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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ciru trong ludn vin nay la céng trinh
nghién curu cua t6i dua trén nhitng tai liéu, 56 lidu do chinh t6i tw tim hiéu va
nghién ciru. Chinh vi vdy, cdc két qua nghién citu dam béo trung thue va khach
quan nhat. Pong thoi, két qud nay chira timg xudt hién trong bat cit mot nghién
ctiu nao. Cdc s6 liéu, két qua néu trong ludn van la trung thuc néu sai t6i hodn

chiu trach nhiém truoc phat lugt.

Tac gia luan vin-kyva ghi ré ho tén
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LOI CAM ON

Pé c6 thé hoan thanh d? tai luin van thac sT mot cach hoan chinh, bén
canh su nd luc c¢b ging cta ban than con cé su huéng dan nhiét tinh cia quy
thay co, cling nhu sy dong vién ting hé cua gia dinh va ban be trong sudt thoi
gian hoc tap nghién ctru va thuc hién luan van thac si.

T61 xin chén trong cd&m on ban Lanh dao, phong dao tao, cac phong chirc
nang cua Hoc vi¢n Khoa hoc va Cong nghé va céc thiy cb gido Khoa Cong
Nghé Sinh hoc, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han LAm Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam di tao diéu kién va giup dd t6i trong qua trinh hoc tap.
T6i cling xin bay t6 1ong biét on dén PGS. TS. L& Thi Nhi Céng, TS. Nguyén
Viét Linh nguoi d3 hét long gitip d& va tao moi diéu kién tét nhit cho t6i hoan
thanh luén vén nay.

T6i cling xin chan thanh bay té 1ong biét on dén cac can bo, hoc vién cta
Phong Cong nghé sinh hoc méi trudng va Phong Cong ngh¢ sinh hoc déng vat,
Vién Cong nghé sinh hoc (nay 1a Vién Sinh hoc), Vién Han 14m Khoa hoc va
Cong ngh¢ Viét Nam, nhimg ngudi da gitp d& t6i rat nhidu dé thuc hién luan
van nay.

Tbi xin cam on D tai: “Nghién ctu chiét xuét, bao ché tao san phim hd
trg diéu trj viém loét da day do nhidm vi khudn Hp (Helicobacter pylori) tir
ngudn nguyén liéu 14 Bo, ning cao gid tri chudi san pham dau ra cho phat trién
cdy Bo tai tinh Dak Lak” (S& Khoa hoc va Cong nghé - tinh Pk L4k) di cung
cép s6 liéu dé tdi hoan thanh Luan van.

Cubi cung, t6i xin chan thanh cdm on dén gia dinh, cac anh chi va ban
bé d3 hé tro cho toi rat nhidu trong sudt qua trinh hoc tap, nghién ctru va thuc

hién dé tai luén vin thac s mot cach hoan chinh.

Ha Noi, ngay 06 thdang 03 ndm 2025

Hoc vién
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MO PAU

Viét Nam 1a mot nude ndm trong vung nhiét déi c6 hé thuc vat phong phi,
dic biét co rat nhiéu loai thao duoc quy c¢o vai trd 16n trong doi séng x4 hoi.
Nghién ctru thanh phﬁn héa thuc vat va hoat tinh sinh hoc 1a mot budce di can
thiét va quan trong khong thé thiéu dugc trong viée tirng budc phat trién thude
va thuc phém chtrc nang tur thuc vat. Tai Viét Nam, nhu cau tiéu dung céc san
pham ty nhién, c6 ngudn gdc tir thuc vat giup ting cudng bao vé strc khoé ngay
cang nhiéu. Trong sb cac loai cay duogc trong pho bién ¢ Viét Nam, bo ciing 1a
mot loai cay co6 gia tri kinh té cao. Tuy nhién, bo thuong dugc biét dén 1a loai
cdy dn qua, rat it cac nghién ctru vé cac hoat tinh cua 14 bo. Trong khi d6, hing
niam, sau moi vu thu hoach, ba con thudng tia 14 dé chuan bi cho vu mua tiép
theo. Pay 1a mot ngudn nguyén liéu vo cing doi dio va chua duge khai thac.
Bén canh d6, theo céc tai liéu da cong bd, cac cao chiét tir 14 bo c¢6 chira nhiéu
16p chat thir cAp voi ham luong kha cao, ddc biét 1a nhom anthocyanin va axit
phenolic don vong, do vay hoat tinh sinh hoc cta bo ciing kha da dang. Cac
hoat chat phan 1ap tir 14 bo thé hién kha ning trc ché mot s6 chung vi khuan:
Helicobacter pylori, Micrococcus pyogenes var aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis,...

Tai Pak Lik, bo duoc trong kha pho bién tir nhitng nam 1958 véi 3 giéng:
West Indian, Guatemalan, Mexican va ca giong lai. Tinh Pak Lak di chu trong
vao viéc phat trién trong cdy bo va tao cac san pham tir cdy thube tir d6 gop
phan da dang héa cdy trong ctia nganh nong nghiép, phat trién kinh té nong
thon, tao viéc lam, tang thu nhap va cai tao doi séng cho nhan dan, dac biét 1a
ving sdu, viing xa, ving bién gidi, gop phan dam bao an ninh quéc phong. Hon
nita, ddy 1a loai cdy dé trong, dau tu thap, thich nghi véi nhiéu ving sinh thai,
dic biét sinh truong va phat trién t6t ving dat xau, kho can ma cac ciy luong
thue truyén thong hiéu qua khong cao. Trong do, bo Booth 1a mdt trong nhiing
gidng bo duoc trong kha phd bién ¢ Pik Lik. Bo Booth 1a loai bo duoc lai
ghép giita giébng bo Tay An D va gidng bo Guatemalan.

Vi khuan H. pylori (HP) lan dau tién dugc phat hién boi Marshall nim
1982 va chinh thace dat tén H. pylori vao nam 1989. HP dugc xem la nguyén
nhan gay viém da day man tinh va loét da day — ta trang, dac biét 1a ung thu da
day. Hién nay, to chic Y té thé gigi (WHO) da xép HP 14 tic nhan s mot gay
bénh ung thu da day. Ty 1& nhiém HP cao nhat trong tat ca cac loai nhiém cac
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ngudn vi sinh vat gay bénh, c6 dén 50% dan s6 nhidém HP. Trong d6, Viét Nam
la mot trong nhiing quéc gia co ti 1& nhiém HP rat cao, 18n téi 70% va ung thu
da day hién dang 13 van dé Ion trong cac bénh ung thu dudng tiéu hoa. Dé diéu
tri HP, cac phac dd khang sinh kha phuc tap da duoc dit ra. Tuy nhién, vai xu
huéng sir dung c&c thuc pham hitu co hién nay, viéc st dung duoc liéu dé phong
bénh do HP gay ra da va dang duoc chi trong. Trong d6, 14 bo dugc chung
minh 1a ¢ cac hoat chat c6 tac dung tc ché vi sinh vat ndi chung va HP noi
riéng di va dang dugc nhiéu nha khoa hoc trén thé gisi quan tdm nghién ctu
nhung ¢ Viét Nam lai chua c6 nhiéu cong bd vé van dé nay.

Vi vay, dé tai “Nghién ctru kha nang khang vi khuan Helicobacter pylori
ctia cao chiét tir 14 bo Booth thu thap tai tinh Pik Lik” da duoc thuc hién.

Muc tiéu ciia Pé tai:
Xéc dinh dugc hoat tinh khang vi khuan Helicobacter pylori cua cao chiét tir 14
bo Booth thu thép tai tinh Pak Lik nham dinh hudng 1am tra tai loc dé hd tro
phong bénh viém loét da day do vi khuan nay gay ra.

Néi dung Dé tai:
- Danh gia hoat tinh sinh hoc cua 3 dich chiét (cao chiét — tr ¢dn, nudce va n-
hexane) trén thir nghiém in vivo vé kha ning khang/trc ché vi khuan HP
(Helicobacter pylori). Va xac dinh nong d6 trc ché t6i thiéu (MIC) cua cao chiét
1én vi khuan HP.
- Khao sat anh hudng cta ty 1& dung moi/nguyén liéu chiét xuat dén hoat tinh
khang HP cta cao chiét.
- Phén tich so bo thanh phan héa thuc vat cua dich chiét thd va cac dich chiét

phéan doan lam co s& xac dinh nhiing phan doan cé tiém nang
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Chuwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Vi khuan H. pylori trong cac bénh Iy da day

1.1.1 Céu truc, dic diém, kha ning giy bénh

Vi khuan H. pylori dugc Marshall - mot nha khoa hoc nguoi Uc tim ra
nam 1982 va chinh thirc duoc dat tén la H. pylori nam 1989. H. pylori la mét
vi khuan Gram am ting truong cham, hinh xoan dang que cong hay chix S, c6
1- 6 16ng roi & mot dau, c6 thé di dong, kich thudc (0.5 - 1pm) x (2.5 - 3.5 um).
Chung séng & 16p nhay niém mac da day hoac gitra 16p nhay vai 16p biéu mo
da day. Nhiét do thich hop 35 - 37 °C, pH thich hop 3 - 5, chiu duoc pH tir 3 -
8, khi pH nh¢ hon 2 thi H. pylori ngung sinh trueong va pH 16n hon 7 s€ ngung
hoat dong [1].

Hinh 1.1 Hinh anh hién vi dién tir quét ciia H. pylori [2]
Pay 1a nguyén nhan cta da sb cac truong hop viém, loét da day ta trang
va 1a mot yéu t6 nguy co ctia ung thu da day. H. pylori duogc coi 1a “tht pham”
ctia hon 90% cac truong hop loét da day ta trang va khoang 1 — 2% trong s6 d6
c6 nguy co phét trién thanh ung thu da day. Nhiém H. pylori da dugc khang
dinh 12 nguyén nhan chi yéu gay viém da day man va loét da day - t4 trang, dic
bié¢t 1a ung thu da day (UTDD). Khi xam nhép vao da day, HP sir dung enzyme

urease dé phan giai ure thanh amoniac, giup trung hoa acid xung quanh va tao


https://hellobacsi.com/benh-tieu-hoa/loet-da-day-ta-trang/viem-loet-da-day/
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diéu kién sbéng sot trong moi truong acid khac nghiét. Nho céc roi (flagella),
HP di chuyén xuyén qua 16p nhay bao vé niém mac va bam dinh 1én té bao bicu
mo nho cac phan tir bAm dinh nhu BabA, SabA. Sau khi bam vao té bao, HP
tiét ra nhiéu enzyme va yéu td doc luc nhu urease, protease, lipase, VacA va
CagA. Trong d6, VacA gay hinh thanh cac khong bao 1am chét té bao, con CagA
duoc tiém truc tiép vao té bao chu, 1am rdi loan tin hiéu ndi bao, thic déy phan
g viém va c6 kha ning gay bién doi tién ung thu. Qua trinh nhiém HP kich
thich t& bao niém mac da day tiét cytokine tién viém (dic biét 1a IL-8), thu hit
bach cau va dai thuc bao dén, [am giai phong cac géc tu do va enzyme tiéu diét
vi khuan, nhung dong thoi cling gdy ton thuong chinh niém mac da day. Hau
qua lau dai cua tinh trang viém man tinh Ia teo niém mac, loét da day — ta trang,
va lam ting nguy co phat trién ung thu da day hoic lymphoma MALT. Nhu
vay, co ché gay bénh ctia HP 14 su phdi hop giita kha ning séng st trong moi
truong acid, bam dinh, tiét doc t6, gay viém va ton thwong man tinh din dén

bién chiing ning né néu khong duoc diéu tri. [3,4].

1.1.2 Tinh hinh bénh do vi khuan H. pylori

Hién nay, t6 chire Y té thé gidi (WHO) da xép H. pylori 13 tac nhan s6 mot
gay UTDD. Ty 1& nhiém H. pylori cao nhét trong tat ca cac loai nhiém trung da
day, c6 dén 50% dan s trén thé gidi nhiém H. pylori [21]. Tai cac nudc phat
trién, diéu kién vé sinh tot, ty 1¢ nhiém HP vao khoang 25-35%. Trong khi do,
tai cac nudc dang phat trién, diéu kién vé sinh con kém nén ty 1€ nhiém HP vao
khoang 40 — 75%. Trong d6, Viét Nam 13 mot trong nhimg qudc gia co ty 16
nhiém H. pylori cao (khoang 70%) va UTDD hién dang 1a mét van dé 16n trong
cac bénh ung thu duong tiéu hoa. Nguyén nhan la do cac chung H. pylori doc
luc cao giy ra. Ty 18 nhiém vi khuan H. pylori ting cao trong nhiing gia dinh
d3 c6 ngudi bi nhiém vi khuan H. pylori truée hoic diéu kién séng ¢ mirc kinh
té thép nhu: noi c6 diéu kién vé sinh kém, nudc va thirc an bi nhiém la nguén
lay lan quan trong ban dau. Vi khuan H. pylori c6 thé duoc 14y truyén qua nhiéu
duong nhu: mi¢ng - mi¢ng, phan - mi¢ng, da day - miéng. B4 me va anh chi
em dong vai tro 1a ngudn lay nhiém tién phat [6].

O cac khu vuc dang phat trién trén thé gidi 80 % dan sb c6 thé bi nhiém
khuan trude 20 tudi, ti 16 nay 1a 20 % - 30 % cac nudc cong nghiép [6]. Tai Viét

Nam trong quéan thé khoang 40 % - 70 % v&i ty 1é nhiém ¢ nam va nit nhu nhau.
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Tré nho nhiém H. pylori thip hon nguoi 16n, xuat hién & ca 1 - 2 tudi. Viéc loai
b6 H. pylori bang cac loai thuéc khang sinh nhu hién nay c6 thé gitip 1am lanh
vét loét va giam nguy co loét tai phat va cac bién chimg. Tuy nhién, véi xu
huéng dung thao dugc hién nay, 14 bo duge xem 13 ngudn nguyén liéu sén co
va tiém nang dé phong bénh viém loét da day do H. pylori gay ra.

1.1.3 Cac hop chét thién nhién e ché vi khuan H. pylori

Céc nghién ctru cua Raymond Chia va Dykes nam 2010 da chi ra phenolic
hop chét trong 14 bo ¢ hoat tinh khang khuan [7]. Hién nay, H. pylori dugc
cong nhan la tac nhan gy viém da day man tinh va loét da day, ta trang. Kha
ning gay bénh ctia H. pylori 1a do céc yéu té doc luc, trong d6 ¢6 viée san sinh
urease, co lap axit da day. Trong cac nghién ctru di cong bd ciing da danh gia
duogc dich chiét hydroalcoholic (SCE) tir 14 bo va cac phan doan hexan (SHP)
va etyl axetat (SEAP) c6 tac dung khang vi khuan HP trong da day, tc ché
urease va hoat dong chéng khdi u. Dich chiét xuat chiét xuét thu duoc béng
cach ting 70% con va phan doan voi hexan va etylaxetat. Chung H. pylori dugc
kiém nghiém 1a H. pylori ATCC 43504 va 43629; nong d6 tc ché tbi thiéu
(MIC) va diét khuan tbi thiéu (MBC) d3 duoc thir nghiém. Phan tich hinh thai
hoc cta H. pylori dugc thuc hién bang cach quét kinh hién vi dién tir (SEM).
Su tc ché urease dugc xac dinh béng cach san xuit amoniac chuyén hoa boi
urease. Kha ning gay doc té bao trong té bao ung thu biéu mo tuyén da day &
ngudi (ATCC CRL -1739) duogc thuc hién bang xét nghiém MTT ¢ muc 3,125-
100 pg/ml. Cac thir nghiém da duoc thuc hién trong ba 1an va két qua duoc biéu
thi bang phan traim e ché. Két qua SEAP va SHP & H. pylori ATCC 43504
cho thay MIC va MBC 1a 128 pg/ml va d6i voi ATCC 43629, SEAP cho thay
MIC la 256 pg/ml va khong c6 MBC, trong khi SHP dua ra MIC 1a 256 va
MBC 14 1024 pg/ml [8]. Trong hoat tinh chng khéi u chéng lai cac té bao ung
thu biéu mo tuyén, SEAP c6 két qua 1Cs 12 55,43 + 6,20 pg/ml, SHP thu dugc
ICs0 12 11,80 + 1,75 pg/m va chat chuan chéng ung thu, cisplatin, cho thay ICsg
147,70 = 1,51 pg/ml. Phan s6 cho thay c6 hiéu qua ddi v6i chat chéng ung thu
da day hoat dong. SCE chi wrc ché duoc 18,23% =+ 6,88 té bao & nong do 100
ng/ml. SEM cho thiy H. pylori duoc xir Iy bang SHP hién dién céc té bao dang
trong qué trinh chuyén ddi tir trye khuan thanh dang khong hoat dong, véi su

xuat hién cua bong nudce, vach ngan va dang hinh cau, tuong tu nhu dang dugc
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tim thdy trong cac nghién ctru khac. Nhiing thay doi ndy twong mg véi ton
thuong thanh té bao va tuong tac trén PBPs (penicillin protein lién két) tac dong
1én sy hinh thanh peptitoglycan, cu thé hon 1a PBP1 (66-kDa) & dang cau khuén
va PBPs 3 (60-kDa) va 2 (63- kDa) & dang truc khuan. Diéu tri bang SEAP ¢6
thé dem lai két qua trén PBP2. SEAP da duoc ching minh c¢6 nhitng tac dung
tich cyc trong diéu tri chong lai HP da day. Nhitng két qua nay cho thay hat tir
cdy bo c6 thé trd thanh mot sy thay thé cho diéu tri bénh da day do H. pylori
va khang u [9]. Dich chiét 14 bo co tac dung khang khuan trén H. pylori,
Micrococcus pyogenes var aureus, E. coli, B. subtilis

1.2 Giéi thiéu vé cay bo

1.2.1. Pic diém
Cay bo tén khoa hoc: Persea americana Miller, tén khac la cay thay kién, cay
1& dau thudc ho Long ndo (Lauraceae), bd Long nio (Lauraceae). Cay c6 dic
diém 1a cay gd, cao 10 — 15 m. L4 cdy moc so le, hinh bau duc hoic hinh tring,
dai 8 — 20 cm, rong 5 — 10 cm. Goc tron hodc thudn, dau c6 mili nhon ngan,
nép nguyén, mit trén mau luc sim, mit dudi mau xam nhat; cuéng 14 dai 4 cm.
Cum hoa moc & dau canh thanh chiy gdbm nhiéu hoa nhé mau luc hoic vang
nhat, c6 cudéng ngan, bao hoa ¢ 6 thity bang nhau xép thanh hai vong, thuy dai
4- 5 mm, nhi 9; bau ¢6 4 6. Qua mong to, nac, dang qua 1€, hinh trimg hodc
hinh bau duc, dai 8 — 18 cm, mua luc vang hoic mau tim tia khi chin, vo mong,
thit mém mau vang, hat to [10,11].

Chi Persea americana Miller gdom mot s6 loi 13 cay gd hodc cay bui, phan

bb cha yéu ¢ ving nhiét d6i, 4 nhiét doi chau My va dao Canary.
Cay bo c6 ngudn gbc & chau My va dugc trong nhiéu ¢ Bac My va ving Caribé.
Cay du nhap sang chau Phi, Israel va nhiéu nudc nhiét doi khac nhu Malaysia,
Indonesia, Thai Lan, Viét Nam, ... Bo ua khi hau nhiét d&i, nong va am. Vung
trong bo thuong c6 mua nhiéu.

Céc gibng bo thuong dugc phan biét dua vao su thich tng véi diéu kién
khi hau va ngudn gdc khaoi nguyén. Pic diém cac gidng sinh thai duge mo ta
nhu sau:

Gidng Mexican: C6 ngudn gdc tir nii cao cia Mexico, kha ning chiu lanh
cao nhat, 14 c6 mui hdi. Nhuoc diém cua gidng nay 1a qua nho, da mém va hat

tuong dbi 1on. Gibng lai dugc chon loc tir nhitng gidng nay c6 nhiéu giéng gia
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tri nhu Fuerte va Zutano. Day 13 giéng lai gitta Mexician va Guatemalan, kich
thudc qua vira phai, vé nhan [12].

Gidng Guatemalan: Co ngudn gdc tir viing cao nguyén ciia Mexico, chiu
lanh kém hon chiing Mexican. Cac gidng ndi tiéng ctia gidng nay nhu: Hayes,
Hopkins va Hass c6 qua kha 16n, vé day, san sii, mau vo thay doi tir xanh luc
dén nau khi qua trudng thanh, hat nho va khit trong thit qua.

Gidng West Indian: Gidng nay thich hop & nhitng ving néng c6 do cao
thap va am. Nhitng giéng nay c6 kha ning chiu lanh kém, qua 16n, ngoai hinh
dep vo dai va khong day nhu gidng Guatemalan. Nhitng gidng dugc trong phd
bién la Pollock, Booth va Simmond.

L4 bo 1a 14 ctia cay bo, c6 mau xanh dam, hinh dang thuén dai hoac bau
duc, kich thudc chiéu dai tir 6-25 cm va rong 3,5-15 cm. O phan dudi, 14 thu lai
thanh chop nhon. La bo rat giau gié tri dinh dudng, chira nhiéu protein, chat xo,
khoang chit nhu magié, natri, mangan, canxi, sat, kém, kali, selen va phét pho.
Ngoai ra, 14 bo con chira nhiéu hop chét chéng ung thu nhu flavonoid va phenol.
L4 bo con chira tinh dau nhu methylchavicol, D-o-pen va mot so alkaloid.
Chinh vi nhitng thanh phan dinh dudng va hoat chat nay ma 14 bo dugc danh
gia 12 rat tot cho strc khoe con nguoi. Khong co gi ngac nhién khi nhiing loi ich

suc khoe cua la bo dang dugc quan tdm va nghi€n ctru nhiéu hon.

1.2.2 Bo Booth

Bo booth 14 loai bo duoc lai ghép giita giéng bo Tay An Do va gidng bo
Guatemala, do chu trang trai tén la Willam J.Krome va Will Booth ¢ ving
Florida phia nam cua Dade Country lai tao ra. Bo Booth xuét hién ¢ Viét Nam
tir hon 10 nam trudc va dugc trong ¢ nhiéu noi tai nude ta, tir Tdy Nguyén,
Pong Bing song Ciru Long cho dén mién Pong Nam Bo. Trong d6, bo Booth
dugc trong & Tay Nguyén dat nang sut cao va c6 chat lugng tot nhat nho dicu
kién thod dudng thuan lgi nhu ham luong chét dinh dudng cao cua dat do bazan
va kha nang thoat nudc tot. Theo bao céo ctia S¢ ndng nghiép va phat trién
néng thon tinh Pak Lik, tinh Dik Lik c6 dién tich trong bo 16n dimg thir hai
ca nudc, dat khoang 9.146 ha. Tuy nhién, bo thudng dugc biét dén 1a loai cay
an qua, rat it cac nghién ciru vé cac hoat tinh cta 14 bo. Trong khi d6, hang nam,
sau moi vu thu hoach, ba con thuong tia 1a dé chuan bi cho vu mua tiép theo.

Day 1a mgt ngudn nguyén li¢u vo cung doi dao va chua dugc khai thac.


https://vi.wikipedia.org/wiki/Guatemala
https://vi.wikipedia.org/wiki/Florida
https://en.wikipedia.org/wiki/Miami-Dade_County,_Florida

/ I

Hinh 1.2 Hinh anh qua va ld bo Booth [13]

1.2.3 M@t sb thanh phén hoa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia cay bo
Thanh phan hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cta cay 14 bo da dugc cac tac

gia nude ngoai tap trung nghién ctru. Thanh phan hoa hoc cua 14 bo kha da dang
bao gdém céac 16p chit flavonoid, acid phenol don vong, acid hitu co va
polysaccharide (Hinh 1.2).

[ Flavan-3-ols ] [ Phenolic acids ]
; ] i N
-
Hydroxycinnamic acid Hydroxybenzoic acid
Ry ] 1
HO,
o,
j@/\)ka, D)km
W' HO'
Rl R
2) Protocatechuic acid
1) Chlorogenic acid dimer ~ chlorogenicacid W
4) Ethy| chlorogenate H CHCHY
$) S-O-<affeoylquinic acid  H quinic acid
Flavonols
Flavonols

Hinh 1.3 Mét s6 chat tiéu biéu trong ld cdy bo [14]

Hoat tinh sinh hoc: do xuét hién nhiéu 16p chat thir cap v6i ham lugng kha



cao, dac biét 1a nhom anthocyanin va acid phenol don vong, do vay hoat tinh
sinh hoc cua bo cling kha da dang.

Céc hoat chit phan lap tir 14 bo thé hién kha ning &rc ché mot sé ching vi
khuan: H. pylori, Micrococcus pyogenes var aureus, Escherichia coli, B.
subtilis Dich chiét etanol-nuéc cta 14 bo wc ché S. aureus, B.
stearothermophilus, M. luteus, S. mascences, C. sporogenes, E. coli, K.
pneumonia, B. cereus va P. fluorescence [14].

Nghién ctru diéu tra hoat dong chéng loét ctia chiét xuat 14 bo. Bing cach
cho chudt bach tang duoc duge xir Iy trude bang dudng udng véi chiét xuat
nuéc 14 cua cay trude khi viéc st dung cac loai thube gay loét - indomethacin
va etanol. Chiét xuit di co tic dung dang ké tac dung chdng loét do
indomethacin- va ethanol gay ra ¢ chuot [15].

Theo nghién ctru cia Zhongzhi cung cong su (2011) va Gunnur & Nesrin
(2008) indomethacin ndi riéng va cac thuéc chong viém khong steroid noi
chung tic ché enzyme cylooxygenase do d6 1am giam tong hop prostaglandin
dan dén giam bai tiét chat nhay va bicarbonate, tao diéu kién cho HCI va pepsin
tan cong gay ton thuong niém mac va hé théng mach mau dudi niém mac, giam
luu lvgng mau nuéi dudng niém mac, giam tai sinh niém mac gay loét da day
ta trang. Vi thé, gay loét da day bang indomethacin dugc coi 1a md hinh kinh
dién dung dé nghién ctiu tac dung bao vé da day theo co ché tang cudng yéu to
bao vé ma chu yéu ting tiét chat nhay bao vé niém mac. Theo cac nghién ciu
cho thay sir dung indometacin véi céc liéu khac nhau thuong tir 12,5 mg dén
50 mg, thoi gian gay loét cling khac nhau thuong tir 4-6 gio. Két qua nghién
ctru tham do cho thay, sau khi udng indometacin liéu 30 mg/kg thé trong chut
cong céc vét loét da day rd nhung khong qua nang. Ngudi ta da chirng minh
dugc indomethacin 1a mét trong nhitng hoat chat c6 trong 14 bo [16,17].

1.3. Cac phwong phap chiét xuat hep chat tir 1a bo

Do chira hau hét cac chét co tinh phan cuc manh la anthocyanin va axit
phenolic don vong, dung méi thuong dugc str dung dé chiét xuat 13 etanol, nudc
hay hdn hop cta chiung. Viéc sir dung loai dung mdi nao dé chiét xuat s& tiy
vao muc dich cia nghién ctru, hay hoat tinh sinh hoc ma phan doan chiét thé
hién. Tac gia Yasis va cong su di sir dung etanol:nudc (1:1,v/v) c¢6 bo sung 1%

HCI dé chiét xuat nhém anthocyanin tir 14 bo, ty 1& dung moi/nguyén liéu 1a
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14:1 (v/w) cho thay hiéu qua tot nhat [14].

Hién nay c6 rat nhiéu phuong phap duogc sir dung dé chiét xuat cac hoat
chat tir 14 bo, mdi phuong phap c6 vu diém va nhuge diém riéng. Cac phuong
phap truyén théng nhu ngdm dam, ngdm kiét hay chiét nong d& thuc hién va
khéng yéu cau thiét bi phirc tap. Tuy nhién, phuong phap ngdm dim va ngdm
kiét c6 nhugc diém 1a tiéu ton thoi gian chiét rat dai, trong khi 6 phuwong phap
chiét néng yéu cau diéu kién nhiét do cao c6 thé gay phan huy mdt s6 hoat chét
trong dugc lidu [18]. Cac phuong phap hién dai hon nhu chiét bang hé théng
Soxhlet, chiét co su hd trg cua vi song, gia nhiét Ohm, hodc si€u am khong
nhiing rat ngan thoi gian ma con nang cao hiéu suat chiét hoat chat tir dugce liu
nho kha nang gia nhiét hiéu qua hodc kha ning pha v& mang té bao thuc vat
giGp dung moi thim thau tot hon [19]. Mic du vdy, nhitng phuong phap nay
yéu cau thiét bi hién dai, dong thoi van co nguy co gay phan huy hoat chét khi
van hanh & nhiét 46 twong ddi cao. Phuong phéap chiét bang CO; siéu téi han
c6 thé khic phuc nhugc diém nay khi chiét xuét & nhiét d6 thép, han ché toi da
su phan huy nhiét cia cac hoat chat kém bén, bén canh d6 con 1a phuong phap
xanh khong gay 6 nhiém méi trudng [20,21]. Tuy nhién phuong phap niy yéu
cau thiét bi rat phirc tap, dit tién, va can ngudi van hanh c6 trinh do cao. Chinh
vi vay, phuong phép chiét xuat phu can dugc lya chon dé phi hop véi diéu kién
va muc dich cua nghién cuu.

Bén canh cac phuong phap chiét, cac diéu kién trong qua trinh chiét xuat
cling anh huong rat 16n dén hiéu suat chiét. Mot s diéu kién quan trong phai
ké dén nhu: dung moi, nhiét do, thoi gian chiét, va ti 1& dung méi — duoc liéu.
Viéc lua chon dung moi chiét phu thudc vao muc ti€u nghién ctru dua trén ti 1€
hoat chét chiét duoc hodc hoat tinh sinh hoc ma dich chiét thé hién. Cac dung
moi c6 do phan cuc khac nhau c6 thé cho két qua dich chiét c6 thanh phan hoat
chat va hoat tinh rat khac biét, vi du trong nghién ctru gan ddy cua Makota va
cong su, 14 bo chiét véi cac dung médi ting dan d6 phan cuc n-hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, acetone, ethanol, methanol, va nudc cé hoat
tinh khang khuan khéac biét dang ké trén cac dong vi khuan K. pneumoniae, S.
epidermidis, C. albicans, va C. tropicalis [22]. P6i v6i muc tiéu nghién ctru 1a
chiét xuit cac hop chét anthocyanin va acid phenol don vong cé tinh phan cuc
manh, dung méi thuong duge sir dung dé chiét xuat 1a cac dung méi phan cuc

(c6 proton va khong proton). Ngoai ra, khi img dung dich chiét trong linh vuc
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y dugc, uu tién lya chon dung moéi an toan véi stc khoé nhu ethanol, nude,
hoic hon hop ctia ching & céc ti 1¢ khac nhau. Trén thuc té, cac dich chiét tir 14
cdy bo (phan 16n 1a chiét bang cdn hodc nudc) da duge st dung tir rat 1lau dé
1am thudc diéu tri bénh va cho dén nay van dugc xem 13 an toan véi ngudi ding
[21]. Céc diéu kién khac nhu nhiét d6 va thoi gian chiét thuong dugc khao sat
tuy vao phuong phap chiét dugc str dung. Nhin chung viéc tang nhiét 4o va thoi
gian chiét gitip tang hiéu suat chiét, nhung dén mot ngudng nhat dinh hiéu suat
chiét s& ting khong dang ké hodc giam do su phan huy cac hoat chit. Ti 1 dung
mdi — duogc liéu ting gitp ting kha ning hoa tan ctia hoat chit nhd d6 ning cao
hiéu suit chiét, tuy nhién can toi vu hoa diéu kién nay dé can bang giira hiéu
suét chiét va chi phi.

Cac dich chiét tir 14 cay bo da dugc st dung tir rat 1au dé lam thude diéu

tri bénh va cho dén nay van dugc xem 13 an toan véi nguoi dung.
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Chuwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG VA VAT LIEU NGHIEN CUU

2.1.1. Vat liéu, ddi twong nghién ciru

60 kg 14 bo Booth dugc 1dy tir huyén Cu Kuin, tinh Pak Lik (12°36°31”
Bic va 108° 7°34” Pong). Cac mau sau d6 duoc van chuyén dén phong thi
nghiém va bao quan & nhiét d6 phong cho dén khi tién hanh qué trinh chiét
Xudt.

Vi khuan Helicobacter pylori HP09 do Ths Tran Thi Minh Nguyét va TS.
Pham Bao Yén, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha Noi1
cung cap.

2.2 THIET BI, DUNG CU VA HOA CHAT
2.2.1 Thiét b, dung cu
Mot sb thiét bi chinh duoc sir dung trong nghién ctru:

Bing 2.1. Cdc thiét bi sir dung trong nghién ciiu

Tén thiét bi Hang/nuéc san xuat
Can k¥ thuat BJ 610C Precisa, Thuy Si
L0 vi séng NN-S215WF Panasonic, Trung Qudc
May chuan pH-CyberScan pH 620 Eutech, Singapore
May do quang phd UV-1601-220V Shimadzu, Nhat Ban
May ly tdm eppendorf 5417R Eppendorf, Buc
May ly tdm to Dbuc
May phén tich GCMS QP2010 Shimadzu, Nhat ban
May phén tich HPLC Hewlett-Packard HP Hewlett-Packard, Bic
May vortex BR-2000 Biorad, My
Noi hap tiét trang MC — 30L Alp, Nhat Ban
Tu lanh sau -80°C MDF-192 Sanyo, Nhat Ban
T lanh SJ-169S-DS Sharp, Théi Lan
Tu sdy dung cy JSOF - 100 Jsr, Han Quéc
Hé thong co quay chan khong R-205-Biichi, Thuy si
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Tén thiét bi Hang/nwéc san xuat
Kinh hién vi dién tur quét S-4800 Hitachi, Nhat Ban
Kinh hién vi Eclipse LV-UDM Nikon, Nhat Ban
May vortex BR-2000 Biorad, My
Noi hap tiét trang MC — 30L Alp, Nhat Ban
Ta 4m va ti lic nuoi cdy NB205QF N — Biotek, Han Qudc
Tu cay vo tring AVC-4A1 Esco, Singapore

Va mot sé dung cu co ban caa phong thi nghiém bao gom: Pia petri, lam
kinh, lamen, falcon (50 ml), dau con cac loai, dng Eppendorf cac loai, binh chiu
nhiét, binh tam giac, cac loai cde thuy tinh dé chiét mau, que céy, dén con, éng
dong, micropipette cac loai; pipetman cac loai,...

2.2.2 Hoa chat

Céc hoa chat sir dung trong nghién ctru bao gdm nhu sau:

e Mbi truong thach BA (Blood agar base-HiMedia, An Do) bd sung 7%
mau clru bao gdm cac thanh phan dudi day

- Tryptose: 10 g/lit

- Peptone: 10g/lit

- NaCl: 5g/lit

- Agar: 15g/lit
Moi truong duoc chuin bi theo hudng dan cta nha san xuét bang cach bd sung
40 g hdn hop moi truong thach mau vao 1 lit nude cat va khir tring & 121°C
trong 15 phut, lam am dén 55 °C rdi thém 7% mau ctru da khir soi huyét, tron
déu.

e Cac dung moi: ethanol, n-hexane, ethyl acetate.
2.3 THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU

Thoi gian tién hanh nghién ctru: tir thang 8 nim 2024 dén thang 03 ndm
2025.

Pia diém nghién ctru: Phong Coéng nghé sinh hoc méi truong va Phong
Cong ngh¢ sinh hoc dong vat, Vién Cong ngh¢ sinh hoc, Vién Han lam Khoa
hoc va Cong ngh¢ Viét Nam; Ngoai ra con sir dung cac thiét bi va may moc &
Vién Cong nghé hod hoc, VAST, Trung tam Chirng nhan Phu hop, ny ban Tiéu
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chuan, Po ludng Chat luong Quéc Gia.

2.4.PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.4.1. So’ dd nghién ciru chung

L4 cay bo Booth

l

Tach chiét va danh gia kha nang khang vi
khuan H. pylori va xac dinh nong do trc
ché to1 thi€u cua cao chiét 1én vi khuan HP

l

banh gia anh huong cia néng do, ty 1&
dung moi dén quy trinh chiét xuat cao chiét
dé c6 duoc hoat tinh tot nhat

l

Xac dinh so b0 thanh ph?m hoa hoc cua dich
chiét tho va cac dich chiét phan doan lam co
so xac dinh nhitng phan doan c6 ti€ém nang

Hinh 2.1. So' d6 cdc néi dung nghién civu chinh cia dé tai
2.4.2 . Phwong phap tach chiét [23]
Dua vao cac tai liéu cuia Gomez-Flores va cong su (2008), Chia va Dykes
(2010), Owolabi va cong su (2010),[24,14,25] quy trinh tach chiét 14 bo budc
dau duoc xay dyng nhu sau:
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L4 cay bo booth

l

Rua

1

Say ¢ 30°C trong 6h

l

Nghién nho 14 bo thanh bot

l

Ngam vao dung méi khac
nhau: nudc, ethanol, n-hexan

d

Léc trong 4 gi & may lac véi tée dd 150 rpm

l

Pun néng & 60°C, khudy tir, hoan luu trong 120 phut

1

Loc lay dich chiét, bo can

l

Co quay bang may c6 quay chin khong

Cao chiét 14 bo

Hinh 2.2. So do tach chiét la bo bang cdc dung méi khdc nhau

L4 bo sau khi thu hai tién hanh rira sach va dé rao nudc mot cach tu nhién

tiép d6 dem di sdy ¢ 30 °C trong 6 gio. Sau khi 14 bo duoc siy kho tién hanh
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nghién nho 14 bo thanh bt min va ngam trong cac loai dung méi ( nudc, etanol
va n-hexan) trong 4 gid theo ti 16 dung moi:14 1a 15:1 (thé tich: trong luong).
Tién hanh lic hdn hop trong 4 gid trén may lic véi te do 150 vong/phit (rpm)
& nhiét do phong. Sau 4 gio lac tién hanh li tAm hdn hop véi téc d6 10.000
vong/phut ¢ 4 °C trong 3 phdt, thu dich chiét phia trén va loai bo cin. Sau do
o quay bang thiét bj co quay chan khéng R-205-Biichi (Thuy Si) ¢ 40 °C cho
t6i khi dung moi bay hét. Két qua thu cin hay con goi 1a dich chiét 14 bo. Panh
gia kha ning khang vi khuan H. pylori cua cao chiét.

2.4.3. Thir hoat tinh wc ché H. pylori cta dich chiét [12]

Tir miu cao chiét thu duge tir phuong phap tach chiét tién hanh xac dinh
kha nang khang H. pylori. Vi khuan H. pylori HP09 duoc nudi cdy trén moi
truong thach BA bd sung 7% mau ciru hodc ngua va nudi cdy trong diéu kién
vi hiéu khi ¢ 37°C. Cac thanh phan cia méi truong thach BA 1a chat nén dinh
dudng dac biét 23,0 g, tinh bot 1,0 g, NaCl 5,0 g, thach 13,0 g, nudc da khir
trung 1000 ml. Méi truong da duoc khir trung ¢ 121 °C trong 15 phut. Sau do,
moi truong dugce 1am ngudi dén 45-50°C; duoc cung cip 7% mau clru va do

vao dia Petri.

Dich chiét tir nudc cit, etanol va hexan di dugc do va pha lodng trong
DMSO dén nong d6 100 mg/ml. D6 2 pl ctia mdi chiét xuat pha lodng (twong
duong 200 pg) vao khoanh gidy nho da khir trung, sau d6 doi cho dén khi gidy
kho va dua gidy vao dia thach BA da duoc t voi H. pylori. Cac dia dugc nudi
cay trong diéu kién vi hiéu khi ¢ 37 °C. Béi chiing duong 1a gidy dugc bo sung
20 mg/ml amoxicillin. Puong kinh cua gidy 1a 6 mm [26]. Pbi chimg duong
amoxicillin da sir dung c6 kha nang trc ché H. pylori va dbi ching 4m 1a DMSO
khong thé we ché H. pylori.

Doc két qua: Sau 7 ngay u dia, cac khoanh gidy thAm mau khang HP c6

thé quan sat voi vong khang khuan xung quanh.

HTKK = D-d (mm) Trong d6: D: Puong kinh vong khang khuan; d:
Puong kinh khoanh gidy; HTKK — hoat tinh khang khuan [27]. Cao chiét c6
HTKK cao nhat dugc str dung cho cac nghién ctru tiép theo.

2.4.4. Phwong phap xac dinh ndng dd wc ché H. pylori tdi thiéu

Thi nghiém duoc tién hanh trén moi trudng thach BA ¢ bd sung 7% mau
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ctru. Dich chiét duoc pha loang tuan tu dé dat cac n6ng do: 0; 28.5; 71,5; 143
va 215 pg/ml. Cac ndng d6 nay duoc chuan bi bang cach pha loang dich chiét
gbc vao mdi truong thach con 16ng (6 ~50 °C), sau d6 rot vao cac dia Petri va

dé dong dic, tao ra cac dia thach chira san dich chiét véi néng do tuong ung.

Vi khuan Helicobacter pylori chung HP09 duogc nudi cdy, sau do dung
tam bong tiét trang thu sinh khéi vi khuan va huyén phu hoa vao 600 pl dung
dich NaCl 0,9%. Gia tri mat do té bao dugc do bﬁng may do quang phé) tai budc
song 600 nm (OD600). Huyén phu dugc diéu chinh bang cach pha lodng véi
dung dich NaCl 0,9% dén khi dat OD600 = 0,6, sau d6 tiép tuc pha loang thém
dé dat OD600 = 0,05.

Ttr dung dich OD600 = 0,05 nay, nhé 20 giot (mdi giot 2 pL) 1én bé mat
mdi dia thach di chua dich chiét. Cac giot dugc dé kho ty nhién ¢ diéu kién vo

tring, sau d6 dia dugc 0 trong diéu kién vi hiéu khi ¢ 37 °C trong vong 7 ngay.

2.4.5. Phwong phap danh gia anh hwéng cia nong dd, ty 1é dung moi
dén quy trinh chiét xuat cao chiét

Céc budc tién hanh twong ty nhu phuong phap tach chiét tach chiét cao
chiét dén budc ngam trong dung mai thi liwa chon dung méi Ia n-hexan vai cac
ti 1& khac nhau nhu 5:1; 10:1; 15:1; 20:1 va 25:1 (thé tich: trong luong) trong 4
gid. Sau khi thu duoc cao chiét tai cic nong do dung moi khac nhau thi tién
hanh danh gia kha nang khang H. pylori cta dich cao chiét. SO liéu nay dung
cho thi nghiém tiép theo.

2.4.6. Phwong phap danh gia anh hwéng caa nhiét d¢ va thaoi gian
dén quy trinh chiét xuat cao chiét

Tién hanh cac bude tach chiét twong tu nhu cac phuong phap trén, Trong
phuong phap ndy, sir dung thoi gian dun 1a 120 phut va thay doi nhiét do bép
dun tr 50-100 °C véi budce nhay 1a 10 °C.,

Sau do, chon dugc gia tri nhi¢t do tdt nhat thi sir dung nhiét d nay dé
bién thién thoi gian tir 60 — 180 phit, véi bude nhay 1a 30 phut. Sau khi thu
dugc cao chiét tai cac diém nhiét d6 khac nhau thi tién hanh danh gia kha nang
khang H. pylori cta dich cao chiét. S6 liéu cua thi nghiém nay s& dugc dung
cho cac phuong phap tiép theo.
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2.4.7. Phwong phap phan lap, xac dinh thanh phan hda hoc cac hop
chit c6 trong 14 bo

2.4.7.1. Xdc dinh c&c thanh phdn hogt tinh sinh hgc bang sdc ky lép
mong (TLC)

Séc ky 16p mong (TLC) duoc thue hién trén cac tim thay tinh 20 x 20 cm
(silica gel GF254, @6 day 0,5 mm) nhu mo ta trong thi nghiém cua A.
Cvetanovi¢ va cong su [28]. Trong d6 cac chiét xuét duogc chon di duge chim
trén tam lam diém bt dau. Pha dong duoc chuan bi bang cach sir dung hdn hop
toluen: methylethylcetone: methanol (55:30:15, v/v/v). Qua trinh duoc tién
hanh & nhiét d6 phong trong budng thay tinh bao hoa.

Apigenin dugc dé xuat sau khi so sanh véi cac tai lidu va dugc mua lam
chuan. Ty 1& mit trude (gia tri Rf) ciia chuan apigenin dugc sir dung dé xac
dinh apigenin trong cac chiét xuat duoc phan tich. Cac chim apigenin trén silica
gel dugc cao va hoa tan trong ethanol 50% (5 ml). Sau 30 phut tron manh, hon
hop duoc ly tim ¢ 3000 vong/phit trong 10 phut. Phan chat 1ong thu dugc, tirc
1a dung dich apigenin, duoc bdc hoi bang nito va hoa tan trong 5 ml etanol
50%. Do hap thu cta dung dich apigenin dugc quan sat thiy ¢ 340 nm. Do hap

thu ctia dung dich quercetin dugc quan sat thdy & 254 nm.
2.4.7.2. Phan tich sdc ky khi/phé khéi (GC/MS) [29]

Phan tich GC/MS dugc thyc hién nhu mo ta trong nghién ctru trude day
[29]. Cu thé mot hé théng ghép ndi bao gom mot may sac ky khi GC 8000
(FisonsInstruments, Mainz, Puc) dugc trang bi mot cot DB5-ms 30 m (0,25
mm x 0,33 um; J&W Scientific, Hoa Ky) va mdt may do chon loc khoi luong
MD 800(Fisons Instruments) hoat dong & 70 eV hodc may quang phd khéi ba
tr cuc TSQ 700 (Finnigan Corp., San Jose, California) hoat dong & ché do tir
cuc don (Q1) da duogc st dung. Tach trén cot dat dugc br?mg cach su dung
chuong trinh nhiét do tir 60 dén 290 °C (10 °C/phit). Chiét xuat axit dugc dan
xuat bang cach methyl hoa véi diazomethane [30].

2.4.8. Phwong phap phan tich thong ké

Tt ca cac thi nghiém duogc thuc hién ba lan va ldy két qua 1a gid tri trung

binh nhing két qua thu dugc. S6 liéu dugc phan tich bang chuong trinh Excel.
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tach chiét va danh gia kha niing khang vi khuan H. pylori va xac
dinh ndng dd wc ché téi thiéu caa cao chiét 18n vi khuan H. pylori
3.1.1. Kha niing khang vi khuan H. pylori cia céc loai cao chiét tir 14
bo Booth

Tt 1 kg 14 bo booth duoc chiét véi cac dung moi khac nhau thu duoc cao
chiét trinh bay trong Bang 3.1

Bang 3.1. Két qua chiét 1d bo véi 3 loai dung méi khdc nhau

Dung moi Lwong 1a bo Lugng cao
booth chiét(gram)
Nudc cat 1kg 201
Etanol 1kg 205
n-hexan 1kg 211

Cao chiét duoc dan nhan 1a B1 dugc chiét xuit br?lng nudce cat; B2 duoc
chiét xuat bang etanol; B3 chiét xuat bang n-hexan va bao quan & 4 °C cho dén

khi str dung.

Hinh 3.1. Ba cao chiét tir Id bo Booth véi Bl dwoc chiét xudt bang nwdc cdt;
B2 dwoc chiét xudt bang etanol; B3 chiét xudt bang n-hexan
Cao chiét dugc kiém tra bang H. pylori HP09 va két qua 14 trinh bay trong
Bang 3.2
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Bang 3.2. Két quda thir hoat tinh khang vi khuan H. pylori cia cdc cao

chiét trén cac dung moi khdc nhau.

Ky hiéu | Dung méi sit | Pwong kinh | Hoat tinh So voi ddi
mau dung chiét 1a | vong khang khang chirng dwong
bo khuan khuan (%)
(mm)

Bl nudc cat 10,5+1,2 4,5+1,2 25

B2 etanol 13,2+1,4 7,2+1,4 40
B3 n-hexan 20+1,6 14+1,6 17,7
DC duong 24+0,2 18+0,2 100

bC am 6 0 0

Ham luong hoat chét sinh hoc c6 trong 14 bo Booth ¢6 thé khang vi khuan
H.pylori HP09 tuong duong 5-17,54 mg/ml amoxicillin. Trong d6, n-hexane la
dung méi t6t nhat dé chiét xuat cac hop chét c6 duoc tinh tir 14 bo. Theo
Owolabi va cong su (2010), ethanol dugc str dung lam dung moi dé chiét xuat
cac thanh phan thyc vat c6 hoat tinh sinh hoc cta 14 cay bo [25]. Trong nghién
ctru nay isorhamnetin, luteolin, rutin, quercetin va apigenin da dugc phan lap.
Do d6, két qua thu duogc trong nghién ctru ndy c6 thé phu hop véi nghién ciru
trén. Chiét xuat hexane dugc str dung dé nghién ctru trong céc thi nghiém tiép
theo.

Két qua thu duoc & Hinh 3.2 va Bang 3.2 cho thay tat ca cac cao chiét
déu co6 kha ning khang lai vi khuan H. pylori HP09 va cao chiét n-hexan (B3)

c6 kha nang khang khuan cao nhat.

Theo cac cong bd cua Boadi va cong sy (2015), Melgar va cong su
(2018) va nhiéu tac gia khéc, trong 14 bo ¢6 chtra nhiéu hop chat c6 hoat tinh
khang khuan [31,32]. Nguyen Thi Van Linh va cong su (2021) da ching minh
bot 14 bo ¢o thé khang duge mot s nhom vi sinh vat gay bénh nhu Shigella
sonnei ATCC 9290, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhi ATCC
6539, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, Proteus mirabilis ATCC 25933,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, va Bacillus cereus ATCC 11778). Tuy
nhién cho t&i nay chua c6 nhiéu cac cong bd vé viéc dung cac cao chiét tir 1a
bo dé khang vi khuan H. pylori giy bénh viém loét da day [33].
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Hinh 3.2. Khd néing khang khudn ciia cdc loai cao chiét tir ld bo

B1 1a cao chiét b'fmg nude cat; B2 1a cao chiét bﬁng etanol; B3 1a cao chiét
bﬁng n-hexan; S2 1a mét loai cao chiét 14 bo khéc b.%mg etanol, DC+ 1a ddi chirng

duong; PC- 14 d6i ching am.

Hoat tinh khang khuan co trong cao chiét cta 14 bo 1a do su hién dién cia
céc hop chat khang khuan, cu thé 1a saponin, tannin va flavonoid [34]. Céc hop
chét flavonoid c6 trong 14 bo duoc biét 1a co chirc niang khang khuan [35].
Flavonoid &rc ché sy phat trién cta vi khuan bang cach lam hong thanh té bao,
1am bat hoat enzyme, lién két v6i chit két dinh va lam hong mang té bao
[36,37]. Theo mdt nghién ciru c¢6 bao cdo rang saponin co thé ngan chin su phat
trién cua vi khuan bang cach giam strc cing bé mit cta thanh té bao va tuong
tac v6i thanh té bao vi khuan dan dén sy ly giai. Co ché hoat dong cua tannin
nhu mot chat khang khuan 13 1am cho té bao Porphyromonas gingivalis bi ly
giai. Piéu nay xay ra do tannin nham vao thanh polypeptide cua thanh té bao
vi khuan nén sy hinh thanh thanh t€ bao tré nén kém hoan hao va sau d6 té bao
vi khuan s& chét [38].

Ti 1&¢ dung méi — duoc liéu ting gitp ting kha ning hoa tan cua hoat chét

nho do nang cao hi€u suat chiét, tuy nhién can to1 vu hoa di€u ki¢n nay dé can
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bang gitra hiéu suat chiét va chi phi.
3.1.2. Xac dinh nong dé tc ché téi thiéu -MIC

Cao chiét n-hexan duoc pha lodng thanh mot dai cac nong d6 bao gdm: 0;
28.5: 71.5; 143 va 215 pg/ml va tién hanh thir kha ning khang vi khuan H.
pylori HP09. Nong dd trc ché téi thiéu dugc trinh bay trong Hinh 3.3.

Két qua & Hinh 3.3 cho thay nong d6 71,5 ug/ml 1a ndng do thap nhét co
kha niang khang lai vi khuan H. pylori HP09 va néng d6 nay duoc xac dinh 13

MIC cua cao chiét hexan.

Mot s6 nghién ciru vé cac thanh phan 14 va hat bo ¢6 kha nang khang
khuan H. pylori [5,15,39,40,41]. Athaydes va cong su (2017) da viét rang chiét
xuat hexan hat bo ¢ thé chong lai hai ching vi khuan H. pylori ATCC 43504
va 43629 gay loét da day Chiét xuat hydroalcoholic (SCE) va cac phan doan
hexan (SHP) va etyl axetat (SEAP) cua n6 da dugc lam sang t6 MIC va MBC
(Nong do diét khuan tdi thiéu) véi cac ching vi khuan H. pylori d6. Két qua
cho thdy SEAP va SHP ¢6 MIC va MBC la 128 pg/ml khi kiém tra bang ATCC
43504 va 256 pg/ml véi ATCC 43629. Trong khi 6, SHP c¢6 MIC 1a 256 va
MBC 1a 1024 pg/ml [15]. Wijaya (2020) d3 xac nhan rang chiét xuét 1a bo chira
cac hop chat nhu alkaloid, flavonoid, tannin va saponin c6 kha ning khang
khuan nhu chong lai H. pylori, E. coli, B. subtilis,... [39].

Nhiéu loai cay di dugc sir dung 1am thudc trong mot thoi gian dai vi
chang it tac dung phu [5,30,41]. Nhiéu san pham tir nhién va cac dan xuat méi
ctia chung dd duoc phat trién thanh cac loai thudc méi hodc thude duoc chip
thuan dé diéu tri bénh ¢ ngudi va dong vai trd quan trong trong viéc kham pha
va phat trién thudc [15]. Hon nita, cac san pham ty nhién c6 thé e ché vi khuan
H. pylori va chiing c¢6 thé duoc sir dung nhu cac giai phap thay thé dé ngan
ngira va kiém soat nhiém trung vi khuan H. pylori [41,42]. Tai Viét Nam, Vi
Nam (2000) phat hién ra rang thanh phan héa hoc ciia 14 trau khong c6 thé tiéu
diét vi khuan H. pylori giy loét da day [42]. Tuy nhién, c6 rat it 4n pham vé
chiét xuat 14 bo c6 kha nang khang vi khuan H. pylori. Chiét xuét 14 bo di duoc
cong bd 1a co tac dung khang khuan, chdng oxy héa, v.v. [39,41,42]. Nasri va
cong su (2024) [43] d3 dé cap rang chiét xuit ethanol cua 14 bo chéng lai K.
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pneumoniae gay bénh va P. mirabilis. MIC 14 3,125 mg/ml & hai loai vi khuén.
MBC la 200 mg/ml véi K. pneumoniae va 100 mg/ml véi P. mirabilis.

S-S

215 pg/ml

Hinh 3.3. Nong dé irc ché t6i thiéu vi khudan H. pylori HP09 ciia cao chiét n-
hexan
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Tir két qua cua nhitng nghién ctru di trude va két qua nong do tc ché toi
thiéu ciia cao chiét n-hexan tir 14 bo 1a 71,5 ug/ml c6 thé thay 14 bo ¢6 tiém ning
tré thanh ngudn nguyén liéu tu nhién cho cic san pham khang khuan, hd tro
diéu tri bénh nhiém tring do vi khuan. Tuy nhién, cAn c6 nghién ctru sdu hon
dé xéac dinh co ché hoat dong va ing dung thuc té.

3.2. Panh gia anh hwéng cia ndng do, ty 1é dung méi dén quy trinh chiét
xuat cao chiét dé c6 dwoc hoat tinh tét nhat

3.2.1. Kha niing khang vi khuan H. pylori tai cac nong dé cao chiét
khach nhau tir 1a bo' Booth

Két qua thir hoat tinh cta céc cao chiét véi ti 18 khac nhau (thé tich dung
moi: trong lugng mau) dugc thé hién qua duong kinh vong khang khuan (Bang

3.3 va Hinh 3.4).

Bing 3.3. Két qua thir kha néng khang vi khudn H. pylori ciia cdc cao chiét

Ky hié¢u Tilé thé |Puwongkinh | Hoattinh | So véi doi
mau tich dung | vong khang khang chirng duwong
mdi : khoi khuén Khuén (%)
lwgng miu (mm)

EB 5:1 18,5+0,5 12,5+0,5 625
EB1 10:1 20,7+0,3 14,7+0,3 735
EB2 15:1 19,3+0,2 13,3+0,2 615
EB3 20:1 14+0,3 8+0,3 400
EB4 25:1 13,6+0,5 7+0,5 350

DC duong 8+0,1 2+0,1 100
DbC am 6+0,5 0+0,5 0
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Hinh 3.4. Thir nghiém kha nang khdng H. pylori ciia cdc cao chiét EB, EBI,

EB2, EB3 va EB4. (EB: 5:1; EB1: 10:1; EB2: 15:1; EB3: 20:1; EB4: 25:1)
Két qua cho thiy ca 5 cao chiét EB, EB1, EB2, EB3 va EB4 déu c6 hoat
tinh khang HP trong d6 EB, EB1 va EB2 14 nhiing chat c6 hoat tinh khang HP
rat manh so v&i cac chat khang HP manh vira con lai. Ham luong twong duong
22,05, 18,75 va 18,45 mg/ml amoxicilline. Két qua khao sat ti 1& dung moi/l4
bo cho théy ti 16 dung moi/la bo = 10:1 (ml/g) c6 hoat tinh khang HP cao nhat.
Khi tang ti 1€ dung mo6i 1€n 15:1 (ml/g), hoat tinh khang HP giam, tuy nhién
lugng cao thu dugc ting 1én. Khi tiép tuc ting ti 1é dung méi/la bo = 20:1 va
25:1 (ml/g), hoat tinh khang HP va khéi lugng cao thu dugc khong cé su thay
d6i dang ké (Hinh 3.4). Do d6 chon ti 1& dung méi/1a bo = 10:1 ml/g cho cac
khao sat tiép theo dé c6 hoat tinh khang HP duoc cao hon, dong thoi su chénh

léch vé ham luong cao gitra hai ti 1€ chiét 10:1 va 15:1 1a khong 16n.

Nghién ctru duoc thyc hién boi Madhani (2020) cho biét nong do chiét
xuat ethanol tir 14 bo cang cao thi viing (rc ché hinh thanh cang 16n [44]. Nong
d6 chiét xuat cang cao thi do hoa tan cang thap (dic nhu gel), do d6 diéu nay
c6 thé 1am cham qua trinh khuéch tan cac hoat chit cua chiét xuit vao moi
truong va cudi cing lam giam kha nang tc ché su phat trién cua vi khuan caa

cac chiét xuat co6 nong do cao [45]. Do chira hau hét cac chat c6 tinh phan cuc
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manh 13 anthocyanin va acid phenol don vong, dung moéi thuong duoc sir dung
dé chiét xuat 1a etanol, nudc hay hdn hop cua ching. Viéc sir dung loai dung
moi ndo dé chiét xuét s& tiy vao muc dich ctia nghién ctru, hay hoat tinh sinh
hoc ma phan doan chiét thé hién. Nghién ctru trén céc loai vi khuan khéc nhau
cho théy dich chiét ethanol 14 bo néng do 20, 40, 60, 80 va 100% duoc xép vao
loai khang thudc theo CLSI (2013) trong viéc (rc ché sy phat trién cta vi khuan
S. aureus va S. typi [46,47,48]

Mot nghién ciru ¢6 lién quan khac cho thiy hoat tinh khang cholinergic &
14 bo. Chiét xuat hydroalcoholic ctia 14 chtirng minh kha ning @c ché manh céc
enzym acetylcholine va butyrylcholine, dao dong tir 0,0168 dén 0,0171 va
0,0214 dén 0,0226 IC 5, ug/ml, terong ung, c6 kha nang dugc sir dung dé diéu
tri cac bénh thodi hoa than kinh. Chiét xuét 1a bo ciing cho thdy hoat dong chéng
oxy hoa manh trong khoang tir 240 dén 601 IC 5o , pg/ml [49].Srianthie va cong
su da nghién ctru hoat dong chéng oxy hoa, khang khuan va chéng viém tiém
tang cua chiét xuét 14 bo dang nude. Chiét xuat cho thay hoat dong chdng oxy
hoéa thap hon so vdi axit ascorbic tham chiéu, 1an luot 14 11,3-52,3% va 28,0—
90,7%. Tuy nhién, n6 van thé hién tiém nang hoat dong nhu mat chit don géc
tu do trong viéc bao vé€ cac phan tir sinh hoc va ngan ngutra nhiéu bénh khac
nhau. Ngoai ra, hoat dong chong viém cta chiét xuit trong qua trinh phan hiy
té bao hong cau cua ngudi da duoc do, dan dén kha ning bao vé mang 1a 48,0—
60,6% trai nguoc voi 39,7-49,0% quan sat thdy & aspirin, cho thay chiét xuat
14 bo cung cap kha ning bao vé mang cao hon aspirin [50]. Dabas v cong su
d3 nghién ctru hoat dong chéng oxy hoa cia chiét xuat tir hat bo c6 mau ciing
nhu tiém ning e ché ung thu trong 6ng nghiém cua chiét xuat nay [51], va
theo tai liéu, chiét xuat ethanol tir 14 cho thay hoat tinh chéng oxy hoa cao hon

so voi chiét xuat bang nude [52].

3.2.2. Kha ning khang vi khuin H. pylori ciia cac cao chiét tir 14 bo
Booth & cac nhi€t d¢ khac nhau
Két qua thir hoat tinh ctia C4c cao chiét & cac nhiét ¢ khac nhau trén cac dia
dugc thé hién qua dudng kinh vong khang khuan nhu sau (Bang 3.4, Hinh
3.5):
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Hinh 3.5 Thir nghiém kha ndng khang H. pylori ciia cdc cao chiét TEI, TE2,
TE3, TE4 va TES, (TE1: nhiét dé dun 50 °C; TE2: nhiét dé dun 60 °C; TE3:
nhiét do dun 70 °C; TE4: nhiét do dun 80 °C; TES: nhiét do dun 100 °C)

Bing 3.4. Két qua thir kha néng khang vi khudan H. pylori ciia cdc cao chiét

voi cdc diéu kién nhiét do khac nhau

Ky hiéu | Nhiét dd | Pwong kinh vong | Hoat tinh | So véi ddi chirng
maiu dun (°C) |khang khuan (mm)|Kkhang khuin dwong (%)
TE1 50 20+0,4 14+0,4 700
TE2 60 20,8+0,5 14,8+0,5 740
TE3 70 14+0,3 8+0,3 400
TE4 80 19+0,2 13+0,2 650
TES 100 14,8+0,2 8,8+0,2 440

bC duong 8+0,2 20,2 100
DC am 6+0,5 0+0,5 0

Két qua cho thdy & tat ca cac nhiét do 50, 60, 70, 80 va 100 °C, c4c cao
chiét déu c6 hoat tinh khang HP trong d6 cac cao chiét & nhiét do 50, 60 va 80
°C (tuong wéng la TE1, TE2 va TE4) 1a nhiing cao chiét c6 hoat tinh khang H.

pylori rat manh so véi cac cao chiét con lai. Him luong twong dwong 21; 22,2

va 19,5 mg/ml amoxicilline. Dac biét, gia nhiét & nhiét d6 60 °C cho két qua t6t
nhat (22,2 mg/ml).
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Yamassaki va cong su trudc day da bao cao khong co6 sy giam ham luong
phenolic hodc hoat dong chdng oxy héa khi dun néng dung dich con
hydroalcoholic 14 bo & nhiét do 40-100 °C trong hon 8 gid va tong ham luong
phenolic hodc hoat dong chdng oxy hoa cia cac chiét xuit khong giam [53].
Theo cac tai liéu nghién ctiru vé cong nghé tach chiét thi cong nghé chiét xuét
hd tro gia nhiét Ohmic (OHAE) va chiét xuat hd tro vi song (MAE). OHAE
cho phép chiét xuat hiéu qua hon cac hop chat hoat tinh sinh hoc bang cach tao
ra qua trinh dién di trong mo té bao [54], trong khi MAE dua trén tac dong truc
tiép 1én cac hop chit phan cuc bang cach phan cuc cac phan tir nudc phan cuc
trong thuc phém va mang lai nhiing loi thé nhu gia nhi¢t nhanh hon dé chiét
XUAt cac hop chét hoat tinh sinh hoc, do d6 giam thot gian chiét xuit va tao ra
nang suat cao hon [55]. Gumustepe va cong su di so sanh ca OHAE va MAE
dé lam ting gia tri cua 14 bo, thu duogc lan luot 37,35 va 23,32 mg TPC trén 100
g chiét xuat. Tir cac nghién ciru, cac tac gia tin rang nhiét d6 cao can thiét trong
MAE éanh huéng dén tinh toan ven ctia cac hogp chat polyphenolic [56].Ngoai
ra, nhiét do tang co thé dan dén hiéu suit chiét xut cao hon do d6 hoa tan va

tinh di dong cta cac hop chat phenolic trong dung mdi ting 1én.

Tuy nhién Oke va cong su da chi ra rang nhiét do 1a yéu t6 quan trong
quyét dinh thanh ph?m dich chiét. Viéc st dung nhiét do rt cao co thé gay ra
su phan huy cac hop chét phenolic, ddn dén giam noéng d6 cua ching trong
dung dich chiét xuit. C6 mot khoang nhiét d6 t6i wu gitip tang hiéu suét thu hoi
ma khong 1am hong cac hop chat phenolic [57]. Theo Maillard va Berset (1995)
su thay d6i ham luong phenolic trong cac mau chiu nhiét dé cao c6 thé xay ra
thong qua ba co ché co thé xay ra: bang cach giai phong phenolic cac dan xuat
acid lién két voi cac dai phan tir nhu axit cumaric lién két véi lignin hodc axit
ferulic lién két voi arabinoxylans; bang cach phan hity mot phan lignin va giai
phong cac acid phenolic nhu acid hydroxycinnamic; hoac do suy thoai nhiét
[58]. Mot s6 nghién ctru di bao céo rang sy trong khong khi kho véi nhiét do
tir 90°C dén 160°C, c6 thé tao ra chiét xuat c6 chira melanoidin, véi tac dung
chéng oxy hoa rat manh [59]. Tuy nhién, phan 16n cic bao céo cho rang kha
nang siy kho cao nhiét d6 c6 thé lam giam ndng do cac hop chat phenolic trong
chiét xuat thuc vat thong qua nhiét nhu nghién ctru cua Katsube va cong su
(2009) va Djendoubi Mrad va cong su (2012) [60,61]. Anh huéng cia nhiét 4o
sdy kho trong khong khi dén su 6n dinh cua polyphenol va hoat dong chong
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oxy hoéa trong 14 dau dugc mé ta boi Katsube va cong su (2009) chi ra rang
nhiét 46 dudi 60°C khong anh hudng dén do 6n dinh cta ham luong phenolic
[60]. Tuy nhién, c6 mot su thay d6i dang ké va hoat tinh chéng oxy hoa giam
dan khi st dung nhiét dg trén 70°C, cho théy su giam nhiét do 1a co ché chinh
hd trg cho phat hién cua Yamassaki va cong su (2017) [53]. Nhu vdy, kiém soat
chinh xac nhiét d6 sdy 1a rat quan trong dé duy tri ham lugng hop chit phenolic

cao va dic tinh chong oxy hoa cua chiét xuat 14 bo.

Céc nghién ciru trén hoan toan phit hop vai két qua ciia thi nghiém. Vi vay
viéc lua chon nhiét @6 dun I1a 60 °C Ia phu hop véi hudng nghién ctru cia dé
tai.

3.2.3. Khi ning khang vi khuan H. pylori ciia cac cao chiét tir 14 bo
Booth ¢ cac thoi gian khac nhau
Tu két qua o nhiét d6 gia nhiét, nhi¢t o 60 °C da dugc lua chon cho cac
nghién ctru tiép theo. Két qua thir hoat tinh ciia cac chét trén cac dia dugc thé
hién qua duong kinh vong khang khuan nhu sau (Bang 3.5 va Hinh 3.6):

Bing 3.5. Két qua thir kha néing khang vi khudan H. pylori cia cdc cao

chiét véi cdc thoi gian chiét khdc nhau

Ky hiéu Thoi gian | Pwong kinh Hoat tinh So véi doi
mAiu chiét vong khang | khang khuan | chirng dwong
khuan (mm) (%)
TG1 60 phut 16,8+0,4 10,8+0,4 450
TG2 90 phat 18,5+0,2 12,5+0,2 520
TG3 120 phat 23,5+0,5 17,5+0,5 729
TG4 150 phut 24,8+0,6 18,8+0,6 783
TG5 180 phut 16,4+0,1 10,4+0,1 433
DC duong 8,4+0,4 2,4+0,4 100
bC am 6+0,1 0+0,1 0
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Hinh 3.6. Thit nghiém kha nang khang H. pylori ciia cdc cao chiét TG, TG2,
TG3, TG4 va TG5.(G1: 60 phut, TG2: 90 phat; TG3: 120 phat; TG4: 150
phut va TG5: 180 phat)

Két qua cho thay tat ca cac cao chiét & cac thoi gian gia nhiét khac nhau
tai nhiét 46 60 °C déu cho hoat tinh khang vi khuan H. pylori rat t6t. Dic biét
& cac gia tri thoi gian gia nhiét 13 120 phat (TG3) va 150 phut (TG4) cao chiét
cho hoat tinh cao nhit. Ham luong twong duwong 21,87 va 23,49 mg/ml
amoxicilline. Tuy nhién, khi so sanh vé thoi gian gia nhiét thi thiy rang, véi gia
trj thoi gian 1a 120 phit thi két qua khong chénh 1éch nhiéu so véi khi gia nhiét
150 phut nhung lai tiét kiém dugc ning lugng hon (hon vé 30 phit gia nhiét).
Su khac biét vé thoi gian chiét xuit giira cac k¥ thuat nay cho thiy loi thé cua
viéc thu hdi phenolic tir 14 bo vé mat tiét kiém thoi gian va nang luong bang
cach thuc hién qua trinh chiét xuat trong thoi gian ngén hon. Do d6, thoi gian
gia nhiét 12 120 phut da duoc lya chon cho cac nghién ciru tiép theo. Nhin
chung, két qua ctia nghién ctru hién tai cling phu hop véi cac tai liéu va cho
thiy phuong phap ngam truyén thong 1a mot cong nghé day hira hen dé chiét
xuat cac hop chat c6 gia tri cao voi hiéu suat chiét xuit cao hon, thoi gian chiét
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xuat ngan hon va mirc tiéu thu dung méi thap hon [62]. Ngoai ra, phuong phap
ngam, gia nhiét c6 thé d& dang duwoc mo rong quy mo cho cac tmg dung cong
nghiép dé chiét xuat nhiéu loai hop chat, bao gdm protein, polyphenol va cac
hop chat hoat tinh sinh hoc khac [62,63].Tuy nhién, trong céc tai liéu, co cac
nghién ctru khac nhau tién hanh chiét xuit bang cac phuong phap chiét xuat
khac nhau.

Theo nhu cac nghién ciru cac axit phenolic va flavonoid déu c¢6 kha nang
hoat dong nhu chit chdng oxy hoa va khang khuan, cho phép cac chiét xuat
gidu cac hop chat nay dugce sir dung 1am phu gia thuc pham va dugc pham. Axit
gallic, Ia mdgt axit phenolic, da dugc bdo cao la c6 hoat tinh chéng oxy hoa,
chéng dai thao dudng, chong viém va khang khuéan [64,65]. Cac flavonoid khac
nhau, nhu din xuét catechin va axit trans-5-O-caffeoyl-D-quinic, da cho thay
hoat dong chdng viém tiém tang, trong khi cac polyphenol khac nhu quercetin,
epicatechin, rutin va axit chlorogenic di dugc bao céo 1a thudc chong dai thao
duong tiém tang, vi kha nang tc ché enzym glucosidase cua chiing [66].

Rodriguez-Martinez va cong su da chon nam DES khac nhau va danh gia
hiéu qua ctia chung bang cach do ham luong phenolic va flavonoid cia chung,
va tat ca cac DES dugc thir nghiém déu cho két qua tot hon khi so sanh véi
etanol. Két qua TPC cao nhét dbi voi DES la 92,03 va 92,09 mg GAE/g AP
kho, trong khi etanol cho thay 25,27 mg GAE/g AP kho [67]. Thoi gian chiét
xudt ciing c6 thé anh hudng 16n dén ning suét chiét xuat; tuy nhién, hau hét cac
tac gia déu thay rang n6 mang tinh thir nghiém cao, tiry thudc vao phuong phap
chiét xuat va dung méi dugc st dung.

Tuy nhién, trong nghién ctru hién tai, 1a bo kho, ran va dan dién kém, da
duoc str dung trong hé théng OHAE dé chiét xuat cac hop chit hoat tinh sinh
hoc. Do d6, can phai 4p dung dién trudng cao hon c6 thé dan dén su phan huy
mot s6 hop chat hoat tinh sinh hoc trong 14. Trong tai liéu, ngudi ta cho rang su
phan hity cac hop chét nay c6 thé xay ra trong qua trinh nay do tac dong cua
nhiét va/hodc sy phan hity dién hoa. Hon nita, co ché va thong sé dong hoc cua
phan tng phan hily ndy c6 thé bi anh hudng boi sy twong tac gitra vat liéu dién
cuc va san pham dién [68].

Trong cac nghién ctru khac nhau, thanh phan phenolic cta 14 bo ciing dugc
bao cao, vi du, Polat Kose va cong su da st dung HPLC-MS dé xac dinh céc

hop chat phenolic (mg/kg) trong nudc dong kho va chiét xuat ethanol cta 14 bo
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kho. Phat hién cua ho cho théy su hién dién cua axit caffeic (10,83-32,74
mg/kg), axit chlorogenic (28,83-852,81 mg/kg) va rutin (26,05-68,41 mg/kg)
[19]. Trong mét nghién ctru khac, cac hop chat phenolic (mg/100 g) trong chiét
xuét nude 14 bo duge dinh luong sau khi str dung methanol va chiét xuat axit
HCI nhu sau: axit shikimic (31,65), axit p -hydroxybenzoic (2,51), axit ferulic
(7,09) va epicatechin (2,84) bang sic ky khi [69]. Yamassaki va cong su da
phan tich tac dong clia cac phuong phap siy va diéu kién bao quan khac nhau
dén viéc bao quan hop chat phenolic trong 14 bo .Nghién ctru phat hién ra ring
hop chat phenolic chinh trong 14 bo 14 axit chlorogenic, tiép theo 1a catechin,
epicatechin, procyanidin B2 va rutin [53]. Mot bao cao gan ddy hon da phan
tich ham luong phenolic trong 14 ciia bay gidng bo Mexico duoc chiét xuat
bang etanol stt dung UAE. Thanh phan phenolic dugc phat hién bang LC-MS
[53,70]. Hop chét phenolic chiém wu thé cta tat ca cac giéng (chiét xuit mg/g)
duogc phat hién 1a axit chlorogenic trong khoang tir 40,8 dén 63,9. Cac két qua

thu duoc ctia dé tai phu hop véi cac nghién ctru trén.

3.3 Xac dinh so' bd thanh phan hoa hoc caa dich chiét thé va cac dich chiét
phén doan lam co sé xac dinh nhirng phan doan co tiém ning

3.3.1 Xac dinh cac thanh phan hoat tinh sinh hec bing sic ky 16p
méng (TLC)

Trong mdt sd nghién ciru quercetin va apigenin dugc chimg minh 13 thanh
phan c6 trong 14 cay bo. Quercetin dugc cho 1a c6 thé giam huyét ap nho tac
dung gidn mach. Ngoai ra hop chit ndy con tc ché qua trinh oxy héa LDL-
cholesterol, giam nguy co hinh thanh mang bam dong mach va chong viém,
giam stress oxy hoa lién quan dén bénh tim. Trong khi d6 apigenin 1a chét
chéng oxy hoa, bao vé t& bao ndi mé mach mau, chéng viém, giam nguy co xo
vita dong mach, diéu hoa huyét ap va cai thién chirc nang mach mau. [71,72].
Trong nghién ctru hién tai, cac chit trén dugc mua dé st dung lam chuan. Béng
cach so sanh Rf cta cdc chuan do, hop chét hoat tinh sinh hoc trong chiét xuét
n-hexane 14 bo Booth dugc dé xuat 1a apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)
(Hinh 3.7). P6 hap thu (y) cta dung dich apigenin duoc quan sat thay & 340
nm. Ham luong apigenin (x) trong chiét xuét thu dugc duoc tinh bang cach ndi

suy d6 hap thu mau di do vao duong cong hiéu chuan dugc xac dinh bang dung
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dich chuan apigenin, dugc xac dinh cho pham vi néng d6 0,02—-0,1 mg/ml (y =
7,0125 x + 0,0401, R2 =0,997).

Apigenin trong cao chiét 14 bo — < — | Chuan Apigenin

Hinh 3.7 Phdn tich chiét xudt n-hexane lé bo bang TLC
3.3.2 Phan tich sic ky khi khdi phé

Pho khéi ctia hop chat gia dinh cho thay khéi luong phén tir & m/e 270 va
chtra cac ion manh dic trung m/e 173, 145, 121, 105 va m/e 94 duoc thé hién
trong Hinh 3.8 va Hinh 3.9. Nhiing két qua nay c6 thé goi y dé dé xuét thanh
phan trong chiét xuat n-hexane 14 bo Booth 1a apigenin. Tuy nhién, dé x4c nhan
goi ¥ ndy, can phai tién hanh thém nhiéu phan tich khac nhu NMR, HPLC, v.v.

Apigenin 1a flavonoid pho bién tir rau va trai cay [71]. Apigenin 1a mot
trong nhirng tac nhan co6 hoat tinh sinh hoc va dugc 1y manh nhat [25]. Nhiéu
hoat dong sinh hoc dugc cho 14 do hop chat niy mang lai nhu hoat dong chéng
viém, chéng ung thu, chéng oxy hoa gitp ngin chan hinh thanh cac gbc tu do
va chdng di tmg [28,72]. S hiéu biét vé cac dic tinh nay rat quan trong dé thuc
day viéc nhan rong ché pham va 1a tién dé dé hd tro trong viéc sir dung cac dic

tinh nay in vitro (trong 6ng nghiém) va in vivo (trong co thé).
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Apigenin da duoc chting minh 13 c6 kha niang chdng lai mét s6 vi sinh vt
[28,71, 72]. Nghién ctru ciia ciia Wang va cong sur (2013) vé apigenin trén dong
té bao biéu md da day MKN45 nhiém Helicobacter pylori. Két qua nghién ciru
cho thay viéc diéu tri bang apigenin di 1am ting dang ké biéu hién cua IxBo,
ttr d6 e ché hoat hoa NF-xB, dan dén giam biéu hién cua cac yéu t6 viém nhu
COX-2, ICAM-1, ROS, IL-6 va IL-8. Mitc d6 ROS giam mot phan nhd kha
nang tu loai bo cua apigenin. Ngoai ra, apigenin con ting cudng bicu hién cua
MUC-2 trong céc té bao MKN45 nhiém H. pylori. Viéc ting cuong biéu hién
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MUC-2 gép phan bao vé niém mac da day khoi ton thuong do H. pylori gay ra,
d6ng thoi hd tro qua trinh phuc hoi va duy tri chtrc nang hang rao bao vé cua
niém mac. Nhitng phat hién ndy goi ¥ rang apigenin c6 tiém ning nhu mot tac
nhan trc ché viém biéu mé da day do H. pylori gay ra [73].

Nghién ciru 1am sang trén chudt Mong CH cho thiy diéu trj bang apigenin
(30-60 mg/kgbw/ngay) lam giam hiéu qua ty 1¢ viém teo da day (nhom viém
teo da day) va loan san/ung thu da day (nhom ung thu da day) ¢ chudt nhay
Mong C6. Piéu tri bang apigenin (60 mg/kgbw/ngay) lam giam dang ké tinh
trang xam l4n cua vi khuan Helicobacter pylori va nhiing thay d6i mé hoc do
vi khuan Helicobacter pylori gdy ra doi v6i tham nhiém bach cau trung tinh va
bach cau don nhan va viém teo da diy & ca viém teo da day va ung thu da day
& chudt nhay Mong CH. Apigenin c6 kha ning trc ché viém teo da day do
Helicobacter pylori gy ra va tc ché su tién trién cta ung thu da day ciing nhu
c6 hoat tinh chong ung thu da diy manh mé [74].

S6 luong nghién ctru vé tac dung ciia Apigenin ting nhanh. Tuy vy hién

nay ma&i chi c6 mot so it nghién ctru dé cap dén apigenin c6 trong 14 bo.

Trong khi d6, 14 bo ¢6 sin & Pik Lik va cac tinh Tay Nguyén khac ¢ Viét
Nam. Theo Menzel va Le Lagadec (2014), ciy bo thudng duoc cit tia trong ca
mua dong va mua hé, bao gdm viéc loai bo nhitng canh kém sinh san dé ting
cuong sy thim nhap cia 4nh sang vao ha tan tan trong mua he va thic day san
xuat tréi cay. Vi vay, viéc cit tia sinh khdi can phai dugc duoc coi 12 tao ra gia
tri gia ting nhitng san pham c6 thé mang lai loi ich cho cd méi trudng va nén
kinh té [75]. Mot s6 luong dang ké sinh khdi 14 bo do hoat dong cat tia dugc
udc tinh vao khoang 780 dén 1245 kg/ha sinh khéi hang nam, néu luong cay
trong dung theo tiéu chuan 100 cay/ha, khi do c6 thé thay day 1a ngudn nguyén

lidu vo cung doi dao va hién chua dugce tan dung [76,77].

Tuong tu nhu vay, & Viét Nam, theo nghién ctru cua Cuc tré)ng trot va sé&
néng nghiép va phat trién nong thon tinh Pak Lik, hiang nim cay bo ciing dugc
cat tia 14 va cling chua c6 nhimg giai phap tong thé cho ngudn nguyén liéu nay
[78, 79].

Cay bo di duoc tac gia nude ngoai dd nghién ctru kha ki vé thanh phan

héa hoc va hoat tinh sinh hoc, trong d6 dang chu y 1a 16p chat anthocyanin va
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cac acid phenol don vong. Cac nghién ctru trong nudc cling phong phut nhung
phan 16n tap trung vao viéc chiét xuat va tmg dung nhém anthocyanin trong
thuc pham.

Theo nghién ctru cua D6 Thi Thanh Trung va cong sy (2018),
quercetin, berberin va acid glycyrrhizic dugc tach chiét tir cac thao duoc bang
phuong phéap sac ky I6p mong cho thy cac hoat chét nay déu ¢ kha nang uc
ché sy phat trién caa HP, trong d6, berberin phd bién hon 2 chat con lai (20/30
loai thao duoc). 10/30 thao duoc e ché manh sy phét trién cua vi khuan HP
véi duong kinh vong khang khuan 12-42 cm, trong d6, 8/10 loai chira berberin
va 7/10 loai chira quercetin. CAc hoat chat nay déu duoc phat hién thay trong la
bo [26].

Nghién ciru khéc da chi ra rang ciy bo co tac dung chéng loét da day
nhd tac dung trc ché va tiéu diét vi khuan HP. Véi cac két qua vé danh gia hoat
tinh sinh hoc trén cho thay, cac hoat chat tir 14 bo c6 tac dung chong loét da day
va giam viém da day [16]. Do vay tir 14 bo, dinh huéng san pham tng dung
trong linh vuc Y dugc cua dé tai s& tap trung vao tac dung diéu trj viém loét da
day do nhiém vi khuan Hp (Helicobacter pylori).

Céc két qua thu dugc c6 thé mang dén tiém ning tng dung ctia chiét xuat
apigenin tir 14 bo dé chong lai cac tic nhan gay bénh. Trong twong lai nghién
ctru s& thir nghiém hop chat ndy vai cac tac nhan gy bénh khac hoic tién hanh
cac nghién ctru in vivo va nghién ctru san pham tra tai loc hodc thuc pham bd

sung dé hd tro nhimg bénh nhan bi nhiém H. pylori.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

- DPixéc dinh dugc cao chiét tir n-hexan cho hoat tinh khang H. pylori tot nhét
va ndng do trc ché téi thiéu (MIC) 14 71.5 pg/ml.

- Cao chiét tir 1a bo Booth cho két qua t6t nhat trong diéu kién ty 1¢ dung moi
v6i bot 14 1a (10:1), nhiét d6 gia nhiét t6i vu phi hop nhat 1a 60 °C va thoi
gian gia nhiét phu hop nhat 1a 120 phut.

- Theo sic ky khi khéi phd (GC/MS), phan tich cau tric dau tién cia cao chiét
duoc dé xuit 1a apigenin vdi cac ion phan manh m/e 270, 173, 145, 121, 105
va 94. Luong apigenin dugc xac dinh cho khoang néng do 0,02-0,1 mg/ml.

KIEN NGHI

Tir nhitng két qua nghién ciru ndy tién hanh xay dung quy trinh chiét xuat
14 bo hoan chinh dé tmg dung vao viéc san xuat tra tai loc nham hd trg phong
bénh viém loét da day do vi khuan H. pylori gay ra.
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