén mit dat 12 202,07 + 1,21 (mg/g cao). Mot bao cdo cua Nataraj va cs (2013)
[102] di bao cdo ham luong phenolic tong sd cao chiét Helicteres isora L. 1a 2,6 +
0,13 mg/100g. Nghién ctru trude d6 cua Gayathri (2010) & Helicteres isora L., ham
luong phenolic tong sé ciia cao chiét trai va vo xac dinh dugc twong tng 317.7 + 4,2
mg/100g, 269,3 + 2,8 mg/100g [103]. Bén canh do, ham lugng p-coumaric acid trong
cao chiét ciing dat 36,24 + 0,75 ug/g cao.

Thuc vat cung lodi c6 thé khac nhau dang ké vé ham lugng cac hop chat thir
cap trong cac diéu kién méi truong khac nhau. Pidu nay 1a do chat luong va sé luong
cac hop chét thir cip trong cdy duoc liéu phan 16n bi anh hudng boi cac didu kién moi
truong. Trong mot sd truong hop, su tich lily chat chuyén hoa thtr cip bi anh hudng
boi dia 1y va diéu kién sinh thai dia phuong nhu luong mua, d6 4m, nhiét do, sy thay
d6i cua nudce, su tiép xtc véi vi sinh vat dat, su thay doi do pH va chat dinh dudng
ctia dat. Hon nira, cac yéu té méi truong ciing tuong tac v6i yéu td di truyén cua thuc
vat ddn dén sy thay d6i ham luong cac hop chat thir cap va do d6 anh hudng dén chat
luong cua cay duoc liéu.

Nhu vay, két qua kiém nghiém cao chiét cho thay cac thong s xac dinh nim
trong khoang yéu cau tiéu chuan cao dugce liéu theo Dugc dién Viét Nam V (Bang
3.22).
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Bang 3.22. Tém tit tiéu chuan kiém nghiém cao chiét

TT Chi tiéu Phuwong phap kiém Két qua Miic dé nghi
Cao c6 thé chit L
Cao co6 the chat
ciing, mau nau N
DDVN V, phu luc N cung, mau nau sam,
1 Mo ta sam, khong c6 van ,
9.6 . khong c6 van moc,
moc, can ba va vat
can ba va vat la
la
) , Thuc hién theo
Mat khoi .
hudng dan cia
2 lugng do 14,99% Khong qua 20%
DDVN V, phu luc
lam kho
9.8
thyc hién theo huong
3 dan cia DDVN, phu 14,61% Khong qué 15%
Ti 1€ tro
luc 12.11.
Theo DBVN V, Phu
4 pH 6,1 5-7
luc 6.2
ISO 4833-1:2013; . .
Dat (Tong s6 vi
ISO 21527-1:2008; ,
sinh vat hiéu khi <
o ISO 4832:2006; ISO , ,
Gi61 han 10 CFU/g, tong so
5 . . | 16649-2:2001; OAC , bat theo DDVN V
nhiém khuan nam < 10 CFU/g.
2016 (975.55); ISO )
Khong duogc co vi
7937:2004; ISO
khuan gay bénh)
6579-1:2017
bung (nguyén li¢u
Phuong phap HPLC, chira hop chét
6 Dinh tinh = PRap ) Op bat
quang pho phenolic va p-
coumaric acid)
Phenolic: 202,07 +
Phuong phap HPLC, 1,21 mg/g; p-
7 Dinh luong = PP , g ¢ p Dat
quang pho coumaric acid

36,24+ 0,75 pg/g
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QTTN/KT3
Ham lugng 098:2016 bat (Khong phat bat (Khong phat
8 kim loai TCVN 8427:2010 hién c6 Pb, Cd, hién c6 Pb, Cd, As,
nang QTTN/KTS3 As, Hg) Hg)
064:2016
EN 15662:2018;
QTTN/KT3
bat (Khong phat
Du luong 059:2018;
) hién du luong cac
9 | thudc bao vé QTTN/KT3 , Dbat
ham lugng thudc
thuc vat 079:2018; EN
bao v¢ thuc vat)
15662:2018
(GS/MSMYS)

3.3. Céc yéu to anh huéng dén qua trinh tao bt hoa tan bing phwong phap

s:"iy phun

3.3.1. Anh hwéng ciia nong dd dich cao chiét

Bang 3.23. Anh huéng ciia nong d cao chiét dén chi tiéu chat lrong ciia bot

Nong dd cao chiét (°Bx)

Nghiém thirc 5 10 15 20
Hiéu suit say (%) 51,77+41,39? | 49,23+1,21° | 41,22+0,79¢ | 25,98+0,69¢
Hiéu suit thu hdi (%) 35,4240,56° | 41,12+0,27% | 29,39+0,41¢ | 18,26+0,224
Ham lwong phenolic (mg/g) | 46,03+£0,73¢ | 85,60+0,56" | 86,49+1,20° | 96,97+1,16°
Ham am (%) 4,56+0,33¢ | 4,60+0,28° | 5,40+0,55" | 6,20+0,26°
Tinh hit 4m (g/100g chat | 4,54+0,35¢ | 5,79+0,28" | 6,10+0,11° | 6,814+0,24

rin kho)

P hoa tan (%) 87,33+1,15% | 86,33+0,58 | 83,00+1,00° | 79,33+1,15°
Chi s6 nén (%) 25,35+1,20" | 24,34+1,02° | 25,62+1,49" | 28,90+1,66°

Moi gia tri la Mean = SD; n=3. S6 liéu dwgc phan tich boi kiém dinh LSD. a, b, ¢, d
khac biét co y nghia voi p < 0,05
Viéc xac dinh nong do chat hoa tan thich hop dong vai trd quan trong trong qué
trinh tao bot hoa tan Helicteres isora L., anh hudng dén hiéu suét thu hoi, dic tinh vat
Iy va kha ning bao quan cua san pham. Trong nghién ctru ndy, bon mirc ndng do cao
chiét duoc khao sat gom 5, 10, 15 va 20 °Bx. Céac yéu t6 khac trong qué trinh sy

phun duoc giit ¢6 dinh, bao gdbm nhiét d6 dau vao 180°C, ap suat khi nén 3 bar, luu
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luong dich cao chiét 9,25 ml/phut va ndng d6 maltodextrin 10%. Két qua nghién ciru
duogc trinh bay trong Bang 3.23.

Két qua cho thiy, ndng d6 cao chiét anh hudong déng ké dén cac chi tiéu chat
lugng cua bot hoa tan. Khi néng do tang, hi¢u suét séy va hiéu suét thu hoi giam dang
ké. O nghiém thirc 5°Bx, hiéu suit sdy dat cao nhat (51,77%), tuy nhién ham luong
phenolic chi & mirc 46,03 mg/g, thap hon dang ké so v&i cac nghiém thirc khac. Khi
tang ndng d6 1én 15°Bx va 20°Bx, ham lugng phenolic ting 1én rd rét (86,49 mg/g va
96,97 mg/g), nhung dong thoi hiéu suit sdy giam xubng con 41,22% va 25,98%, cho
thdy sy hao hut dang ké trong qua trinh thu hdi bot.

Vé tinh chat vat 1y, khi ndng d chat hoa tan ting, ham 4m va kha nang hit am
clia bot ciing gia taing. O néng do 20°Bx, ham am dat 6,20%, cao hon murc 4,56% o
5°Bx, dong nghia véi viéc bot dé hiat Am tir moi truong hon, 1am ting nguy co von cuc
va giam kha nang bdo quan lau dai. Ngoai ra, d§ hoa tan cling c6 xu hudng giam khi
nong do ting. Bot sdy phun ¢ 5°Bx c6 dd hoa tan cao nhat (87,33%), trong khi nghiém
thitc 20°Bx chi dat 79,33%, cho thay su suy giam déng ké vé kha ning hoa tan khi
noéng do chat tan qua cao.

Chi s6 nén — mét yéu td quan trong anh huong dén kha niang déng gbi va tron
chay cua bot — ciing c6 sy khac biét dang ké giira cac nghiém thirc. O 5°Bx va 10°Bx,
chi s6 nén dao dong quanh mirc 24-25%, cho thay bot c6 dic tinh tron chay kém. Tuy
nhién, khi néng d6 tang 1én 20°Bx, chi s6 nén dat 28,90%, cho thiy bot d& bi von cuc
hon, anh huong dén qua trinh san xuét va bao quan.

Duya trén céc chi tiéu da phan tich, nong do 10°Bx duoc dénh gia 1a t6i uu cho
qua trinh tao bot hoa tan. O muc nay, ham luong phenolic dat 85,6 mg/g, dam bao gia
tri sinh hoc ctia san pham. Pong thoi, ham am & muc 4,60%, giup bot c6 d6 6n dinh
cao hon so véi nghiém thirc 20°Bx. D¢ hoa tan ¢ 10°Bx van dat 86,33%, du dé dap
g tiéu chuan ciia san pham hoa tan.

Nhu vay, lya chon néng dd cao chiét 10°Bx khong chi giup t6i wu hoa hiéu suat
thu hoi va ham lugng hoat chat ma con dam bao do hoa tan, kha ning bao quan va

tinh tng dung ctia san pham bot hoa tan trong thuc tién san xuat.
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Hinh 3.20 Hinh anh bot dugc liéu anh hudng ciia ndng d6 dich cao chiét
(A) bot 5°Bx (B) bot 10°Bx  (C) bot 15°Bx (D) Bot 20°Bx
3.3.2. Anh huéng ciia ndng dé malto
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D

Biang 3.24. Anh huwéng ciia nong d9 malto dén chi tiéu chit lwong ciia bot

Nong dé malto

Nghiém thirc 5 10 15 20
Hiéu suat siy (%) | 51,83+0,83" |51,44+0,69° | 57,02+0,79% | 34,69+0,65¢
Hiéu suét thu hoi b

%) 40,35+0,48" | 45,13+0,50° | 45,96+0,37* | 29,14+1,29¢
Ham lugng
103,40 +£1,23% | 88,62+0,98> | 64,52+0,51¢ | 55,38+2,46¢
phenolic (mg/g)

Ham am (%) 6,3140,37% | 5,29+0,25" | 4,84+0,18" | 4,15+0,20°

Tinh hit 4m

(2/100g chét rin 7,4340,40° | 6,13+0,21° | 4,83+0,22¢ | 4,41+0,28¢
khd)

Do hoa tan (%) | 84,67+0,58¢ | 87,33+0,58" | 88,00+1,00% | 89,67+1,53°

Chi s6 nén (%) 23.92+1,23% | 24,40+1,44° | 25,31+1,03% | 26,99+0,46°

Moi gia tri la Mean = SD; n=3. So lieu duoc phan tich boi kiém dinh LSD. a, b, ¢, d
khac biét co y nghia voi p < 0,05
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Maltodextrin déng vai trd quan trong trong qué trinh siy phun, gitp ting cudng
kha nang bao v¢ hoat chét, cai thién do hoa tan va duy tri tinh 6n dinh cua bot hoa tan.
Nghién ctru ndy khdo sat anh hudng ciia bén muc nong do maltodextrin (5, 10, 15,
20%) dén céc chi tiéu chat lwong cia bot Helicteres isora L., trong d6 cac yéu t cd
dinh g6m nhiét do séy 180°C, ap suét khi nén 3 bar, luu lugng dich cao chiét 9,25
ml/phit va ndng d6 chat hoa tan 15°Bx. Két qua duoc trinh bay trong Bang 3.24.

Két qua nghién ctru cho thiy, ndong d6 maltodextrin c6 tac dong dang ké dén
hiéu suét sdy, hiéu suat thu hdi, ham lugng phenolic va tinh chat vat Iy cia bot. Khi
taing ndong do maltodextrin tir 5% 1én 15%, hiéu suét sdy tang tir 51,83% 1én 57,02%,
cho thiy viéc bo sung maltodextrin gitp cai thién qué trinh hinh thanh bot va giam su
that thoat nguyén liéu. Tuy nhién, & mic 20%, hiéu suit sy giam déang ké xudng
34,69%, c6 thé do sy tao két cdu khong dong déu trong qua trinh sy, 1am giam kha
nang thu hdi san pham.

Ham luong phenolic trong bot ciing bi anh huong rd rét boi néng do
maltodextrin. Khi tdng tor 5% lén 20%, ham lugng phenolic gidam tr 103,40 mg/g
xubng con 55,38 mg/g. Picu nay c6 thé giai thich do maltodextrin hoat dong nhu mot
tac nhan bao vé nhung dong thoi ciing 1am pha loing ham lugng hoat chat trong san
pham cudi cing. Vi vay, viéc Iya chon nong do phu hop 1a can thiét dé can bang giita
hiéu suat bao vé va ham luong hoat chat.

Ham am va tinh hat am cia bot c6 xu hudng giam khi ting ndéng do
maltodextrin. O mirc 5%, ham am dat 6,31% va tinh hut 4m 1a 7,43 g/100g chét ran
kho, trong khi & mitc 20%, cac chi s6 nay giam xudng con 4,15% va 4,41%, cho thiy
maltodextrin gitip giam kha niang hap thy hoi 4m tir moi trudng, cai thién do on dinh
clia san pham trong qua trinh bao quén.

Vé do hoa tan, bot séy véi 20% maltodextrin c6 d6 hoa tan cao nhat (89,67%),
trong khi mitc 5% c6 d6 hoa tan thap hon (84,67%). Piéu nay c6 thé do maltodextrin
c6 dac tinh dé hoa tan, gifip ting kha ning hoa tan tong thé cta san pham bot. Tuy
nhién, chi s6 nén cua bt & 20% maltodextrin ciing cao nhét (26,99%), cho thay bot co
xu huéng vén cuc nhiéu hon, ¢ thé anh hudng dén qua trinh dong gbi va st dung san
pham.

Dua trén két qua nghién ctru, ndng do maltodextrin 10% dugce danh gia 1a t6i
vu. O mirc nay, hiéu suét sdy dat (51,44%), hiéu suit thu hoi ciing cao (45,13%) va
ham luong phenolic cao nhit & mirc 88,62 mg/g. Him am va tinh hit am ¢ mac hop
ly, giap duy tri chét luong bt trong thoi gian dai. PO hoa tan van dat 87,33%, phu

hop véi ti€u chuan cia san pham hoa tan.
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Nhu vay, lya chon ndng do maltodextrin 10% 13 phu hop nhéat dé t6i wu hoa

ham lugng phenolic va hi¢u suét san xuat, bao vé hoat chat va duy tri cac dac tinh ly-

hoa cua bot hoa tan Helicteres isora L.

Hinh 3.21 Anh hwéng ciia ndng do malto
(A) Malto 5% (B) Malto 10% (C) Malto 15% (D) Malto 20%
3.3.3. Anh huwéng ciia nhiét o siy

Bang 3.25. Anh hwéng ciia nhi¢t do siy dén chi tidu chét lwong ciia bot

Nhiét do
Nghiém thirc 160 170 180 190
Hiéu suit say (%) 51,53+0,52¢ | 52,914+0,98% | 53,49+0,55* | 51,91+0,73b
Hiéu suit thu hdi (%) | 43,07+0,44% | 45,38+0,12° | 45,75+0,53° | 45,96+0,57°
Ham lugng phenolic
84,84+0,87¢ | 85,71£0,23% | 86,75+0,99" | 88,52+1,092
(mg/g)
Ham am (%) 4,57+0,30 | 4,8140,46 | 4,67+0,39 | 4,42+0,64
Tinh hit 4m (g/100g chat
. 5,84+0,17° | 6,81£0,37* | 6,34+0,20° | 6,79+0,28°
ran kho)
P9 hoa tan (%) 85,33+0,58 | 87,00+1,00 | 86,67+0,58 | 87,00<1,00
Chi s6 nén (%) 27,52+1,22% | 23,81+1,19" | 24,43+1,16 | 22,51+1,80P

Moi gia tri la Mean = SD; n=3. So liéu dwoc phan tich boi kiém dinh LSD. a, b, ¢, d
khac biét co y nghia voi p < 0,05
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Nhiét do sdy 1a mot yéu td quan trong anh hudng dén hiu suat thu hoi, thanh
phan hoat chit va chat luong vat Iy cua bot dugc liéu. Pé xac dinh nhiét d6 siy phu
hop nhét, nghién ciru nay tién hanh khao st anh huong cua bén murc nhiét do siy
(160°C, 170°C, 180°C va 190°C) dén cac chi tiéu chét luong cua bot Helicteres isora
L. Cac thong s6 cd dinh bao gdm ap suét khi nén 3 bar, luu luong dich cao chiét 9,25
ml/phut, ndng d6 chat hoa tan 15°Bx va nong d6 maltodextrin 15%. Két qua dugc
trinh bay trong Bang 3.25.

Két qua nghién ctru cho thiy, nhiét do sdy c6 anh huéng dang ké dén hiéu sut
sdy, hiéu suat thu hoi, ham luong phenolic ciing nhu cac dic tinh vat 1y cua bot. Khi
tang nhi¢t do tr 160°C 1én 180°C, hic¢u suét séy cO xu hudng tang, dat mic cao nhét &
180°C (53,49%), sau d6 giam nhe & 190°C (51,91%). Piéu nay c6 thé do & nhiét do
qua cao, qua trinh bay hoi dién ra nhanh hon, khién mot phan bot bi that thoat trong
qua trinh sy,

Hiéu suat thu hdi cling c6 xu hudng ting dan khi nhiét do siy tang tir 160°C Ién
190°C, v&i murc cao nhat dat 45,96% & 190°C. Tuy nhién, su khac biét gitta cac mirc
170°C, 180°C va 190°C khong c6 ¥ nghia thong ké 16m, cho thiy rang nhiét do trong
khoang 170-190°C déu phi hop cho qua trinh thu hoi bot.

Ham luong phenolic trong bot ting khi nhiét d6 ting, voi mic cao nhat dat
88,52 mg/g & 190°C. Piéu nay co thé do nhiét do cao gitip qua trinh bay hoi nuéc dién
ra nhanh hon, giam thiéu sy phan hily ctia hop chat phenolic. Tuy nhién, néu nhiét o
qua cao, ¢ nguy co 1am mat di mot s6 hop chét dé bay hoi hodc giy bién tinh mot s6
hoat chat quan trong.

Ham am cua bot cd xu huong giam khi nhiét do tang. O muc 160°C, ham 4m
dat 4,57%, trong khi & 190°C, chi con 4,42%. Diéu ndy cho thiy nhiét do cao giup
loai bo am tot hon, gop phan kéo dai thdi gian bao quan san pham.

Vé tinh hat am, bot sy ¢ 170°C, 180°C va 190°C c6 mirc hut am cao hon dang
ké so voi 160°C. Piéu nay c6 thé do ciu trac bé mat cua bot bi thay doi & nhiét do
cao, lam tang kha nang hép thu hoi nudc tr moi truong. Tuy nhién, sy khac biét
khong qua 16n gifra ba mirc nhiét 170-190°C.

D0 hoa tan ctua bt dao dong trong khoang 85,33-87,00% va khong co6 sy chénh
léch 16n gitta cac murc nhiét 6. Piéu nay cho thiy yéu té nhiét do siy khong anh
hudong dang ké dén kha niang hoa tan ctia san pham.

Chi s6 nén ctia bot cd xu huong gidm khi nhiét do tang. O 160°C, chi sd nén
dat 27,52%, trong khi & 190°C, chi con 22,51%. Diéu nay cho thiy bot sy & nhiét do
cao ¢o xu huéng toi xdp hon, it bi vén cuc, gitp cai thién kha ning bao quan va st

dung.
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Duya trén két qua nghién ctru, nhiét do sdy 170°C duoc danh gia 1a t6i wu. O
murc nhiét ndy, hiéu suit sdy dat (52,91%), hiéu suat thu hdi & mic 6n dinh (45,38%)
va ham luong phenolic van dam bao ¢ muic cao (85,71 mg/g). Him 4m va tinh hut 4m
& muc hop 1y, gitp duy tri chat lugng bot trong thoi gian dai. Do hoa tan khong co su
khac biét 16n so v6i cac mire nhiét d6 khac, va chi sd nén & muc tt gitp bot co do toi
x6p thich hop.

Nhu vay, nhiét d6 sy 170°C 1a mirc nhiét Iy tuong dé toi wu hoa qué trinh san
xuét bdt hoa tan Helicteres isora L., dam bao céa hiéu suét thu hdi, bao vé hoat chat va
duy tri chat luong vat Iy cia san pham

Hinh 3.22: Anh huéng ciia nhiét d9 sé"ly
(A) 160°C (B) 170°C (C) 180 °C (D) 190°C
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3.3.4. Anh hwéng ciia luvu lwong
Biang 3.26. Anh hwéng ciia luu lwgng dén chi tiéu chat lwgng ciia bot

Luu lwgng (ml/ph)
Nghiém thirc 9,25 12,5 16,5 20
‘A £, A 49,81 49,00 £
Hi¢u suat say (%) 51,58 + 1,48 | 52,42 + 0,882
+0,75° 0,77¢
‘A £ A 44,09 + 41,06 £
Hi¢u suat thu hoi (%) 44,91 +£0,56® | 45,53 +0,41°
0,37° 0,39¢
Ham lugng phenolic 86,20 + 85,45 +
85,67+ 1,06 | 86,18 £0,77
(mg/g) 0,72 0,80
2 4,90 +
Ham am (%) 4,46 £0,15° | 4,61 +£0,20% | 4,81+ 0,17° 0.16°
Tinh hiit am (g/100g chat 6,67 +

7,26+0,30? 6,51 £0,24° | 6,42 +0,29°

rin kho) 0,19"
86,33 + 87,00
P hoa tan (%) 86,67+ 1,53 | 87,33+ 1,15
1,53 +1,00
L 23,28 + 23,59 +
Chi s6 nén (%) 23,90 + 1,04 | 23,49 + 1,50
0,84 1,16

Moi gia tri la Mean = SD; n=3. So lieu dwoc phan tich boi kiem dinh LSD. a, b, ¢, d
khdac biét co y nghia voi p < 0,05

Luu luong dich cdp vao trong qué trinh sdy phun 1a mét yéu té quan trong anh
huong dén hiéu suat thu hdi, ham luong hoat chit va cac chi tiéu chat luong vat 1y cia
bot duogce liéu. Viée diéu chinh luu lugng phu hop gitip tdi wu héa hiéu sut thu hdi ma
khong lam anh hudng tiéu cuc dén chat luong san pham. Dé danh giad anh hudng cia
luu luong, nghién clru nay tién hanh khao sat bon muc luu luong dich (9,25 ml/phut,
12,5 ml/phit, 16,5 ml/phat va 20 ml/phut) v6i cac thong sé ¢b dinh gdm nhiét do say
180°C, ap suét khi nén 3 bar, néng do chét hoa tan 15°Bx va néng do maltodextrin
15%. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.26.

Két qua nghién ciru cho thdy, luu lugng dich ¢6 anh hudng dang ké dén hiéu suat
séy va hiéu suét thu hdi. Khi luu luong tang tr 9,25 ml/phut 1én 12,5 ml/phut, hi¢u
suét séy va hiéu suét thu hoi déu dat gia tri cao nhét (52,42% va 45,53%). Tuy nhién,
khi tiép tuc tang luu luong 1én 16,5 ml/phat va 20 ml/phat, hiéu suét say va thu hoi c6
xu huéng giam. Diéu nay c6 thé do luu lugng qua cao khién lugng dung dich dua vao
budng sdy vuot qua kha ning bay hoi ciia khi néng, 1am ting hién tuong dinh bot vao

thanh budng sdy, din dén that thoat nguyén liéu.
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Ham luong phenolic trong bot khong co sy thay do6i 16n gitta cac mire luu luong.
Gia tri nay dao dong tir 85,45 mg/g dén 86,20 mg/g, cho thiy qué trinh sy phun véi
cac luu luong khac nhau khong anh hudng dang ké dén sy bao toan cia hop chit
phenolic. Piéu nay co thé do toc do bay hoi twong ddi dong déu trong cac diéu kién
thir nghiém, khong lam phan hity hozc that thoat dang ké hoat chat.

Ham am ciia bot c6 xu hudng ting khi luu luong ting. O murc luu lugng thap nhét
(9,25 ml/phit), ham am dat 4,46%, trong khi & mirc cao nhat (20 ml/phut), ham am
tang 1én 4,90%. Diéu nay c6 thé do khi luu lugng ting, toc d6 bay hoi cta nudc trong
budng sdy khong theo kip lwong dung méi duoc dua vao, khién bot giir lai mot luong
am 16n hon.

Vé tinh hat 4m, bot thu duge & muc luu luong 9,25 ml/phut co6 tinh hut am cao
nhat (7,26 g/100g chat ran kho), trong khi cac murc luu luong cao hon c6 tinh hut am
thap hon, dao dong tir 6,42 dén 6,67 g/100g chit ran kho. Piéu nay c6 thé do sy thay
do6i trong cau tric vi mo ctia bot khi tbe do cap dich thay d6i, anh huong dén kha ning
hap thu hoi am tir mdi truong.

D0 hoa tan cua bdt dao dong trong khoang 86,33% - 87,33% va khong c6 su khac
biét dang ké gitta cac nghiém thirc. Diéu nay cho thay yéu to luu luong khong anh
huong 16n dén kha nang hoa tan cia san pham.

Chi s6 nén cuia bot dao dong tir 23,28% dén 23,90% va khong c6 su khac biét dang
ké gitra cac mirc luu lwong. Piéu nay cho thdy d6 x6p va tinh chdy cua bot it bi anh
hudng bai su thay d6i luu lwong dich cap.

Duya trén két qua nghién ctu, luu luong 12,5 ml/phut duoc danh gia 1a toi wu. O
muc luu lugng nay, hiéu suét séy dat cao nhat (52,42%), hiéu suat thu hoi cling dat
mure toi da (45,53%), trong khi ham lwgng phenolic van dugc bao toan tét. Him am va
tinh hat am ¢ mirc hop 1y, gitp duy tri chat lwong bot trong thoi gian dai. PO hoa tan
khong c6 su khac biét 16n so véi cac murc luu lugng khac, va chi s6 nén duy tri & muc
tt, dam bao bot co do toi xdp phu hop.

Nhu vay, luu lugng dich 12,5 ml/phat 1a méc luu luong phu hop nhat dé téi wu
hoa qua trinh san xuét bot hoa tan Helicteres isora L., gitip cAn bang giita hiéu sut

thu hoi, bao toan hoat chét va duy tri chét luong vat Iy cua san phém.
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C D
Hinh 3.23 Anh hwéng ciia luvu lwgng
(A) 9,25ml/phat (B) 12,5ml/phat (C) 16,5ml/phut (D) 20ml/phut

3.4. San xuit bt hoa tan Helicteres isora L

3.4.1. Quy trinh san xuit bot hoa tan Helicteres isora L
Nang cap quy mo san xuat cao kho say phun 5 kg/mé: Tu két qua khao sat

cac diéu kién anh huong dén qua trinh tao cao kho sdy phun cay Helicteres isora L va
trinh tu cac giai doan sy phun di xay dung ¢ ndi dung trude, viée nang cip quy md
séy phun dugc thyc hién nham xéac dinh thong s6 thiét bi, hoan thién quy trinh séy
phun va danh gia tinh kha thi caa quy trinh khi 4p dung trén hé thong thiét bi co tinh
tuong thich vo1 quy mo cong nghiép.
Quy mé sdy phun dwoc ndng cap: 5 kg/mé.
MG ta quy trinh sdy phun:
< Budc 1. Chuan bi nguyén liéu
Nguyén liéu ding dé ché bién san pham phai c6 chat lugng tét khong bi hong,
mdc, kiém nghiém dat tiéu chudn méi duge dua vao san xuat. Cac mau cay duoc lidu
an xoa sau khi thu hai duoc rira sach, cit bo phﬁn 1é, sir dung phﬁn trén mat dat cua
cdy, hong gié cho rao nudc. Pit nguyén liéu trong cac khay va cho vao ti sdy khi
nhiét d6 tii sdy dat 60°C siy dén d6 am 9-10%. Sau khi siy kho, nguyén lidu dugc
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nghién thanh bot bang may nghién véi kich thude 16 rdy 0,25 mm. Mau nghién dugc
can, ghi tén nguyén li¢u, $6 lugng, s6 10.
«» Budc 2. Li trich, loc va cd dac

Lam am duoc liéu an xoa bang dung méi ethanol 70% trong thung kin. Dao
tron dé dugce liéu duge lam 4m déu. Nap dugc liéu da 1am am vao binh ngam kiét. Mo
khoa binh ngdm kiét tdi da, cho dung méi vao binh ngam kiét, dén khi dung méi ngap
mat dugc liéu 10 cm va khong con bot khi qua khoa cta binh ngém kiét. Khoa binh
ngam kiét va ngam lanh trong 24 gio. Dich chiét dugc rat tir binh ngam kiét.

Dich chiét duge loc va c6 dic béng may co ap suét giam h¢ théng 16n vo1 nhiét
d6 khong qua 60°C, thu dugc dich cao chiét voi nong do 10°Bx.

< Budc 3. Chuan bi dung dich siy phun

Dich chiét dugc liéu dat 10°Brix dugc bd sung chét mang maltodextrin véi ti 1¢
10% theo khéi luong. Khudy véi toe do 40 vong/phut trong 10 phut dé maltodextrin
tan va tao dich huyén ph dong nhat.

s Budc 4. Séy phun tao cao kho duoc liéu

Str dung may séy phun suong tu dong model TPS-3. Cai dat nhiét do khi vao ¢
muc 170°C, tbc d6 bom dung dich 750 mL/h.

Nap dung dich siy phun vao thung chtta dich véi thé tich mdi lan 1a 10L. Dich
sdy phun dugc bom vao dinh budng say thong qua bd phun swong véi cac voi phun
hoat dong bang khi nén dudi ap suat p = 3 bar, tao thanh dang swong mu. Khong khi
nong kho duge thoi vao budng siy tiép xuc vai dich sdy phun. Bot hoa tan Helicteres
isora L. dugc thu & hé thong thu bot kho kiéu tai loc.
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Nzuyén lidu cay
Helicteres isora L

. L . . :

Rura sach va cat nhé ——————» g4 ché nguyén licu  [* Say 60" C den ham am <10%
May nghién d=0,25mm ——»———— = .
Nghién nguyén liéu
4
Ethanol 70% Bat /én 1ié L. .
| - M rlg'l.ll}f.'ﬂ e [+ Chuan mau, cdan, ghi sold
I Lam am

Ethanol70%* Binh ngim kiét

Ngdm lgnh 24h

¥

Hon hop nguyén liéu — dung méi
l Mo van chiét

Loc

¥

Cé diic cao chiét ﬂérng dé “ Nhiét do t=60°C

10 &6 Bx

Khuiy

l

53y phun t=170°C, lru
lrgng 750ml/h

Bat hoa tan

Hinh 3.24. Quy trinh san xuit cao dwoc liéu Helicteres isora L.
3.4.2. Xy dung tiéu chuin co sé bot hoa tan Helicteres isora L:
3.4.2.1. Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay ap dung cho bot hoa tan tir Helicteres isora L., san pham

dugc sir dung trong thuc phém, duoc phém, hoac thuc phém chtrc nang. Ti€u
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chuan nay quy dinh cac yéu cau ky thuét, phuong phap thir nghiém, va yéu cau

vé bao goi, bao quan san pham.
3.4.2.2 Yéu ciu ky thudt
» Chi tiéu cam quan:

- Trang thai: Dang bot min, kho, khong von cuc.

- Mau sac: Mau vang nau dic trung

- Mui vi: Mui thomnhe dac trung, khong cd6 mui la.

- Bo tan: Tan hoan toan trong nudc am.

Chi tiéu vi sinh vat

Tén chi tiéu Don vi Gioi han toi da Phuong phap thur nghiém

Tong sb vi sinh vat | CFU/g <10 I1SO 4833-1:2013/Amd

hiéu khi 1:2022

Coliforms CFU/g <10 TCVN 6848:2007 (ISO
4832:20006)

Escherichia coli CFU/g Khong phat hien | TCVN 7924-2:2008 (ISO
16649-2:2001)

Staphylococcus CFU/g Khong phat hien | AOAC 975.55 (2023)

aureus

Clostridium CFU/g Khong phat hién | TCVN 4991:2005 (ISO

perfringens 7937:2004)

Bacillus cereus CFU/g <10 TCVN 4992:2005 (ISO
7932:2004)

Tong s6 nim men, | CFU/g <10 TCVN 8275-2:2010 (ISO

nam moc 21527-2:2008)

Salmonella spp./25g | - Khong phat hien | ISO 6579-1:2017

» Chi tiéu kim loai ning

Tén chi tiéu Don vi Gidi han t6i da Phuong phap thur nghiém

Ham luong asen | mg/kg <0,1 QTTN/KT3 098:2016

tong s6 (AOAC 999.11)

Ham luong chi mg/kg <0,1 QTTN/KT3 098:2016
(AOAC 999.11)

Ham luong mg/kg <0,1 QTTN/KT3 098:2016

cadimi (AOAC 999.11)

Ham luong thuy | mg/kg <0,05 QTTN/KT3 064:2016

ngan

(AOAC 971.21)




» Ham lugng tro
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Chi tiéu Don vi Gidi han t6i da Phuong phap thu nghiém
Ham lugng tro g/100g <12,0 QTTN/KT3 137:2016

téng

Ham lugng tro g/100g <0,1 QTTN/KT3 138:2016 (TCVN

khong tan trong 8427:2010)

HCI 10%

Ham luong hoat chit

Chi tiéu Két qua Phuong phap thu nghiém

Ham lugng phenolic

86,18 + 0,77 (mg/g cao
kho)

Phuong phip HPLC,
quang pho

Ham luong p-coumaric acid

10,90 = 0,08 (ung/g cao
kho)

Phuong phip HPLC,
quang pho
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KET LUAN VA KIEN NGHI

1. Két luan

ba xay dung duogc ti€u chuan cho céc chi tiéu dic diém thuc vat hoc cua dugc
liéu Helicteres isora L. (ciy An Xoa), bao gdm dic diém hinh thai, vi phau than, 13,
cubng 14 va dic diém bot duogc lidu. Két qua khao sat cho thdy cac dic diém hinh thai
va vi phﬁu cua dugc liéu phu hop véi dac diém chung cua thyc vat thudc 16p Ngoc
Lan. Cac chi tiéu thir tinh khiét cta duoc liéu nhu ham am, tro toan phﬁn, tro khong
tan trong acid, tap chét 1an trong dugc li¢u, chat chiét dugc, ham lugng kim loai nang
va du luong thudc bao vé thuc vat déu dat tiéu chuin chat lugng.

Pi xac dinh dugc: phuong phap ngadm kiét, dung méi ethanol 70% va ty 18
nguyén lidu/dung moi 1:20 1a diéu kién téi wu dé ly trich thu nhan cao chiét cay
Helicteres isora L. Diéu kién tdi uu duge str dung dé ly trich cao chiét véi quy mo
50kg nguyén li¢u/mé.

Cao chiét thu duoc dap tng céc ticu chuan vé cam quan, do am, ham luong tro,
gi61 han nhiém khuén, du lugng kim loai nang, du lugng thudc bao vé thuc vat va
thanh phén hoat chit theo Dugc dién Viét Nam V. Cu thé, ham lugng phenolic téng sb
dat 202,07 mg/g va p-coumaric acid dat 36,24 pg/g, dam bao tinh nhit quan va chét
luong cua cao duogc lidu.

Xac dinh duge diéu kién phu hop dé tao bot hoa tan chira cao chiét Helicteres
isora L. bang phuong phap say phun: dich cao chiét c6 nong do chat hoa tan 10°Bx,
néng d6 chat mang maltodextrin 10%, nhiét do sy 170°C va luu lugng dich chiét
12,5 ml/phut.

2. Kién nghi

Bot hoa tan chira cao chiét cdy Helicteres isora L. tao ra can nghién ctru danh
gia d6 an toan, tac dung sinh hoc dé lam co sé cho viéc ing dung.

Nghién ctru tao cac san phém (tra hoa tan, cac dang thuc phém bao vé strc
khoe) tir bot hoa tan chira cao chiét cay Helicteres isora L.

Xay dung ving trong cay Helicteres isora L. dé kiém soét chat luong va 1am

nguyén liéu cho viéc san xuat cac san pham.
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Testing Complex:@ No.7, road No. |, Bien Hoa 1 1Z, Dong Nai, Vietnam © C5 lot, K1 road, Cat Lai IZ, Dist.2, HCMC, Vietnam @ 64 Le Hong Phong, Dist.5, HCMC, Vietnam

ki-nuiavss | PHIEU KET QUA THU NGHIEM 2310872024
TEST REPORT Trang 01/01

1. Tén mdu :BOT AX
2. Mb ta mau : MAu thir nghiém do khach hang ldy mdu, tén mau va thong tin vé mdu do
khéach hang cung cap.
) Mau dung trong bao zipper.
3. S5 lugng mau :01(80g)

4. Ngay nhanmau  : 14/08/2024
5. Thoi gian thir nghiém : 15/08/2024 —22/08/2024

6. Noi gri mau : VIEN SINH HQC NHIET POT
9/621 Va Nguyen Giap, Phuwong Linh Trung, Thanh phé Tha Dire ,
) Thanh phé Ho Chi Minh
7. Két qua thu nghiém
Tén chi tiéu Phuong phap thu Két qua
thir nghiém
7.1. Téng sb vi sinh vét hiéu khi, CFU/g ISO 4833-1:2013/ 9,0x 10!
Amd 1:2022
7.2. Coliforms, CFU/g TCVN 6848:2007 <10®
(ISO 4832:2006)
7.3. Escherichia coli, CFU/g TCVN 7924-2:2008 <10@®
(ISO 16649-2:2001)

7.4. Staphylococcus aureus, CFU/g AOAC 975.55 (2023) <10@

7.5. Clostridium perfringens, CFU/g TCVN 4991:2005 <10@

7.6. Bacillus cereus gia dinh, CFU/g TCVN 4992:2005 <10®

(ISO 7932:2004)
7.7. Téng sb ndm men, ndm mée, ~ CFU/g TCVN 8275-2:2010 <10@
(ISO 21527-2:2008)
7.8. Salmonella spp/25 g ISO 6579-1:2017/ Khong phat hién
Amd 1:2020 S Not detected

Ghi chi/Notice: (a) Theo phuong phép thi, két qua dugc bicu thi nhé hon 10 CFU/g khi khong ¢6
khuén lac moc trén dia./ According to the test method, the result is expressed as

less than 10 CFU/g when the dish contains no co oy )
TRUONG PTN VI SINH - GMO @“"f‘ IAM poOC
R A G THU NGHIEM
I S ————
I (7
Trén Thi Anh Nguyét A hanh Trung

1. Céic két qua thir nghi¢m ghi trong phiéu nay chi c6 gid tri d6i voi mau do khich hang giri dén va khong phai 14 gidy chimg nhin san phim.
Test re. \MII\ are valid for the namely submitted sample(s) only, uml this is not a certificate of product.
2. Tén miu, (én khich hing duge ghi theo yéu ¢ du ciia noi guri mau. ! Name of sample(s) and customer are written as customer s request.
3. Bj khong dam bio do mé rgng duge tinh tir d§ khong dam bio do chudn nhin v6i hé s6 phit k = 2, phin bd chuin tuong img véi 95 % do tin cdy.
The reported e \pamlulmuumnm o[numuumuu is stated as the standard uncertainty ll’"hu\ll’ulhlll mulll[vllu”n the coverage factor k = 2, at 95 % confidence level.
4. Khong duge {rich sao mdt phin phiéu két qua thir nghigm nay néu khong cé sy dong y bing van ban ciia Trung tim Ky thudt 3.
This Test R(pml shall not be reproduced, except in full, without the written permission by Quatest 3.
5. Moi thiic mdc vé két qua, khich hang lién h theo dia chi dh.cs@quatest3.com.vn dé biét thém thong tin.
Please contact QUATEST 3 at the email addresses dh.cs@quatest3.com.vn for further information about test report .
6. Phong Thir nghi¢m da duge Vin phong Cong nhin C| hit Iu\nq> (BoA)-Viét Nam cong nhin phi hgp theo ISO/TEC 17025:2017 (Vilas 004). Céc chi tiéu ¢6 diu (*) 1a chua duge cong nhin,
The Testing Lab is accredited as conforming to ISOAEC 17025:2017 by Bureau of Accreditation - Viet Nam (Vilas 004). The characteristics marked with (*) are not accredited yet.
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o TONG CUC TIEU CHUAN bO LUGNG CHAT LUONG N2
>

TRUNG TAM KY THUAT TIEU CHUAN PO LUGNG CHAT LUONG 35@*
QUATEST3® QUALITY ASSURANCE & TESTING CENTER 3

Head Office: 49 Pasteur, Dist. |, HCMC, Vietnam  Tel: (84-28) 38294274  Fax: (84-28) 38293012 E-mail: info@quatest3.comvn  Website: www.quatest3.com.vn
Testing Complex:@ No.7, road No. 1, Bien Hoa 1 1Z, Dong Nai, Vietnam © CS5 lot, K| road, Cat Lai IZ, Dist.2, HCMC, Vietnam @ 64 Le Hong Phong, Dist.5, HCMC, Vietnam

ISO/IEC 17025:2017

KT3-05904ATP4 PHIEU KET QUA THU NGHIEM 20/08/2024
TEST REPORT Page 01/02

1. Tén mau :BOT AX
Name of sample

2. M6 ta mdu : Méu thir nghiém do khdch hang liy mau, tén mu va théng tin vé mau
Sample description do khéach hang cung cap. / Testing sample was sampled by customer,

sample name and sample information were supplied by customer.
M4u dyng trong tui nhya.
As received sample is contained in plastic bag.

3. 86 lugng miu :01
Quantity

4. Ngay nhan mau : 12/08/2024
Date of receiving

5. Thoi gian thir nghiém : 13/08/2024 - 20/08/2024
Testing duration

6. Noi giri mau : VIEN SINH HQC NHIET POIT
Customer 9/621 V6 Nguyén Giap, P. Linh Trung, Tp. Tha Ditc,
TP. Hd Chi Minh

7. Két qua thir nghiém : Xem trang / See page 02/02
Test results

TL. GIAM POC/ PP. DIRECTOR

TRUGNG PTN THUC PHAM
PHONG THU NGHIEM /

HEAD OF FOOD TESTING EAB.

-

i/

Nguyén Thanh Cong

1. Cic két qui thir nghiém ghi trong phiéu ndy chi ¢ gid tri ddi véi miu do khich hing giri dén va khong phai 1a gidy chimg nhin sin phim.
Test results are valid for the namely submitted sample(s) only, uml this is not a certificate of product.
. Tén miu, tén khich hing duge ghi theo yéu ciu cia noi giri mau. / Name of sample(s and customer are written as customer s request.
. D{ khong dam bdo do mé ring duge tinh tir 4 khdng dam bio do chudn nhan véi hé s6 phit k = 2, phin bd chudn tuong (mg véi ‘)5 % 4§ tin cdy.
The reported expanded uncertainty of measurement is stated as the standand uncertainty of measurement multiplied by the coverage factor k = 2, at 95 % confidence level.
. Khong duge frich sao mgt phan phiéu két qua thir nghi¢m ndy néu khéng 6 sy déng y bing viin ban cia Trung tim Ky thujt 3.
This Test Report, shall not be reproduced, except in full, without the written permission by Quatest 3.
. Moi thic mic vé két qua, khich hing lién hé theo dia chi dh.cs@quatestd.com.vn dé biét thém théng tin.
Please contact QUATEST 3 at the email addresses dh.cs@quatest3.com.vn for further information about test report .
. Phong Thir nghi¢m da duge Vin phdng Cong nhan Chét lugng (BoA)-Viét Nam cong nhin phit hop theo ISO/IEC 17025:2017 (Vilas 004). Cc chi tiéu ¢d diu (*) 14 chua duge cong nhin.
The Testing Lab is accredited as conforming to ISO/IEC 17025:2017 by Bureau of Accreditation - Viet Nam (Vilas 004). The characteristics marked with (*) are not accredited yet.
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TONG CUC TIEU CHUAN DO LUONG CHAT LUONG
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TRUNG TAM KY THUAT TIEU CHUAN DO L
QUATEST3® QUALITY ASSURANCE & TESTIN

Head Office: 49 Pasteur, Dist. 1, HCMC, Vietnam  Tel: (84-28) 38294274  Fax: (84-28) 3829f
Testing Complex:@ No.7, road No.1, Bien Hoa 1 1Z, Dong Nai, Vietnam @ CS5 lot, K1 road, Cat L

MINUONG 3 ’-f,/‘\ .
G, oy
%
%
o
gAbm.ovn  Website: www.quatest3.com.yn
e Hong Phong, Dist.5, HCMC, Vietnam

[ViAS 034

ISO/IEC 17025:2017

KT3-05904ATP4 PHIEU KET QUA THU\N & 3 20/08/2024
TEST REPORY ) Page 02/02

7. Két qua thir nghiém
Test results

Gi6i han phat| Pham vido| Két qua thur
Tén chi tiéu Phuong phap thur hi¢n Range of nghiém

Characteristic Test method Limit of |measurement|  Test result

Detection (2)

7.1. Ham luong tro tdng, g/100 g | QTTN/KT3 137: = 11,0

Total ash content 2016

7.2. Ham lugng tro khong tan trong

HCI 10%, g/100 g QTTN/KT3 0,1 Khong phat hién|
10% HCI - insoluble ash content 138:2016 Not detected

7.3. Ham lugng asen tong s, mg/kg| TCVN 8427:2010 - Khong phét hi¢n|
Total arsenic content Not detected

7.4. Ham lugng chi, mg/kg [QTTN/KT3 098 : 2016 3,00 x 107 [Khong phat hién|
Lead content (Ref: AOAC 999.11) Not detected
7.5. Ham lugng cadimi, mg/kg [QTTN/KT3 098 : 2016 3,00 x 1072 IKhong phat hi¢
Cadmium content (Ref: AOAC 999.11) Not detected

7.6. Ham lugng thuy ngén, mg/kg | QTTN/KT3 064:2016| 1,50 x 107 [Khong phat hién|

Mercury content (Ref: AOAC 971.21) Not detected |~

: g 7

W o WN -

=

. Céc két qua thir nghi¢m ghi trong phiéu ndy chi cé gi trj 46i véi miu do khich hing giri dén va khong phai 1a gidy chimg nhin sin phﬁnl.

. Tén mdu, tén khich hing dugc ghi theo yéu cdu ciia noi giri miu. / Name of sample(s) and customer are wrilten as ¢ ustomer s request,
. D khong dam bao do mé rjng duge tinh tir 4§ khéng dam bio do chudn nhin véi hé sb phii k = 2, phin bo chuan tuong (mg véi 95 % do tin cdy.

. Khéng duge frich sao mdt phin phiéu két qua thir nghi¢m ndy néu khdng cé sy dong ¥ bing van bin cia Trung tim K§ thudt 3.
. Moi thic mic vé két qua, khich hang lién h¢ theo dja chi dh.cs@quatest3.com.vn dé biét thém théng tin.

. Phong Thir nghi¢m da duge Van phong Cong nhin Chat lugng (BoA)-Viét Nam cong nhin phii hgp theo ISO/IEC 17025:2017 (Vilas 004). Céc chi tiéu ¢6 diu (*) 13 chua duge cong nhin

Test results are valid for the namely submitted sample(s) only, and this is not a certificate of product.

The reported expanded uncertainty of measurement is stated as the standard uncertainty of measurement multiplied by the coverage factor k = 2, at 95 % confidence level,
This Test Report shall not be reproduced, excepl in full, without the written permission by Quatest 3.

Please contact QUATEST 3 at the email addresses dh.cs@quatest3.com.va for further information about test report .

The Testing Lab is accredited as conforming to ISO/EC 17025:2017 by Bureau of Accreditation - Viet Nam (Vilas 004). The characteristics marked with (*) are not accredited yei,
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PHU LUC 2.
HINH ANH THIET BI THi NGHIEM

Thiét bi c6 quay



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Déc lap - Tw-do - Hanh phic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE e

, Ha Noi, ngby 08 thang: 04 ndm 2025
Sé: 177 /QP-HVKHCN : o

QUYET PINH ,
Vé viéc thanh 14p Hoi dong danh gia ludn vin thac si

GIAM POC .
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Cdn cik Quyét dinh s6 364/0P-VHL ngay 01/03/2025 cia Chi tich Vién Han
ladm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam vé viée ban hanh Quy ché 16 chirc va hoat dong
cua Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé;

Can cir Thong tw s6 23/2021/TT-BGDDT ngay 30/08/2021 cia Bé Gido duc v
Pao tao vé viéc ban hanh Quy ché dao tao trinh dé thac si;

Can cik Quyét dinh s6 1966/0P-HVKHCN ngay 28/12/2021 cua Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc ban hanh Quy ché dao tao trinh dp thac si:

Can cit Quyét dinh s6 1899/0P-HVKHCN ngay 15/11/2022 cia Gidm doc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc cong nhdn hoc vién cao hoc trung tuyén dot 2
nam 2022,

Can cik Quyét dinh s6 222/QD-HVKHCN ngay 29/03/2024 cia Gidm doc Hoc vién
Khoa hoc va Cong nghé vé viéc cong nhdn dé tai va cir ngwoi hudng ddn ludgn vin thac s;

Can cik Quyét dinh s6 1051/QP-HVKHCN ngay 13/09/2024 ciia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc gia han thoi gian hoc tdp lan 1 cho hoc vién
Lwong Thi Hai Hoa,

Xét dé nghi ctia Truomg khoa Khoa Sinh hoc, Truéng phong Dao tgo.

QUYET PINH:

Piéu 1. Thanh lap Hoi dbng danh gia luan vin thac si cho hoc vién Luong Thi
Hai Hoa voi dé tai: “Nghién cru tao cao chiét va bot hoa tan tir cdy td, kén 14 tron
(Helicteres isora L.) bing k§ thuat sdy phun”

Nganh: Sinh hoc thyc nghiém M s6: 8 42 01 14

Danh sach thanh vién Hoi ddng danh gia luan vin kém theo Quyét dinh nay.

Piéu 2. Hoi dong co trach nhiém danh gia luan van thac si theo ding quy ché
hién hanh ctia Bd Gido duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé.

Quyét dinh ndy c6 hiéu lyc trong thdi han t6i da 60 ngay 1am viéc ké tir ngay ky
va phai dam bao thoi han dao tao theo quy dinh cia Hoc vign. Hoi dong tu giai thé sau
khi hoan thanh nhiém vu.

Piéu 3. Truong phong TH chirc - Hanh chinh, Truéng phong Dao tao, Trudng
phong Ké toan, Truéng Khoa Sinh hoc, cac thanh vién c¢6 tén trong danh sach Hoi
ddng va hoc vién cao hoc ¢ tén tai Diéu 1 chiu trach nhiém thi hanh Quyét dinh nay./ %

Noi nhin:

- Nhu biéu 3;

- Luu hd so hoc vién;

- Luu: VT, BT, MT.07.




. \ Quyét dinh s6 177 /QD-HVKHCN ngay 08/ 04 /2025
tia Gidm doc Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé)

3( kHoA HOC VA

Nganh: Sinh hoc thyc nghi€ém
Mi sb: 8 42 01 14

ctia hoc vién: Luong Thi Hai Hoa
@fi: Nghién clru tao cao chiét va bot hoa tan tir cay td kén 14 tron
elicteres isora L.) bang k§ thuét siy phun.

Nguoi huéng dan: TS. Bui Pinh Thach

- Vién Khoa hoc sy séng, Vién Han 1am KHCNVN

Ho va tén, hoc Chuvé T;?,\Ch
TT ham, 1‘xyen Co quan cong tic n u;mm
) nganh trong Hoi
hoc vi dong
PGS. TS. Nguyén | . Vién Khoa hoc sy sdng, .
. T Phirong Thao | >mphoe Vién Han lam KHCNVN Gl et
5 TS. Nguyén Héa sinh Trudng Dai hoc Khoa hoc tu nhién, i Phan bién 1
" | Duong TAm Anh hoc Pai hoc Qubc gia TP.HCM '
TS. Nguyén Cong nghé Vién Khoa hoc sir sdng, . s
% o Do 1Bk oG Vién Han 1am KHCNVN Fihan bhifa 2
A TS. Poan Chinh Sinh Iy hoc Vién Khoa hoc su séng, Uy vién -
" | Chung dong vat Vién Han 1am KHCNVN Thu ky
5 Thié Truong Dai 0 ié : .
5 TS,‘ Ho6 Thién Sinh héa rudng Dai h:_)c E?ong nghiép TP.HCM, Uy vién
Hoang B¢ Cong thuong

(Hoi dong gom 05 thanh vién)./. %

27 ORIV N



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Poc ldp - Tw do - Hanh phiic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

TP. HCM, ngay 13 thdng 05 ndm 2025
BIEN BAN HOP HOI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC SI

Thuc hién Quyét dinh sé: 177/QD-HVKHCN ngay 08/04/2025 cua Giam
dbc Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc thanh lap Hoi déng danh gia luén
vin thac si ctia hoc vién Luong Thi Hai Hoa |

Tén d& tai: Nghién cliu tao cao chiét va bt hoa tan tir cly t6 kén 14 tron
(Helicteres isora L.) bing k§ thuét siy phun.

Nganh/Chuyén nganh: Sinh hoc thuyc nghiém

Mi sb: 842 01 14

HO6m nay, ngay 13/05/2025 Hoi ddng da hop tai Hoc vién Khoa hoc va
Céng nghé vao lac 14h00, Hbi dong gdm 05 thanh vién:

1. PGS.TS. Nguyén Thi Phuong Thao Chu tich hoi dong
2. TS. Boan Chinh Chung Thu ky hoi dong
3. TS. Nguyén Duong Tam Anh Phan bién 1

4. TS. Nguyén Hoang Diing Phan bién 2

5. TS. H6 Thién Hoang Uy vién hdi dong

Thanh vién Véng mit: 0 (Phan bién hodc ty vién, dd c6 ban nhan xét déng
y cho phép hoc vién dugc bao vé trude Hoi ddng dénh gia luan vin thac si).

NOI DUNG LAM VIEC

1. Pai dién co so dao tao doc quyét dinh thanh 1ap Hoi ddng danh gid luan vin

2. Chu tich Hoi ddng, diéu khién phién hop

3. Thu ky HD, doc li lich khoa hoc va bang diém ctia hoc vién

4. Hoc vién trinh bay luan van truéc Hoi dong

5. Phan bién 1:

- Cén chinh stra ludn vin theo céc gop ¥ chi tiét dinh kém trong ban nhén xét cua
phan bién vé ca hinh thtrc va ndi dung

- Mot s6 cau hoi dua néu ra

1. Lam 16 co s& khoa hoc cho viée lua chon bd phan than va 14 cay T kén tron
lam nguyén liéu, lua chon loai dung mdi, phuong phap chiét cho viéc thu nhan
cao chiét

2. Lam 15 ly do tai sao lya chon axit p-coumaric lam chét chi ddu dinh luong

trong viéc danh gia cao chiét



3. Lam rd céc chi tidu danh gia chat lugng cao chiét: do tac gia/ nhém nghién
ctru thuc hién hay gui phéan tich bén ngoai.

- K&t luan: D& tai dép tng cac yéu cdu dbi véi mot luan vin Thac si, c6 thé bao
vé dé cong nhan hoc vi Thac si.

6. Phan bién 2:

- Chinh stta luan vin theo cdc gop y dinh kém ban nhén xét ciia phén bién

- Cén chinh stra lai bd cuc luin van hop ly, tdp chung chinh vao dbi twong
nghién ctiru

- Cén chinh stra va nhét quéan c4c sb liéu trinh bay trong céc bang biéu va dién
giai s liéu trong phan két qua va ban luan (chi tiét tham khao ban nhén xét cta
phan bién)

- Cén chinh st lai cac phén ban ludn dé so sanh vé6i cac nghién ciru trude dé va
lam r& rang hon céc két qua dat dugc. Phan két luan can chinh stra pht hop véi
ting ndi dung nghién ctru.

- Céu hdi:

1. Tac gia can lam 13 co s& cho viée lya chon loai dung mdi khao sat, ndéng do
dung moi khao sat, ti 16 dung moi/nguyén liéu khao sat.

- K&t luén: Dé tai dép ting céc yéu cAu ddi v6i mot ludn van Thac si, ¢6 thé bao
vé dé cong nhan hoc vi Thac si.

7. Hoc vién tra 10i:

- Hoc vién tra 10i cic co s& khoa hoc cho viéc lya chon cac ti€u chi khao sat
trong viéc xay dung quy trinh thu nhan cao chiét tir than va la cay t6 kén tron
bao gdém: phuong phap ngim chiét, dung méi ethanol 70%, ti 1& dung moi/
nguyén liéu 1/20

- Hoc vién tra 10 cac chi tiéu phén tich chét luong cao chiét, trong do cac chi
tiéu gui phén tich bén ngoai nhu: ham lugng kim loai néng, du lugng thube trir
sdu, dinh Iugng ham lugng axit p-coumaric cé trong cao chiét

- Hoc vién gidi thich ly do lya chon axit p-coumaric la loai axit phenolic thube
nh6m chét phenolic duge tim thay nhiéu trong méu cy td kén di dugc cong b
trong mot sd cac nghién ciu trude day.

8. Cac thanh vién HD va nhiing nguoi tham dy néu ciu hoéi

- Cén 1am 16 lai dbi twong nghién ctu

- Trinh bay lai cac phuong phap nghién ctru va két qua dat duogc theo timg ndi
)dung nghién cuu nhim thudn tién cho viéc theo di

- Trinh bay lai ndi dung nghién ctru theo 4 no6i dung: danh gia ngudn duoc lidu
dau vao, xay dung quy trinh thu nhén cao chiét, danh gia va xay dung tidu chuin
chit lugng co s& cla cao chiét, xdy dung quy trinh tao bdt hoa tan c6 chia cao
chiét tir than 14 cay t6 kén.



- Giai thich ly do tai sao khong dua tiéu chi dinh luong ham luong axit p-
coumaric vao chi tiéu tiéu chun co s6 cia cao chiét.
9. Hoc vién tra 1oi
- Hoc vién xin tiép thu céc y kién néu trén va chinh sta lai luén van theo cac gop
y chi tiét ctia 02 can by phan bién va céc thanh vién HD.
10. Hoi ddng hop kin va cho diém
- Hoi ddng bau ban kiém phiéu gdm 3 thanh vién:
+ Trudng ban: TS. Nguyén Duong Tam Anh
+ Uy vién: TS. Nguyén Hoang Diing
+ Uy vién: TS. Poan Chinh Chung
- Két qua kiém phiéu nhu sau:
+ 86 phiéu phét ra: 05
+ 86 phiéu thu vé: 05
+ Tong sb diém: 41,7
+ Diém trung binh: 8,34
+ Diém thuéng cong trinh cong bo: 0
+ Tdng diém dénh gid luan vin va thudng cong trinh cong bb: 8,34
- Két luan cta Hoi déng:
+ Luan vin: DAT (dat/khong dat yéu cau)
+ Tinh khong tring 1&p ndi dung va tén d& tai véi cac cong trinh cong bo:
Luan van khoéng trung lap ndi dung va tén dé tai véi cac cong trinh cong b
11. Chu tich Hoi déng, cdng b két qua, yéu cAu hoc vién chinh stra luan vin véi
cac ndi dung sau:
- Luan van dat yéu clu d6i véi 1 luan van Thac st
- Bé nghi hoc vién nghiém tic chinh stra lai luén van Thac si theo cdc gop y chi
tiét clia c4c thanh vién trong Hoi ddng danh gia ludn vin Thac si
Budi hop da két thic vaofsgio 30 phut ngay 13/05/2025.

TP.HCM, ngay 13 thdang 05 nam 2025

THU KY HQI PONG CHU TICH HOILPONG

-

Poan Chinh Chung Nguyén Thi Phwong Théo

XAC NHAN c}g@ @g@pg&o TAO




CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Déc lap —~ Tw do — Hanh phac

2wt

BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN VAN THAC ST

Ho va tén nguoi nhan xét: Nguyén Duong Tdm Anh Hoc ham, hoc vi: PGS. TS
Chire danh trong Hoi dong: Phan bién 1
Co quan cong tac: Truong DH Khoa hoc Ty nhién, DHQG TP.HCM
Ho va tén hoc vién: LUONG THI HAI HOA
Tén dé tai: Nghién ciru tao cao chiét va bt hoa tan tir ciy to kén 1a tron (Helicteres
isora L.) bing k¥ thudt sdy phun
Chuyén nganh: Sinh hoc thuc nghiém
Noi dung nhan xét
I. Tinh cap thiét, tinh thoi su, ¥ ngfua khoa hqc va thure tién ciia dé tai ludn viin
Dé tai ¢ y nghia thue tién cao & viée tao ra san pham bot hoa tan tir ngudn dugc | liéu
cdy to kén 14 tron dé chim soc stre khoe cho con nguti hon nita hudng nghién ciru rat
thich hop va dap tng xu thé tiéu dung san pham dugc thio ¢6 ngudn gde thién nhién
an toan cua thoi dai.
2. Sy khong tring Iap ciia dé tai nghién clru so voi cong trinh hhoa hoe, ludn van

da cong b trong va ngoai nwdéce; tinh trung thye, ré rang va dm du trong trich

dan tai liéu tham khao

Pé tai luan van khong tring lap véi cong trinh khoa hoc, luan van da cong b trong va

ngoai nudc; tai liéu tham khao dugce trich dén trung thue, rd rang va da}e du.

3. Sw phi hop giita tén dé tai véi ndi dung nghién ciru ciing nhw véi chuyén nganh
va mi sb dao tao
Tén dé tai hoan toan phu hop voi ndi dung nghién ciu cling nhu voi chuyén nganh

Sinh hoc thue nghiém va ma s6 dao tao.

4. P tin cdy va tinh hién dai cta phwong phap nghién ciru da si dunﬂ dé hoan
thanh ludn vin

Phuong phdp nghién ciru thuong qui, ¢6 do tin ciy cao va phu hop véi ndi dung dé tai

trong do ¢6 cac phuong phdp hién dai nhu sac ky long cao ap dé xac dinh thanh phan

hoat chat p-coumaric acid ciia cao chiét; k¥ thuat shy phun dé tao bt cao chiét hoa
tan,
5, Két qua nghién citu ciia ludn viin

Dé tai ludn van da dat duogc cée két qua nghién ciru sau: ;

- Xac dinh duge dic diém hinh thai, dac diém vi phau than, 14, dic diém cia bot
dugce lidu cdy tb kén la tron (ham 4m, ham luong tro toan phan va tro khéng tan
trong acid, ham lwong tap chét, ham luong chét chiét, ham lhrong kim loai ning,
du lugng thudc bao vé thire vat, dinh tinh hoat chat p-coumaric acid).

- Thiét 1ap phuong phap dinh lugng hoat chat p- coumaric acid bing k¥ thuat HPLC.

- Xay dung  quy trinh trich ly tao cao chiét cay to kén 14 tron (loai dung méi. nong
d6 dung méi, ti 1é chiét) va kiém nghiém mot sd tiéu chi cia cao chiét
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- Xav dung quy trinh tao bot cao chiét ¢y 10 kén la tron hoa tan bing k¥ thudt sa}
phun (ndng dj cao chiét, ndng d¢ maltodextrin, nhi¢t do sdy, luu | u(mzz) va kiém
nghiém mot s6 tiéu chi ciia bot hoa tan.

'6. Nhirng han ché, thiéu s6t cira ludn vin vé ndi dung, hinh thire va cAu héi

Ngi dung

Muc cam doan can viét lai, thé hién duoc su tham gia ctia ngudi huéng dan trong viée
hoan thanh luén van.

Cén wet lai phdn mé diu vdi tinh clp thmt ¢ nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai
sat vai ndi dung nghién clru va c6 tinh thuy &t phuc hon.

Bé sung théng tin vé cay duge liéu t6 kén 14 tron: tudi cdy khi thu hai dé khao sat, cdy
moc tir nhién hay dugc trong.

Viée dinh danh méiu cdy duge liéu can ¢6 y kién thim dinh cta chuyén gia dé tranh

nhdm lan véi déi twong nghién ctru khac cung chi.

Mb ta cu thé diéu kién trich Iy cao chiét bing 2 phwong phap ngam dam va ngam kiét

trong muc khao sat phuong phap chiét (ti 1& chiét, qui mo chiét, nhiét dé chiét, thoi

gian chiét...)

Khéng ¢6 ethanol 100% 139, , cAn chinh sira.

Cong thtre tinh phenolic téng s6 chua cé tinh ham dm, chua phan anh ding ham luong

hoat chit ¢o trong nguyén liu.

B& sung dinh nghia vé thong s6 hiéu mat sy, hiéu suét thu hdi va cong thire cach tinh

cac gia tri nay trd4, 45.

Két qua dic diém hinh thai cdy duge li¢u tr48 cin trinh bay ¢d dong phi hop véi két

qua hinh anh thu dugc.

Hinh 3.1 khong thé hién duge than cdy dugc lidu

Két qua hinh anh vi phiu cén bd sung d¢ phong dai cia kinh hién vi.

Lam rd két quéa phan tich du luong thude bao vé thire vét do hoc vién thuc hién hay

giri man, Néu hoc vién thuc hi¢p thi Jphai mo ta phurong Qhap \ac dinh Jfrong myuc [
Phuong phdp cua luan van W L)?’Wj Hm t( ded 4 A S yer) Jm JL K fjm’ tf fti'f

Ku qua kiém tra cac VSV gdy bénh, tong s0 VSV hiéu khi, tons_, sd nam men, nam

mde, ham luong tro tdng, tro khong tan trong HC110%, kim loai néng do bén thu ba

thuc hién, ndi duno do trinh bay & trang 70-73 trong luin van cin dugc trinh bay lai

moét cach ¢d dong phu hop , theo sat voi két qua dat duoc.

Noi dung phu luc 2 khong ¢6 y nghia

Hinh thirc

Danh muc céc chir vxet 1at chua chinh x4c, can chia ¢{t giai thich tiéng Anh ya tiéng

Viét dbi v6i chir viét tat nena Anh. _» (B fl{) faf m‘n dut wﬁu\,ém (S Hrl iﬁf k&, ,

- Cacso dé quy trinh san xuét can trinh bay lai theo ding qu\’ ude, quy cach thé hién so (ﬂ% bud H

dd khéi. fn o § @aumane sad HeL63 Ly (N

Xem lai tmh chmh xéc cua thong tin “dxdbgenm (Ig‘c duge dinh bang__, k¥ thuat
PCR” tr9. i ﬂx(ut W Cat ¢ Ld‘i” . S{/ e fied clLuk e fﬁat sl &J{m

Teén khoa hoc ciia sinh vat quy uée phai in nffluuw

Hinh 1.2 tr31 ]a cida tdc gia hay tham khao? Cin xéc dinh dé dat dung muc noi dung.
Pé cap dung moi sir dung trong nghién ctru phéi c¢6 théng tin ndng do dung moi.

Cau hoi

Dé xuit huéng va lidu lugng st dung cua bot cao chiét cay td kén 14 tron hoa tan duoc
tao ra trong dé tai?

=
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Co s& chon bd phan than va 1a coa cdy t6 kén 1a tron Ja nguyén li¢u chiét cao? Ham
lrgng hoat chit quan tam trong cac bd phén so vdi bd phén ré, qua, v6 than nhu thé
nao?
Phén biét phuong phép ngdm dam, ngdm kiét va chiét Soxhlet? Hoc vién can xdc dinh
lai quy trinh tao cao chiét trong nghién ctru nay la sir dung phuong phdp trich ly nao.
M@i Jan chiét soxhlet la 20g nguyén liéu, hoc vién lam ao nhiéu 1an dé co 1 g can (r36.
37
Vi sao khi chiét st dung ethanol nhung khi hoa tan cin lai diuw methanol?
Trong khao sat ti 1¢ dung moi hoa tan can, khoi lugng cin 1a bao nhiéu r37? Thi
nghiém khio sat ndng do dung méi va ti 1é dung mdi hoa tan cdn ¢b muc dich gi?
Vi sao trong cac thi nghiém khao sat diéu kién siy phun, tac gia khong dung tiéu chi
ham hrong p-coumaric acid dé danh gia?

&‘55‘? /Chi tiéu VSV va kim loai nang téc gia khao sdt cho 3 loai miu 1a bét nguyen li¢u, cao
chiét va bot hoa tan, phin phu luc chi ¢ 1 ban, d6 1a la két qua cua mau nao?
Giai thich vi sao ham lugng p-coumaric acid ¢ cao chiét chiét bano ngam dam mzam
kiét cao gdp 3-5 1dn so véi cao chiét chiét bang soxhlet, trong khi dé hiéu sudt thu hoi
lai thap hon 1/3?

7. Néu tac gid chua viét bai bao khoa hoc thi noi dung ciia luan vin c6 thé dwge viét
thanh ciac bai bao de giri ding frén hp chi khoa hoc, siach chuyén nganh hoiic
fuven tap cong trinh héi nghi khoa hoe ciap quoc gia, quoc té hay khong?

Noi dung dc tai ludn vin hoan toan c6 thé cong bé thanh cac bai bao khea hoc trong
nude va quoc té.

8. Kétluan chung
Luan vin nay dap g diy du yéu cdu déi voi mot luan van Thac si, dé nghi dua ra
bao vé dé nhan hoc vi Thac sf.

e
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TP.HCM, ngay 25 thang 4 nam 2025.
Nguoi phan bién

/i"’ ¢ éi/ g, o

Nguyén Duong Tam Anh
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BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN VAN THAC 81

Hao va tén ngudi nhan xét: Nguyén Hoang Ding Hoce ham. hoc vi: Tien s

2Es

Chie danh trong Hoi ddng: Uy vién — Phan bién

Co quan cong tic: Vién Sinh hoe Nhiét ddi - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam ‘-

Ho va tén hoe vién: Luong Thi Hai Hoa

Tén dé tai: Nghién etru tao cao chiét va bot hoa tan tir iy 16 kén 1a tron (Helicteres isora
L) bing k¥ thuat say phun

Chuy¢n nganh: Sinh hoc thue nghiém, Misd: 84201 14

NOI DUNG NHAN XET

X
3

1. Tinh cip thibt, tinh thoi su, ¥ nﬂ“hm khoa hoe vi there tién cta dé tai ludin van:

\
Tinh cap thiét, tinh thoi sw: Cay 16 kén 1a tron (Helicteres isora 1) b viing k¥ thudt

g ngtra bénh

o i
oo MR

sdy phun 1a mot loai duce Hidu ¢d nhidu hoat tinh sinh hoe nhu hd o phon

dai thao dudng, bao vé gan, e ché tang sinh té bao ung thu, giam dau, khi ang khuan,

L
Tuy nhién, cac nghién ciru vé chuan hoa, tao cac san phim dang cao chiét. bot hoa tan

van chua nhiéu. Nghién ciru nay duoce thue hién nham x/ iy dung quy trinh d¢ tao ra cdc

san pham cao chiét v bot hoa tan tir edy 16 kén 1a tron (Helicieres isora 1) bing ky

thuat sty phun biing k¥ thudt sdy phun. Nghién ciru ¢6 tinh mdi. khoa hoc va img dung

cao.
Vé v nghia khoa hoc: Nghién ciru gop phin cung cap thong tin khoa hoe vé quy
trinh tao cao chiét, bdt hoa tan cling vai icy chudn co so tr cdy 1o kén 1a tron (Helicieres

isora L),

Ve ¥ nghia thue tién: nghién ctru gép phan 1go ra cde san pham cao chiét. bot hoa
tan tlr cdy 16 kén 14 tron (Melicteres isora 1) duge chudn héahudng img dung trong

thue pham hé tro stre khoe.
2. Sy khong tring Kip cia dé i nghién cfu so véi cde cong trinh khoa hoe, ludn
van da cong bé & trong va ngoai nudc; tinh trung thue, ro rang va diy Gu trong
trich din tai liéu tham khao:
Ludn vin khong trimg 1ap vai cae cong trinh khoa hoc, luan van da cong bd o trong
va ngoai nude.

Tai icu tham khao trich dan trung thuce, 10 rang.

ook



3. Sy phit hop gitta tén dé tai véi ngi dung nghién ctu ciing nhw voi chuyén nganh
va mi so dao tao:

Tén de i phihop vt ndi dung nghién cdu, chuyén nganh dao tao va ma dao tao.
4. D{ tin cdy va tinh hién dai cua phuong phap nghién ciru @i siv dung dé hoan
thanh ludn van:

Cie phuong phip nghién ciru duoe su dung 1a cde phuong phdp thudng quy. Cic
phuong phap sir dung ¢6 dd tin clly cao.

5. K&t qua nghitn ctru ¢ha fudn vin:

Két qua nghién clu dap ing yéu chu cia mot ludn van thac si. Thong qua nghién
ctru, xay dung duoc tiéu chuan cho cac chi tiéu ddc diém thue vat hoe cua duge liéu
Helicteres isora L. (cdy An Xoa), bao gém dic diém hinh thdi, vi phau than. 14, cudng
la va dic diém bot duoe lidu. Céc chi tidu thir tinh khiét cia duoe lidu nhu ham 4m., tro
toan phan, tro khéng tan trong acid. tap chit lan trong duoc lidu, chat chiét duoe, ham
legng kim loar nang va du luong thude bao vé thue vat déu dat tiéu chudn chit luong.
Hoc vién cling da xge dinh duge: phuong phap ngam kiét, dung moi ethanol 70% va ty
1¢ nguyén liew/dung moi 1:20 la diéu kién 61 wu dé Iy trich thu nhan cao chiét ciy
Helicteres isora L. 1a didu kién i uu duoce st dung dé ly trich cao chiét véi quy md
S0kg nguyén lidu/mé. Cao chiét thu duge dap tmg cde tiéu chuin vé cam quan, do am.
ham luong tron gidi han nhiém khuan, du luong kim loal nang. du luong thube bao vE
thue vat va thanh ph?m hoat chit theo Duvc dién Viét Nam V. Cu thé. ham luong
phenolic tong s6 dat 262,15 mg/g va p-coumaric acid dat 38,11 pg/g. dam bao tinh nhat
quéan v chét luong cta cao duoc liéu. Xae dinh duoe didu kién phtt hop dé tao bot hoa
tan chtra cao chiét Helicteres isora 1. bang phuong phip siy phun: dich cao chiét co
nong dé chét hoa tan l()“iﬁ;%‘x* nong do chit mang maltodextrin 10%. nhiét do séy 170°C
va Juu luong dich chiét 12.5 ml/ phit. Cac két qua dat duoe phtt hop vor luan van thae
st .
6. Nhirng han ché, thiéu sot cia ludn vin vé ndi dung, hinh thire va ciu hoi:

Luan vin ¢on mic mot sb 101 chinh ta, didn dat, trinh bay, str dung thuat ngir khoa
hoc hon.

Ludn van nén bién 1ap ngan gon tp trung vao muc téu va ndi dung cua nghién
CiTu.

Phéin md déu, Iy do chon dé tai can duge bién tap ngin gon hon, tp trung vao bdi
canh chung vé 1041 16 kén 14 tron & Viét Nam. chc nghién ciru vé 1ao cao chiét, bdt hoa
tan cua lodi nay. Phin ndi dung cdn trinh bay ngin gon hon, co so khoa hoc. tinh thuc

tien va dong gop caa ludn vin nén bién @p phil hop véi thong tn ludn van.



Phiin tong quan. noi dung 1.1.5 (thanh 1 phin hoéa hoe) nén trinh bay theo hudng
tong quat theo hudéng cic cao chiét, hop chit. don chat da duoce n g!nw cuy, Jmn“ tin

chi tiét hon vé p-coumatic acid. Noi dung 1.1.6 (tdc dung duge 1¥) can trinh bay ngin

gon hon. Noi dung 1.1.2 va 1.1.9 nén gbp lai. Noi dung 1.2 cin bo sung thém trich din.

Phan vat liéu - phuong phap: cin théng nhat thuat ngir s dung déi vai déi tuong
nghién ciru, b sung quy trinh nghién ctu tong quat. Cac phuong phap cin trinh bay chi
tiét hon céc théng s6 thi nghiém va b sung trich dan day du, bd sung phuong phap
théng ké va xur 1y s lidu.

Phan két qua- thao luan nén ¢6 két ludn cho mdi tiéu muc. trinh bay thong nhat cic
bang 56 liéu trong céc bang, hinh anh. Néi dung 3.1.6 tir trang 69-73 nén trinh bay ¢ phuy

lue, bo sung hinh anh cao chiét, bdt hou tan cta 16 kén 14 won (Helicieres isora 1)

Phan tai liéu tham khao can bo sung tai lidu tham khio tiéng Viét, ra sodt thong

nhat gitra trich dan va ghi nhan tai liéu tham khao.

A o H < - b 4 ~ .
Phan phu luc bo sung hinh anh trang thiét bi sir dung dé tao cao chiét, bot hoa tan.
nén Viét hoa cac ndi dung trong phu luc.

7. Néu tac gia chua viét bai bao khoa hge thi ndi dung cua luln vin ¢6 thé duge

«
2 A

iet thanh cac bai bao dé gii ding trén trén !dp ¢hi khoa hoe, sach chuyén nganh

hodc tuyén tap cong trinh hoi nghi khoa hgc edp qube gia, quic té hay khong?

No1 dung trong ludn vin ¢6 thé duoc cong bo trén cie chi khoa hoc tr ong va ngoai
nude.
8. Ket ludn chung (khang dinh mire d§ dap dng cde yeu ciu doi voi mt ludn vin
Thagce si: lugn van ¢6 the dua ra bao v¢ dé nhédn hoe vi Thac si dugce hay khong?):
Luan van dap ung yéu cau cua mot luén van thac si.

Hoe vién can chinh sta ludn vin theo gop v cua hdi dong.

7
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BAN GIAI TRINH CHINH SUA LUAN VAN
THEO KET LUAN CUA HQI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC Si

Ho tén hoc vién: LUONG THI HAI HOA  Lép: Sinh hoc thyc nghiém 2022B

Tén dé tai ludn vin: Nghién ctru tao cao chiét va bot hoa tan tix cAy t6 kén 14 tron
(Helicteres isora L.) bang k§ thuat sdy phun

Nganh: Sinh hoc thyc nghiém
M3 s6: 8420114

Ngudi huéng dan khoa hoc: TS. BUI BPINH THACH
Ngay bao vé luan van: 13/05/2025

Can ctr bién ban hop hdi dong danh gia luan vin thac si, hoc vién d4 chinh
stra luan van nhu sau:

thich tir viét tit bang tiéng Viét

STT | N¢i dung dé nghij bd sung, chinh Noi dung d3 bo sung, chinh
swa sira
1 Danh sach chir viét tat: bo sung gidi | D4 b0 sung bang viét tat (tr. v,

vi)

s0 liéu can trinh bay rd va chi tiét hon

2 | Phan mé& dau can {trinh bay ngan gon | DA chinh sta ngan gon va néu
lai va néu 18 sy can thiét dé thyc hién | 16 su can thiét (tr. 1, 2)
nghién ctru nay

3 | Téng quan: cin trinh bay cac nghién | D4 chinh sira, bb sung (tr 29,
ciru trong va ngoai nude c6 lién quan | 30)
dén viéc sir dung k¥ thuat say phun
tao cao va bot hoa tan tir ddi tuong co
lién quan..

4 | Phuong phép nghién ctru: phan xtirly | - D4 chinh sira chi tiét doi

tuwong nghién ctu (tr. 34, 35);
khao st thoi gian chiét, dung
mbi chiét, (tr.36, 37);

- Muyc 2.2.2: bb sung khao sét
phuong phép chiét va sira 16i
chinh ta (tr. 39, 40);

- Muc 2.2.3: bb sung ham
lugng hoat chét sinh hoc, cach
tinh hiéu suat sy, hiéu suét
thu hdi (tr. 43, 44)

- B6 sung ndng dd Methanol
(tr.47)




5 | Phankét qua: ndi dung 3.1 phan md | DA chinh sira ngin gon va bb
ta dac d1em thye vat cua cdy t6 kén 14 sung hinh anh (tr. 48, 49, 53,
tron can trinh bay ngén gon, trich din 54)
ngudn tai liéu tham khao, phuong
phap Xac dmh
6 | Nhiéu bang sb liéu khong du ham D4 chinh stra bd sung bang
luong khoa hoc cén gop lai mot sd 3.7;3.8;3.9; 3.14; 3.15; 3.21
bang sb liéu nhu: 3.7; 3.8; 3.17; 3.18 | (tr. 62, 63, 64, 69, 73, 74, 75)
7 | Cénlam rd ham lugng thuéc BVTV | D4 chinh stra dudi ngudng
trong bang 3.19, 3.20 phat hién (tr. 79, 80)
8 | Cén thao ludn két qua dat duoc Pi bo sung thao luan vé két
qua dat dugc (tr. 56, 57, 58)
9 | TLTK b6 sung, ra soat TLTK tiéng D3 b6 sung TLTK tiéng Viét
Viét (tr. 95, 100)
10 | Muyc cam doan ghi 8 ngudi huéng D3 bd sung tén dé tai va nguoi
din huéng dan (tr. i )
11 | No6i dung phy luc 2 khong y nghia D3 loai bé (tr. 105-120)
12 | Phan tong quan ndi dung 1.1.5 ( D3 bo sung (ir. 6, 8, 22)
thanh phan hoa hoc) nén trinh bay
theo huéng tbng quat cdc cao chiét,
hop chét, don chét da duge nghién
ctru, thong tin chi tiét hon v& p-
coumaric acid. Noi dung 1.1.6 (tac
dung dugc 1y) can trinh bay ngan gon
hon. N6i dung 1.1. 2va 1.1.9 nén gop
lai. N§i dung 1.2 cin b sung thém
trich dan
13 | Phan vét liéu — phuong phap: can Di b6 sung, chinh sta thuat
thong nhét thuat ngir sir dung dbi voi ngit, quy trinh nghién cru
d6i tuong nghién ciru, b sung quy téng quat (tr. 35)
trinh nghién ctru téng quat.
14 | Phan phu lyc bd sung hinh anh trang | D3 chinh sira, bb sung hinh
thiét bi str dung dé tao cao chiét, bot | anh (tr. 105, 106, 107)
hoa tan, nén Viét héa cic ndi dung
trong phu luc
15 | C6 su khong nhit quéan gittakét qua | D3 chinh stra ham lugng
thé hién trong bang 3.21 va phan md phenolic (tr. 80)
ta bén dudi
16 | Panh gia mét sO chi tiéu ciiabothoa | Di b6  sung danh gia va hinh
tan: vé kich thudc, mau séc anh vé bot hoa tan (tr. 83, 84,
86, 87)
17 | Két qua vi phau can bd sung do D3 b6 sung dd phong dai (tr.

phéng dai

50,51, 52, 53, 54, 55)

VAE < Z oy



18 | So do6 quy trinh san xudt can trinh bay | P chinh sira (tr. 32, 76, 91)
ding quy céch, quy udc dang khéi
19 | Piéu chinh lai ham lugng phenolic D3 b6 sung ham lugng
gitra cac thi nghiém phenolic (tr. 93)

Ha Néi, ngay /9 thang OS ném 2025
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