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chiét siéu am, quy trinh cho phép chiét hiéu qua cac hoat chat tir vo lya cta hat diéu. Quy
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luong catechin va EGCG dé thu dugc bot cao chiét co hoat tinh khang oxy hoa va té bao
ung thu cho phép phat trién ngudn duoc chit tir vo lya hat diéu.
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Linh vuc ky thuat dwge dé cap

Sang ché thudc linh vure cong nghé hoa hitu co va cac hop chit thién nhién, cu thé
1a sang ché dé cap dén quy trinh san xuat bdt cao chiét c6 hoat tinh khang oxy héa va té
bao ung thu tir vé lua hat diéu. Quy trinh theo sang ché tmg dung k¥ thuat chiét bang
enzym va chiét bang siéu &m dé tang hiéu sut dong thoi loai bd viée sir dung céc dung
mai chiét dé thu dugc san phdm an toan, hitu ich dé phat trién thanh dugc pham.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

V6 lua hat diéu 1a phan v6 bao ngoai ctia hat cdy diéu c6 tén khoa hoc 1a
Anacardium occidentale L., diy 1a mot 16p mang mong bao quanh phan hat va thuong
dugc loai bo khi ché bién hat diéu. Mot sb nghién ctru cho théy trong vé lua hat diéu c6
chira cac hoat chit c6 hoat tinh khang oxy hoa va té bao ung thu nhu kha ning uc ché
enzym tyrosinaza va Gc ché sy san sinh enzym melanin nhu catechin, epicatechin,
epigallocatechin gallate (EGCG), alkyl phenol, cardol, axit ascorbic va tannic va da
duge st dung dé san xut cac san pham nhu céc san pham chim séc da, san pham khang

khuén va khang ung thucd loi cho strc khoe con nguoi.

C6 nhiéu phuong phép san xuét nhim chiét tach cac hoat chét c6 lgi tir vo lya hat
didu. Vi du, tai lidu US 20200069755 Al da d& cap dén kha nang khang viém ctia cao
chiét trich ly tir vo lua hat didu va san pham tir cao chiét nay. Tai lieu US 20200069759
Al da cho thiy san phim cao chiét tir vo lua hat diéu c6 kha ning khang oxy hoa. Tai
lieu US 20200069754 Al d& cap dén cao chiét tir vo lya hat diéu c6 kha nang Gic ché
enzym tyrosinaza va c6 kha nang san xuét san phim cham séc da tir cao chiét nay. Tai
liéu nay da st dung dung moi bao g6m 70% etanol va 30% nudc dé trich ly hoat chét tir
v6 lya hat diéu. Trong cao chiét thu duoc nay cho thdy chtra catechin v6i ham lugng
catechin tong it nhat 15% (w/w) bao gdm hai thanh phan chinh Ia catechin 1a 9,40% va
ham luong epicatechin 1a 6,12%. Cao chiét thu dugc tir v6 lua hat didu cho thiy c6 kha
nang khang oxy hoa, chita lanh vét thuong, khdng viém va dic biét 1a kha nang tc ché

enzym tyrosinaza va kha nang trc ché su san sinh melanin.

Tai lidu WO2011138608 A2 mé ta ky thuat chiét cc thanh phan hoat chat c6 trong

v6 lya hat didu bang k¥ thuat chiét dung mdi-dung mdi (solven-solven extraction), trong
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do tai liéu nay mo ta viéc str dung két hop dung mdi phan cyc va dung mdi khong phan
cuc dé thu duge dich chiét ¢ hoat tinh trc ché enzym tyrosinaza va khang khuén. Tai
liéu JP 0500979 cling da dé cap ky thuat chiét cac hoat chét co trong v6 lua hat diéu

bang dung moi dé thu dugc cac hoat chét cardanol va cardol c6 hoat tinh sinh hoc.

Tuy nhién, dbi voi k¥ thuat da biét, viec chiét cac hoat chét c6 trong vo lya hat
diéu déu st dung cac dung méi hitu co nhu metanol, etanol, butanol, etylen, axeton,
hexan, ete, cloroform, etyl axetat, butyl axetat, metylen ‘clorit, N—dimetylformamit,
dimetyl sulfoxit, 1,3-butanediol, propylen glycol. Viéc chiét bang cac dung mdi nay
khong chi ton kém ma con c6 kha nang gay 6 nhiém moi trudng trong qua trinh san Xuét.
Hon nita, cac dung moi nay ¢6 kha nang tuong tac véi cac hoat chét lam anh huéng dén
hoat tinh déng thoi chiing ludn xut hién trong san pham cudi va c6 nguy co gay di 1’1:‘ng

khi stt dung lam thude.

Mot yéu td anh huéng dén hiéu suét chiét cac hoat chét c6 trong vo lua hat didu do
la dac tinh lién két cuia cac hoat chit nay. Do phr?ln 16n cac hoat chét ton tai & dang lién
két nén viéc st dung nude 1a kho chiét xuét. Mot bét loi nita d6 1a cac thanh phan trong
v lua hat didu d& bi bién tinh & nhiét do cao, cu thé 1a véi nhiét d chiét trén 80°C s&
gy bién tinh mot sb hoat chét, nén thanh phén chiét thu dugc khong c6 hoat tinh mong

muon.

D3 ¢6 nhitng cai tién nham loai bo viéc st dung dung mdi chiét hoac diéu chinh
k¥ thuat chiét, vi du tai liéu JP 0500979 da dé cap dén phuong phap chiét siéu t&i han
dé chiét xut cac hoat chét c6 trong vo lua hat diéu. Mic du k¥ thuét nay cho hiéu suét
chiét tét, nhung lai can thiét bi phirc tap nén c6 gia thanh cao hon so v6i phuong phap
chiét bang dung moi. Hon nita, trong két qua phan tich cho thdy, trong cao chiét str dung
k¥ thuat chiét siéu t&i han nay cha yéu chira catechin va epicatechin, nhung thanh phan
phenolic tdng ciing nhu lugng hop chét epigallocatechin gallate (EGCG) mong mudn,

vOn da dugce ching minh vé kha nang tiéu diét té bao ung thu, lai thép.

Ngoai ra, mic du da c6 mot sb tai litu dé cap dén viéc str dung enzym dé chiét
polyphenol tdng sb tir thuc vat hay viéc ung dung k¥ thuét siéu am két hop v6i dung
mdi dé chibt alkaloit, vi du Sukanya va cong sy (Sukanya Nag, optimization of
ultrasound assited enzymatic extraction of polyphenols from pomegranate peels based

on phytochemical content and antioxidant property, J ournal of Food Measurement and
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Characterization, 2018) da d& cap dén k§y thuat chiét polyphenol tir vo qua lyu két hop
gifta siéu 4m va enzym va cho hiéu qua chiét tét. Tuy nhién, bang cach siéu Am pha v
v6 ctng té bao, sau d6 st dung enzym cho phép tang dugc higu sudt chiét, nhung qua
trinh nay co6 bat lgi béi qué trinh xt 1y bing enzym dugc tién hanh sau khi xt ly bing
siéu am khién té bao bi pha v& truc tiép bodi enzym nén c6 nhitng tac dong nhat dinh ‘dén
c4c hoat chét thu dugc, ddng thdi kho c6 cach bt hoat enzym, dic biét dbi voi trudng
hop chiét nhitng hoat chit d& bi bién tinh bdi nhiét do cao. Ngoai ra, c6 mot van dé d6
1a dbi v6i vo lua hat diéu khi trrong nd trong nude s& két hop véi cac thanh phén khéc
tao ra cAu triic nhét va do d6 can tré sy hoat dong cling nhu kha néng hoat dong cua
enzym trong viéc pha vo t& bao va san pham thu dugc kho tinh ché vi kho loai tap chat.
Hon nira, véi nhitng nhém chét chira chu yéu catechin, epicatechin, epigallocatechin
gallate (EGCG), alkyl phenol, cardol, axit ascorbic va tannic tr vé hat didu, néu tién
hanh viéc phé v& bang enzym & ndng do 1én va bat hoat & nhiét dd cao s& anh hudng

dén hoat tinh khang oxy héa va té bao ung thu.

Do d6, van ¢an c6 quy trinh nham chiét cac hoat chét c6 trong vo lua hat didu véi
ky thuat than thién véi moi trudng va con ngudi, cu thé 1a cho phép giam t61 da lugng
hoa chit, dung mdi st dung dé tranh nhitng ton du hoa chét gay di ung hodc pha huy
c4u trac hoat chét mong mubn, nhung van dam bao dugc hic¢u suit chiét dé co thé phat
trién dugc ngudn dugc chit c6 kha ning canh tranh va thay thé ngudn dugce liéu tong
hop.

Ban chit ky thuit clia sing ché

Sang ché nhim giai quyét cac vén d& néu trén, cu thé sang ché dé xuét quy trinh
san xuAt bot cao chiét co hoat tinh khdng oxy héa va t€ bao ung thu tir v6 lya hat diéu.
Quy trinh theo sang ché st dung hdn hop enzym hén hop enzym bao gdm xylanaza,
cellulaza va hemicellulaza dé pha v& v clng té bao, va chiét trong diéu kién siéu am
@8 thu dugc cac hoat chét sinh hoc gbm catechin va EGCG c¢6 kha nang khang oxy héa
va khang ung thu. Quy trinh theo sang ché loai bd hoan toan viéc st dung dung moi

chiét, than thién hon v6i mdi trudng va cho phép thu duge san phim an toan cho nguoi.

Theo d6, sang ché dé cap dén quy trinh san xuét bot cao chiét c6 hoat tinh khang

oxy hoa va té bao ung thu tir vo lya hat diéu, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:
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a) chudn bi nguyén liéu bing cach thu nhén voé lua hat didu (Anacardium
occidentale L.), siy kho dén ham 4m dudi 10% va xay nhuyén qua ray kich thuge tur

250 pm dén 500 pm thu dugc nguyén liéu ¢ dang bot;

b) xtr ly so bd nguyén li€u bing cach phéi tron nguyén liéu voi nude cd pH=4,5
theo ty 16 nguyén liéwnude 1a tir 1/10 dén 1/40 (trong luong/thé tich), sau d6 bo sung
enzym pectinaza v6i lugng tir 0,5 dén 2% (trong lwong/thé tich) va & & nhiét do nam
trong khoang tir 40 dén 70°C trong khoang thoi gian tir 30 dén 120 phut dé phan giai

pectin va giam d§ nhdt cua nguyén liéu thu duge hdn hop nguyén liéu duge xtr 1y so bo;

¢) phé v& vo cung té bao bing cach bd sung mot lugng hdn hop enzym bao gém
xylanaza, cellulaza va hemicellulaza vao nguyén ligu da dugc xu ly so bd véi lugng tr
1 dén 4% (trong luong/thé tich) va tiép tuc G nguyén liéu & nhiét do nam trong khoang
tir 30 dén 60°C trong khoang thoi gian tir 30 dén 120 phit dé pha v& v6 cimg t€ bao thu

duoc hdn hop chiét;

d) bit hoat enzym va chiét siéu 4m béng cach gia nhiét hdn hop chiét dén 90°C
trong 10 phut @8 bét hoat enzym, tiép d6 dé ngudi va chuyén hdn hop chiét vao thiét bi
siéu Am va chiét trong didu kién siéu Am v6i cong suat 40W & khoang nhiét do tir 30 dén
60°C trong khoang tur 30 dén 60 phut, sau d6 loc qua mang voi ¢ 15 tir 0,45 dén 2pum,

loai bo phﬁn cin, thu phén dich chiét; va

e) thu bot cao chiét bang cach cd phan dich chiét dén dang cao dic, tiép do say

dong kho va nghién min dé thu duoc cao chiét tr vo lua hat diéu dang bt min.

Theo mdt phuong an wu tién, trong d6 nude dé phdi tron nguyén liéu duoc diéu
chinh dén pH=4,5 bang axit clohydric va hdn hop enzym dugc stir dung trong bude pha
v& vo clng té bao bao gdm xylanaza, cellulaza va hemicellulaza c6 hoat do khoang
100UT va dugc phdi tron theo ty 1€ 1:1:1 theo trong luong.

M6 ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1 1a so dd thé hién quy trinh san xuét bot cao chiét tir vo lua hat diéu str dung
k¥ thuat chiét bing enzym két hop song siéu am.

Hinh 2 12 biéu dd thé hién hiéu suét chiét catechin téng trong mau cao chiét bang
nude (PC1), cao chiét bang bang enzym (PC2) va cao chiét bang enzym két hop song
siéu am (TN).
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Hinh 3 13 bidu dd thé hién hiéu suét chiét nhoém hop chét phenolic tong sb tlr vo
lua hat diéu khi chiét bang nuéc (BC1), cao chiét bang enzym (DC 2), va cao chiét bang
enzym két hop song siéu am (TN).

Hinh 4 12 biéu dd thé hién hiéu suit chiét nhém hop chét flavonoit téng sb tir vo
lua hat diéu khi chiét bang nudc (PC1), chiét bang enzym (PC 2), va chiét bang enzym
két hop song siéu am (TN).

Hinh 5 14 biéu dd thé hién hiéu suét chiét hop chit EGCG tir v6 lua hat diéu khi
chiét bang nudc (BC1), cao chiét bang enzym (DC 2), va cao chiét bang enzym két hop
song siéu am (TN).

Hinh 6 12 biéu dd thé hién két qua thir nghiém kha ning khang oxy hoa thu dugc
tir cac mau cao chiét khi chiét bing nudc (DC1), cao chiét bang enzym (DC2) va cao

chiét bang enzym két hop séng siéu am (TN).

Hinh 7 12 biéu db thé hién kha ning khang té bao ung thu cua mAu cao chiét tir vo
lua hat diéu bang enzym két hop song siéu am duge thir nghiém trén té bao ung thu

MCEF-7.

Hinh 8 12 bidu dd thé hién tic dong cia mau cao chiét tir vo lua hat diéu bang

enzym két hop song siéu am dugc thir nghiém trén té bao lanh tinh.

Hinh 9: Biéu dd theo ddi trong lwong chudt trong thir nghiém danh gia doc tinh

cap cua bt vo lua hat dicu.

Hinh 10: Biéu dd theo dai trong lwong chudt trong thtr nghiém dénh gid doc tinh

ban truong didn cia bot vo lua hat dicu

Hinh 11. Biéu dd cac chi s6 xét nghiém cong thirc méu ctia cac 16 chudt thir nghiém
v6i cac chi s6 WBC (s luong bach cau); RBC (s6 luong hdng cau); HGB (lugng huyét
sic t6): HCT (thé tich khéi hdng cAu); MCV (thé tich trung binh hdng cau); MCH (lwong
huyét sic td trung binh trong hdng cau); MCHC (ndéng do huyét sdc t6 trung binh trong
hdng chu); RDW (dai phan bé kich thuéc hdng ciu); PLT (lugng tiéu cau); MPV (thé
tich trung binh tidu cAu); PDW (dai phn b kich thuéc ti¢u cau) va PCT (thé tich khéi
tiéu cau)

Hinh 12. Anh chup hinh &nh vi thé gan & d6 phong dai 40X cta cac 16 thu nghiém

doc tinh ban trudng dién.
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Hinh 13.Anh chup hinh 4nh vi thé than & d phong dai 40X cua cac 16 thir nghiém
doc tinh ban trudong dién.
M6 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché duoc mo ta chi tiét véi cac phuong an va céc vi du thuc hién cu
thé, tuy nhién cac phuong an va cc vi du thyc hién cu thé nay chi nham 1am rd ban chét
cta sang ché chir khéng nhim lam gi6i han pham vi yéu cau bao ho cia sang ché.

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét bot cao chiét c6 hoat tinh khang oxy héa
va té bao ung thu tir vo lua hat didu, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc: a) chuén
bi nguyén liéu; b) xi ly so bd nguyén liéu; ¢) pha v vo cing té bao bang enzym; d) bét
hoat enzym va chiét siéu am; va e) thu bdt cao chiét.

Trong budc chuén bi nguyén liéu, nguyén liéu dugc sir dung theo sdng ché 13 vo
lya hat didu. V6 lya hat didu thu dugc tir phan bao ngoai cta hat cia cay didu, c6 tén
khoa hoc 1a Anacardium occidentale L.. Lop v nay bao xung quanh phan hat, c6 mau
niu va dé bong tréc trong qua trinh ché bién hat diéu. Thong thuong, phan vo luc hat
diéu nay duoc tach ra sau khi rang chin hat didu trong qua trinh ché bién. Phan vé lua
hat diéu nay dugc sdy kho dén ham 4m dudi 10% va xay nhuyén qua riy voi kich thuée
tir 250 pm dén 500 pm. Qua trinh nay nham thu duge nguyén liéu dang bot dé thuan loi
cho qué trinh chiét xuit vé sau.

Trong budc xtr Iy so b nguyén li€u, tién hanh phdi trén nguyén liéu thu duge &
trén voi nude ¢6 pH=4,5. Nudc duoc diu chinh bing axit clohydric dén pH thich hop.
Tiép do, bd sung nguyén ligu theo ty 1& nguyén ligu/nude 1a tir 1/10 dén 1/40 (trong
lugng/thé tich). Sau khi dé dn dinh, tién hanh bd sung enzym pectinaza véi lugng tir 0,5
dén 2% (trong lugng/thé tich) va i & nhiét do nam trong khoang tir 40 dén 70°C trong
khoang thoi gian tir 30 dén 120 phat. Qua trinh nay nham muc dich phan giai pectin va
giam do nhdt cua nguyén liu. Sau khi xit 1y, thu duoc hdn hop nguyén liéu duge xir ly
so bo.

Trong budc pha v& vo cing té bao bang enzym, enzym dugc su dung theo sang
ché 1a hdn hop enzym bao gbm xylanaza, cellulaza va hemicellulaza. Cac loai enzym
duoc st dung nham pha v cAu trac khung xylan va xenlulo cua nguyén li¢u thuc vat
trong moi trudng nudc.

Sau khi xir Iy nguyén liéu dé phan giai pectin, giam d6 nhdét cla nguyén ligu dé

cho phép enzym duogc tiép can véi té bao nham pha v& vo cling té bao thuan lgi. Theo
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d6, tién hanh bd sung hon hgp enzym phén giai cAu trac md thuc vit. Enzym duge st
dung theo sang ché bao gbm xylanaza cellulaza va hemicellulaza nhim phé v& cdu tric
bén ngoai cua té bao thuc vat. Theo cdc phuong &n wu tién cu thé, hdn hop enzym duge
stir dung trong budc phd v& vo cliing té bao bao gom xylanaza, cellulaza va hemicellulaza
¢6 hoat d6 khoang 100UI va dugc phéi tron theo ty 1€ 1:1:1 theo trong luong. Ty 1€ nay

cho phép qua trinh ph4 v& vo cliing té bao dugc thuan loi.

Luong hdn hop enzym bao gdm xylanaza, cellulaza va hemicellulaza nay duoc bo
sung tur 1 dén 4% (trong luong/thé tich) hon hop nguyén liéu va i & 30 dén 60°C trong
khoang thoi gian tir 30 dén 120 phut dé pha v& vo cimg té bao thu hdn hop chiét. Theo
cac phuwong dn wu tién cy thé, nhiét 46 G ti uu dé thity phan enzym 1a tir 40 dén 50°C,
theo mot phuong an uu tién cu thé, nhiét ¢ u 1a 45°C. Thoi gian G tot nhét néfn tfang
khoang tir 60 dén 120 phut, theo cac phuong 4n cu thé, thdi gian G tdt nhét 12 tir 90 dén
120 phut dé enzym c6 thé pha v chu triic vo cla té bao thuc vat thu dugc hén hdp chiét.
CAn luu ¥ rang, mic dit qua trinh xr Iy nguyén liéu nhim muc dich pha v té bao, nhung
viéc sir dung hdn hop enzym bao gém xylanaza, cellulaza va hemicellulaza chi cho phép
pha v 16p v6 bao vé bén ngoai té bao thuc vat chtr chua pha vo cAu truc té bao nén qua
trinh nay khong can khuéy hodc tac dong co hoc manh. |

~ Saukhi qua trinh pha v& cu truc vo t& bao bing enzym _-két thac, tién hanh bét hoat
enzym bang cich gia nhiét hdn hop chiét »dé'n 90°C trong 10 phut dé bét hoat enzym.
Qua trinh nay duogc thuc hién nhanh, t5t nhat 1 tir 3 dén 5 phit va sau do duge dé nguoi
nhdm han ché thip nhét su bién tinh cua cac hoat chét c6 trong té bao. Tiép do c_huyén
hén hop chiét vao thiét bi siéu am va chiét trong diéu kién siéu 4m voi cong sudt 40W &
khoang nhi¢t do tur 30 dén 60°C trong khoang tir 30 dén 60 phut. Qua trinh nay cho phép
pha vo 16p mang bao ngoai cla té bao thuc vat sau khi da dugc phé vo 1op mang cing
béo vé dé giai phong cac hop chét noi sinh. Sau do tién hanh d6 loc qua méang v6i ¢ 16
tir 0,45 dén 2um, loai bd phan can, thu phan dich chiét. Bing cach xu ly két hop enzym
hai giai doan, hdn hop thu dugce cho phép loc dé dang qua mang loc ma khong cln st
dung cac thiét bi chiét tach phtc tap. |

Trong budc thu bot cao chiét, tién hanh c6 phan dich chiét dén dang cao dic, tbt
nhit qué trinh nay dugc thuc hién trong diéu kién giam ap ¢ nhiét do khong qud 80°C.
Tiép d6 tién hanh sdy dong kho va nghién min dé thu dirge cao chiét tir vo tna hat dicu

dang bt min.
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Vi du thwe hién sang ché
Vidul. San xudét cao chiét tir vé lua hat diéu

D& san xuét cao chiét tir vo lua hat diéu, tién hanh thu gom nguyén liéu 1a vo lua
hat didu (dnacardium occidentale L.), tir qua trinh ché bién hat diéu. Tién hanh sy kho
gion dén ham 4m khoang 10%. Tiép d6 xay nhuyén va sang qua ry kich thudc 16 500

um thu dugc nguyén liéu & dang bot min.

Chuyén 50 lit nude cAt vao thiét bi phan tng, didu chinh dén pH=4,5 véi bang axit
clohydric. Tiép d6 bd sung 5 kg nguyén liéu bdt vo lua hat diéu, khudy déu rdi bd sung
100g enzym pectinaza hoat luc 100UL Tiép d6 1 & nhiét do 50°C trong 90 phut dé phan »

giai pectin, gidm do nhdt cia nguyén liéu thu duge hdn hgp long.

Tiép @6 bo sung 1,1 lit ché pham enzym bao gbdm xylanaza, cellulaza va hemicell
v&i mdi loai ¢6 hoat dd khoang 100 UI dugc phéi tron theo ty 1€ 1:1:1 va u trong 120
phiit & 60°C d& pha v& vo cimg té bao thu hdn hop chiét.

Tiép d6 gia nhiét hdn hop chiét dén 90°C trong 10 phit dé bét hoat enzym. Sau khi
d8 nguoi, tién hanh chuyén nhanh hdn hop chiét vao thiét bi chiét siéu 4m va chiét trong
diéu kién siéu 4m v6i cong sudt 40W & 50°C trong khoang 60 phut. Dich chiét dugc loc

qua mang véi ¢& 16 1pm, loai bo phan cin thu phén dich chiét.

Phin dich chiét nay duoc cd trong thiét bi c¢6 chan khong giam ap dén dang cao
dac, tiép d6 say dong khd va nghién min thu dugc cao chiét tir vo lua hat diéu dang bot

min.

Pé so sanh hiéu suét ctia phuong phép chiét theo sang ché (TN), tién hanh chiét
vé6i nude (DC1) va tién hanh chiét bang enzym (PC2) trong cung diéu kién nhiét do,
thoi gian dé danh gid hiéu qua. Két qua danh gia dugc thé hién trén cac biéu d6 tir Hinh
2 dén Hinh 5.

Két qua thé hién trén Hinh 2 cho thdy, ham lugng catechin tdng c6 trong cao chiét
v6 lua hat diéu thu nhan tr phuong phap st dung enzym thiy phan két hop véi siéu &m
theo sang ché (TN) 1 19,7 g/100 g bot vo. Két qua nay cho thdy quy trinh chiét theo
sang ché cho hiéu suét chiét catechin cao hon so véi khi st dung enzym (15,7 g/100g
bdt v6) va cao hon nhiéu so v&i phuong phap chiét tach bang nudc (9,3 g/100 g bot vo).
Két qua nay so voi cac cong bd khéc cling cao hon dang k&, cu thé theo US 20200069755
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A1, khi chiét tach bang dung méi etanol 70%, hiéu sudt chiét cling chi dat 15%. Nhu
vay, hi¢u sut chiét catechin bang phuong phép theo sang ché (TN) so véi phuong phéap
chiét bing nuée (DC1) ting t6i 211,8%, ngay khi so voi phuong phap chiét bang dung
moi thong thuong cling tdng téi 131% hodc bang enzym (DC2) 1a 125%.

Tuong tu, khi so sanh ham lwong phenolic tdng s tir phuong phép s dung enzym
thity phan két hop véi siéu am theo sang ché (TN) 12 26,3 g/100 g bdt vé trong khi mau
tach bing nuée (DC1) chi dat 11,9 g/100 g bdt vo va miu DC2 dat 21,3% (Hinh 3). Két
qua nay cho thdy quy trinh chiét theo séng ché cho hiéu suat chiét polyphenol tong sb
cao hon toi 221,0% va 110,8% so véi phuong phéap chiét bing nuéc va phuong phap

chiét bing enzym, tuong mg.

Déi vé6i lugng flavonoit tong s, két qua duge thé hién trén Hinh 4, theo d6 phuong
phép st dung enzym thuy phén két hop vé6i sidu 4m theo sang ché (TN) 12 24,0 g/100 g
bdt v6 trong khi mau tach béng nuée (DC1) chi dat 10,0 g/100 g bot vo va mau DC2 dat
18,2%. Két qua nay cho thdy quy trinh chiét theo sang ché cho hiéu suét chiét flavonoit
tbng sb cao hon t6i 240,0% va 131,8% so v6i phuong phap chiét bang nuéc va phuong

phép chiét bing siéu am, twong tng.

Ngoai ra, dbi v6i ham luong EGCG ¢6 trong cao chiét thu nhan bang phuong phép
st dung enzym thiy phén két hop song siéu am (TN) vuot trdi, dat t6i 9,5 g/100 g bot
v6 (TN), trong khi phuong phap st dung riéng enzym (DC1) 1a 3,7 g/100 g bot vO con
phuong phap chiét bang nudc (PC2) chi dat 1,0 g/100 g bot vo. Cung véi catechin,
EGCG ciing dugc chimg minh 1a chét khang céc loai ung thu mot cach hiéu qua va déy

1a mot thanh phan quan tdm dang luu y.

Nhu vy, két qua thu duge cho thdy quy trinh theo sédng ché khong chi cho phép
chiét luong catechin tdng s6 vuot troi ma con thé hién qua lugng flavonoit, alkaloit va
luong EGCG quan tam thu dugc ¢6 hi¢u suét vuot tro, diéu nay cho théy hi€u qua cua

quy trinh chiét két hop enzym va siéu 4m theo sang ché.
Vi du 2. Thir nghiém ddnh gid djc tinh cip
Ché pham thir nghiém:

Ché phdm thir nghiém 1a mau bot cao chiét thu duoc tir Vi du 1 (mAu TN). Liéu

thir nghiém du kién duoc ap dung cho chudt voi lugng 17,6 g/kg thé trong.
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Dong vat thir nghiém:

bong vat dugce dung dé danh gia 1a chuot nhit tring chung Wiss khoe manh, trong
lwong 25,0+0,5 g do Vién Pasteu thanh phé H6 Chi Minh cung cAp. Chudt thir nghiém
dat tiéu chudn thir nghiém dugc nudi nhét riéng tir 3-4 ngay trude khi nghién ctru va
duoc chia ngiu nhién thanh céc 16, khong phén biét gidng. Mbi con dugc nhét riéng mot
chudng, st dung thitc dn danh riéng cho dong vat thir nghiém. Chudt duge cung cap
nuée udng day du. Hang ngay theo ddi ghi chép din bién két qua thir nghiém.

Phuong phap thtr nghiém:

Céc thtr nghiém dugc thuc hién theo huéng dan thtr nghiém tién 1am sang va lam
sang thudc dong y, thude tir dige lidu theo Quyét dinh s6 141/QD-K2DT nam 2015 cla
BO Y té.

Bot vo lua hat diéu duoc pha trong nudc cit vai néng dd dam dac tdi da c6 thé
bom dugc qua kim cho chudt uéng. Qua thim do do hoa tan cta bot vo lua hat diéu
trong nudc va kha nang pha thanh dung dich dam déc nhét ¢6 thé bom dugc qua kim
cho chudt ubng cho thay ndng do tdi da c6 thé bom qua kim cho ubng 13 0,88 g bot/mL.
O n6ng do nay, bot vo lua hat diéu tao dung dich dang gel ddc sét, nhung co thé bom
cham qua kim dau tu dé cho chudt udng.

Chuot dugc cho nhin déi qua dém nhung cho ubng nuéc ddy du trong dém trude
khi tién hanh thi nghiém. Ding kim dau ti cho chudt udng dich bt vo lua diéu hay nudéc
cAt theo nhém chudt nhu sau:

Nhém DC: cho udng nuée cat 20 ml/kg thé trong chuot;

Nhom TN: uéng dich bot vo lua diéu ¢6 néng d6 0,88 g/mL, thé tich cho uéng 20
ml/kg thé trong chudt (twong g voi lidu 17,6 g bot/kg thé trong chudt).

Ghi nhan cac tridu chtng bét thudong (gdi mdm lien tuc, chay hoang loan, ngd xi€u
veo, co gidt, run réy, tim tai (tai, chan, dudi), hay nam co ro, di chuyén cham chap, hién
tuong ti€u chdy, mau sdc clia phan) va ti 1é chudt chét trong vong 72 gid sau khi ubng
bot vo lua diéu.

Néu ¢6 chudt chét s& tién hanh thir nghiém xac dinh LDso (1a lidu gay chét 50%
dong vat thir nghiém) bing cach thir nghiém trén nhiéu 16 chudt khac nhau véi day lidu
ctia bot vo lua didu khao sat. Dya trén s6 tha chét & cac lidu khéac nhau, tinh LDso theo
phuong phap Karber va Behrens.

Néu khong c6 chudt chét, tiép tuc theo doi cho dén da 14 ngay. M4 quan sét dai
thé nhiing chudt chét trong lic thir nghiém va sau khi két thic dot thir nghiém. Néu co

bit thuong trén dai thé s& tién hanh phén tich hinh anh vi thé bang cach tach mau md
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bét thudng, thuc hién phuong phédp nhuém Hematoxylin — Eosin va phén tich hinh thai
va bién ddi cta cac té bao ving mo bat thuong. S lidu duge xir Iy bang ANOVA véi
hau kiém Bonferroni, cac nhom dit 1iéu dugce coi 1a khac bigt khi p<0,05.

Kétquéﬂulduqcchothéysaukhjchochuétuéngcﬁd1dénldécphaﬁlb©tvélua
hat didu tuong Gng véi lidu 17,6 g bot/kg thé trong, tit ca chudt thir nghiém déu hoat
dong binh thuong va khong khac biét so v6i 16 chimg udng nudec cht. Chudt di chuyén
lmhh%ménu&gt&,Mﬁmgcéh@nﬂmmgﬁéldﬁycmgrmukh&gcébﬁk&bﬁu
hién gi khac thudng. Sau 72 gid theo ddi, chudt hoat dong binh thuong va khong ghi
nhan ¢6 chudt chét.

Tiép tuc theo ddi chudt trong vong 14 ngay cho thdy thé trang va hoat dong cua
chudt ¢ 16 bdt vo Iua hat diéu va 16 chiing khong khac biét. Chudt an uéng tdt, tidu tidu
binh thudng va tang can déu trong suét 2 tudn theo dai (Hinh 9). Ngoai ra, vé tbrig thé,
sau thir nghiém khong thdy c6 su bt thuong vé hinh dang cling nhu mau sic noi tang
va khong c6 su khac biét gifta 16 ubng bot vo lya hat diéu va 16 ching.

Nhu vy, mau bt vé lya didu an toan di véi chut thir nghiém & liéu toi da cho
chudt ubng duoc 1a 17,6 g bdt/kg/ngay; khong nhén thy bat ky triéu chung doc tinh cip
nao, khong thdy c6 chudt bi chét, chua xac dinh dugc liéu LD50 nén mau thir nghiém.
Nhu vay co thé thy rang mAau bot cao chiét thu dugc tir v6 lua hat diéu an toan, khong
gdy doc cho dong vat thir nghiém.

Vi du 3. Thir nghié¢m ddnh gid djc tinh bdn truong dién

P& danh gia doc tinh ban trudng dién, tién hanh danh gia doc tinh doi mau bot
chiét thu duoc tir Vidu 1 (mﬁu TN). Thit nghiém dugc tién hanh vai chudt nhu & Vi du
2. Cac phuong phap phén tich, xir Iy s6 liéu duge xit 1y bang ANOVA v6i hau kiém
Bonferroni, cac nhém dit liéu duge coi 1a khéc biét khi p<0,05. | |

Bot vo lua hat didu pha trong nuéce cat va dirqé pha mé&i moi ngay thanh cic dung
dich c6 ndng d6 88 mg/mL, 17,6 mg/mL va 8,8 mg/mL. | | -

Chudt thir nghi¢m dugc chia ngiu nhién thanh cac 16, mdi 16 20 con, 16 d6i ching
10 con nhu sau: _ |

+ TN880: Liéu dung 880 mg/kg, chudt ubng dung dich 88 mg/mL, thé tich 10
mL/kg; tuong g v6i liéu 880 mg/kg. |

+ TN176: Lidu ding 176 mg/kg, chudt udng dung dich 17,6 mg/mL, thé tich 10
mL/kg; tuong g véi lidu 176 mg/kg.
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+TNB88: Liéu ding 88 mg/kg, chudt udng dung dich 8,8 mg/mL, thé tich 10 mL/kg;
tuong tng véi liéu 88 mg/kg.

+ PC: Chudt duoc cho uéng nudce cét, thé tich 10 mL/kg.

Chuot tham gia thir nghiém dugc sit dung dung dich bot vo lua diéu hay nudc cit
mdi ngay, 1 1an/ngay trong vong 28 ngay.

Sau khi két thuc 28 ngay thir nghiém, chudt dugc gy mé bang da CO2 va chuot
duwoc md dé boc 10 tim va nhanh chéng 14y mau tim dé phan tich cong thirc méu va danh
gia mot sb thong sb sinh hoa gan, than (ALT, AST, billirubin, creatinin, urea) do Phong
khdm Tao Dan thuc hién. Quan sat dai thé gan, than va tién hanh tach gan, thin ngdm
trong dung dich formalin 10 % @8 xtr 1y, cat lat (46 day 5 wm) va nhuém Hematoxylin
— Fosin va thuc hién phén tich hinh thai va bét thuong clia cac mau md qua quan sat
duéi kinh hién vi & cac do phong dai khac nhau (40x, 100x) tai khoa gidi phau bénh —
Bénh vién Cho Ray.

Trong vong 28 ngay cho ubng bot vo lua hat diu va theo ddi cho thiy thé trang va
hoat dong ctia chudt & céac 16 uéng bot vo lua hat didu khong khac biét so véi 16 chung.
Chuot & cac 16 déu co 16ng mugt, van dong nhanh nhen; lugng thirc an tiéu thu va tinh
trang ti€u tiéu cta céc 16 ubng bot vo lua hat diéu khong khéc 16 ching. Két qua duoc
thé hién trén Hinh 10.

Theo két qua thu dugc, nhin chung, trong luong clia chudt 16 chimg tang déu trong
28 nay theo ddi (hinh 2); so véi thot diém ban dau, can ning chudt ¢ ngay 28 tang 18,42
%. Trong khi do, trong lugng céc 16 chudt ubng bot v6 lua hat diéu tang it hon.

Tuy nhién khong c6 su khac biét c6 y nghia théng ké vé mirc do tdng can ctia nhom
chudt udng bot vo lua diéu lidu 88 mg/kg va 176 mg/kg vao cudi thtr nghiém so véi
nhom chirng; riéng cin nang cua nhom chudt ubng lieu 880 mg/kg chi tang 2,75 % so
v6i ban dau va khéc biét c6 y nghia thong ké so véi nhom chimg tir ngay 7 cho dén hét
thir nghiém. Két qua danh gia dugce tdng hop trén Bang 1.

Bang 1: Trong lugng chudt cia cac 16 chudt thir nghiém

B eyt | o | T
bC 27,36 £ 1,00 32,40 £ 1,51 18,42
TN88 25,64 £ 0,40 29,60 £+ 0,82 15,44
TN176 26,02 £ 0,49 29,40 + 1,29 12,99
TN880 25,50 £ 0,50 26,20 £ 0,75 2,75
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Cac chi sb xét nghiém cong thirc méau clia cac nhom thir nghiém danh gid doc tinh
béan trudng dién duge trinh bay & hinh 11. Két qua cac chi s xét nghiém dugce trinh bay
trong Bang 2 va Bang 3. Trong d6 p < 0,05 so véi 16 chimg. Cac thong sO xét nghiém
bao gbm: WBC (White Blood Cells - s6 luong bach cau); RBC (Red Blood Cells - s&
lwong hdng cau); HGB (Hemoglobin - lugng huyét sic t6); HCT (Hematocrit - thé tich
khéi hong cau); MCV (Mean Corpuscular Volume - thé tich trung binh hdng cau); MCH
(Mean Corpuscular Hemoglobin - lugng huyét sic t trung binh trong hdng cau); MCHC
(Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration - ndng d6 huyét sdc t6 trung binh trong
hdng cdu); RDW (Red Distribution Width - dai phén bd kich thuéc hdng cau); PLT
(Platelet - sb luong tiéu cau); MPV (Mean Platelet Volume - thé tich trung binh tiéu
chu); PDW (Platelet Distribution Width - dai phan b kich thuée tiéu cau); PCT
(Plateletcrit - thé tich khdi tiéu cau).

Bang 2. Cac chi s0 vé cong thirc mau cua 16 chudt thu nghiém

L6 thir WBC RBC | HCT | MCV | MCH
nghiém | (10%L) | HGB (g/L) | (10'%L) | (%) (fL) (pg) | PCT (%)
1278+ | 14,52+ | 882+ |4508%| 5124+ | 1644+ | 046+
PC 2,19 0,24 0,19 0,82 1,13 0,37 0,03
735+ | 13,78+ | 830+ |4295%| 51,83+ | 16,56+ | 0,53 =
TN8S 0,77 0,17 0,11 0,61 0,51 0,18 0,03
810+ | 13,66+ | 832+ |42,61+| 51,29+ | 1638+ | 038z
TN176 1,21 0,27 0,17 1,00 0,60 0,13 0,05
800+ | 13,18+ | 814+ |40,61=| 4994 | 16,13+ | 033
TN$80 0,88 0,40 0,20 1,17 0,68 0,24 0,06

Bang 3. Céc chi s0 vé cong thirc mau cua 16 chudt thir nghiém

L5 thir MCHC RDW PLT |\ oy (i) PDW PCT
nghiém (/L) (%) (10/L) : (%) (%)

bC 302,16+ | 16,62+ | 697,60+ | 6,68+ | 1572+ | 046+
0,20 0,29 46,22 0,33 0,33 0,03

TNgS 32,03+ | 1674= | 788,75+ | 676= | 1631% | 0,53+
0,23 0,23 52,99 0,25 0,32 0,03

TNLT6 32,04+ | 17,04= | 579,00+ | 6,58+ | 1584= | 038+
0,31 0,28 72,51 0,33 0,45 0,05

TNESO 3239+ | 18,05+ | 50538+ | 641+ | 1526+ | 033+
0,34 0,62 100,01 0,20 0,22 0,06

Két qua danh gid chirc ning gan cla chudt dugc trinh bay trong Bang 4. Theo d6
cho thdy so v6i nhém DC, hoat do cac enzym gan (AST, ALT) cua cac nhom TNR8S,
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TN176 va TB888 ¢6 xu hudng tang theo liéu thir nghiém téng dan trong khi ham lugng
bilirubin giam dan. Tuy nhién, nhitng thay dbi nay chua dat y nghia 1am sang vé tinh
trang viém gan trén dong vat thir nghiém ciing nhu khong khac bi€t c6 y nghia thong ké

so vgi nhom BC.

Bang 4: Két qua danh gia chirc ning gan

L6 thir Bilirubin (umol/L)
0 : : | AST (UL) | ALT (UL)
nghIem | Toan phan | Tructiep | Gién tiép
oo 5,18+ 108 + 390+ | 12632+ | 41,08+
0.48 0.07 0,44 1121 8.20
475 + 129 + 346+ | 16373+ | 6495+
TN880 0.23 0,02 0.23 18.40 10,19
4.89 + 128+ 361+ | 16368+ | 5161+
TN176 0.28 0,04 0.27 8.72 6.33
g 434 + 125+ 309+ | 15745+ | 4674+
0.30 0.03 0.28 5.08 441

Céc chi sb sinh hoa danh gia chirc ning than cua chudt duge trinh bay ¢ Bang 5.
Nhin chung, ham lugng creatinin va urea cua cac 16 udng bot v6 lua hat didu khong thay
ddi dang ké va khong khéc biét co y nghia théng ké so véi 16 chimg.

Bang 5: Két qua danh gia chic nang than

L6 thir nghiém Creatinin (mmol/L) | Urea (pmol/L)

bC 43,92 £2.44 7,91 +0,82
TN880 47,79 £ 1,04 8,43+ 0,63
TN176 51,41+ 2,45 8,72+ 0,24
TN8R 47,7+ 0,56 10,35+ 0,85

Két qua vi phau quan sat mau gan chudt & ca 3 16 ubng bot vo lua hat diéu so véi
16 chtng cho thdy mau gan & céc 16 ddu c6 mau do tuoi, bé mat lang min, dong déu vé
mau sic, khong sung huyét hay phu né; dich mat vang trong, tii mat binh thuong.

Quan sat trén tiéu ban vi thé gan cho thay té bao gan c6 kich thuéc tuong d6i dong
déu, tinh mach trung tdm khéng xung huyét, bao tuong té bao bat mau hong min, nhan
t bao tron, rd (Hinh 12, trong d6 (1) Té bao gan binh thudmg; (2) Té bao gan thodi hoa
md; (3) Viém quanh tinh mach trung tam tidu thiy). Pa s6 céc tiéu ban déu rai rac co

cac té bao gan thoai héa m& & mirc do nhe. Tinh mach trung tam tiéu thuy gan va vung
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khoéang ctra khong bi xo hoa, mot sé tiéu ban c6 sy xAm nhap té bao viém (bach cau don
nhan va da nhan) dan dén tinh trang viém khoang ctra va tinh mach trung tam tiéu thity
nhe. Cac hién tugng nay xuét hién & ca 4 16 va khong c6 su khéc biét gitta cac 16 tha
nghiém.

Két qua danh gia tdng thé mrc d6 viém gan trén tiéu ban vi thé gan chuot cho thay
chudt & cac 16 udng vé lua hat diéu va chudt chimg c6 mrc d6 viém gan tr nhe dén rat
nhe va khong khac biét c6 y nghia théng ké gifta c4c 16 thir nghiém. Két qua dugc trinh
bay trong Bang 6.

Bang 6. Banh gia vi thé gan chudt cta cac 16 thir nghi¢ém

Lé ’ Ty 1€ viém gan man
| Ratnhe (%) Nhe (%)
bC 40 . 60
TN&80 25 75
TN176 37,5 625
TN83 37,5 62,5

Két qua vi phau than duge thé hién trén Hinh 13, trong d6 (1) Cau thén; (2) Ong
than. Két qua hinh anh vi thé than cta chudt 16 sinh 1y déu binh thudng, khong c6 thay
dbi vé cAu truc, hinh thai té bao than. Cac té bao éng than khong hoai tir, m6 dém khéng
xam nhap viém va khong xo hoa. CAu than c6 cau tric binh thufmg; khoang Bowman
1. Céc té bao 6ng than déu nhau, cu tric 18, cac té bao biéu md 6ng than binh thudng.
Hinh anh vi thé than ctia cac nhom TN880, TN176 va TN88 va 16 PC déu binh thudng

va khong c6 su khac biét giira cac 10.

Nbu vay, v6i két qua thit nghiém doc tinh bén truong dién cho thiy, mau bot vo
lua diéu dugc cho uéng mdi ngay lién tyc trong vong 28 ngay & 3 muc lidu 880 mg/kg,
176 mg/kg va 88 mg/kg. Trohg lugng chudt ¢ cac 16 ubng bot vo l,i_lé diéu ting can cham
hon so véi 16 ching, trong do, nhitng chudt ubng lidu 880 mg/kg gian nhu khong thay
dbi trong iugng trong sudt qua trinh thir nghiém va khac biét c6 y nghia thf')ng ké ve
mirc d0 ting cin so vdi 10 ching. Diéu nay goi ¥ tac dung gidm cin cia bdt vo h;a_di_’éu
& muc liéu 880 mg/kg. Cac thong s6 sinh héa gan — mét clia nhom udng bot vé lua didu
tuy c6 thay d6i nhung chua dat y nghia trén 1am sang. Bén canh d6, vi phau gan chudt
& céac 16 ¢6 tinh trang viém gan man nhe - rat nhe va khong khac biét gitra cac 18 ubng

bot v6 lua diéu so v6i 16 ching. Chiic ndng than cua chu6t phan anh qua x£t nghiém
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creatinine va urea ciing nhu vi thé than cho thiy chirc ning than cta ééc 16 chudt déu
binh thuong va khong khac biét giita cac 16 udng bot vo lua diéu va 16 chimg. Doi v6i
anh hudng cia bot vo lua diéu trén chirc niang tao mau phan anh qua cic chi sb trong
cong thirc mau, két qué cho théy cong thirc mau cta céac 16 chudt uéng bot vo lua diéu
va 16 ching khong khac biét c6 y nghia théng ké, ngoai trir chi s6 sb lwong bach cau. Ca
316 ubng bot vo lua diéu déu bi giam sb lwong bach cAu va khong c6 su khac biét co y
nghia thong ké gitta 3 16 thir nghiém. Hién twong nay ¢6 thé lién quan dén tac dung giam
can, e ché lipase lam giam hép thu chit béo va giam téng hgp moé md cta bot vo lua
didu. Mot sb nghién ctru cho thdy mo m& 1a mot trong nhitng thanh phan quan trong
tham gia vao qua trinh viém va diéu hoa midn dich. M6 m& tong hop va phéng thich cac
yéu t6 tién viém va khéng viém (leptin, adiponectin, resistin) va cac cytokin va chemokin
(TNF-a, IL-6, MCP 1), thu hut céac dai thuc bao va bach ciu; diéu nay dan dén sb lugng
bach cu va cac yéu t gay viém gidm & nhimng dbi tuong suy dinh dudng, nhung lai
ting & ngudi béo phi. Tuy nhién, tinh trang giam s6 lugng bach clu ciing co thé do bot
v6 lya diu lam ton thuong tiy xuong, tir d6 lam giam san xuét cac té bao m4u, trong
d6 06 bach ciu. Do d6, cin theo i va danh gid anh hudng clia bot v6 lua diéu trén chirc
ning tao mau voi thoi gian thir nghiém dai hon va co mau 16n hon. Ngoai ra, giam bach
cau cling 12 mot trong nhitng tac dung khong mong mudn thudong gap dbi véi cac thude
khang ung thu, thubc khang sinh, thubc khang giap. Do do, can thén trong khi danh gia
c4c tac dung diéu tri ndy nén tién hanh song song danh gia tac dung phu cta mau th.
Nhu vy, nhin chung, bot vo lua didu tuong ddi an toan, trong thir nghiém doc tinh
tinh ban trudng dién cho thay bot vo lua diéu c6 xu huéng lam giam cén va lam giam sd

lwong bach cau sau 28 ngay st dung.
Vi du 4. Thit nghi¢m ddnh gid khd ning khdng oxy héa

Pé danh gia hiéu qua khang oxy hoa, mau bot thu duoc tir Vidu 1 duge dua di thu
nghiém kha ning khang oxy héa theo quy trinh thir nghiém chuan. Thir nghiém dugc
tién hanh boi bén thir 3, K&t qua dugc thé hién nhu néu trong Hinh 6.

Két qué duogc thé hién trén Hinh 6, trong d6 cho théy cao chiét vé lua hat didu thu
nhén bang phuong phap st dung enzym thuy phén két hop song siéu 4m (TN) c6 kha
nang khang oxy hoa cao hon so v6i mAu cao chiét thu nhan nhén bang phuong phép sir
dung enzym thity phan (DC2) va mau cao chiét thu dugc bang phuong phap chiét bang
nude (BC1).
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Vi du 5. Thit nghiém ddnh gid khd ndng khdng té bao ung thw

Pé danh gia tac dong cua mau bot thu dugce tir vo lua hat diéu thu duge tir Vi du 1
1én t& bao ung thu, tién hanh thir nghiém véi cac ndng do khac nhau, tr 0 dén 100pm/mL
v6i dong té bao ung thu vit MCF-7. Cu thé cac thir nghiém dugc tién hanh véi cac ndng

do pha loang dugc khao sat tir 0 dén 100 pg/mL.

Hoat chét déi chung st dung san phim thuong mai Doxorubicin (DOX) véi nong

d6 pha loang dugc khao sat tir 0 dén 100 pg/mL, twong ung.

Té bao dbi chimg duge sit dung 1a t& bao vit lanh tinh. Cac thir nghiém duoc tién

hanh lp lai 3 14n, ngau nhién.

Té bao ung thu vi va té bao lanh tinh duoc nudi trong moi truong MEM bd sung
10% FBS & 37°C trong ti &m CO2 (5% CO). Té bao phat trién trong binh nudi cdy 1
16p, dat dén pha log. Té bao duge tach khoi binh va tach rdi nhau bang tripsin. Tiép d6
dém va cdy lai vao moi trudng thach loang (0,35 % véi thach mét va 0,5% vai thach

nén) véi ndng do té bao 1 x 10* € bao/mL.

Céc hop chit thir nghiém dugc bd sung vao méi trudng nudi cdy v6i ndng do tang
dan tir 0 dén 100pg/ml. Té bao dugc nhan, nudi cdy trong didu kién chuan theo huéng
din cua nha cung cip. Sau 15 ngay nudi cdy, té bao dugc 14y ra va nhudm bing tim két
tinh 0,005%, doc két qua dudi kinh hién vi ddo pha c6 gén camera va ndi ra may tinh.
Hoat tinh trc ché hinh thanh khéi u trén thach duge tinh 1p lai 3 14n so sanh % s6 luong
té bao sdng so véi tdng s6 té bao duoc nudi cay. Két qua duge thé hién trén Hinh 7 va
Hinh 8.

Theo két qua trén Hinh 7 cho thiy kha ning khang ung thu vi MCF-7 cia cao
chiét thu duoc tir Vi du 1 bang enzym thity phan két hop song siéu 4m so véi san phim
thuong mai dung dé tri ung thu. Két qua & Hinh 7 cho thay cao chiét vo lua didu c6 kha
ning khang ung thu vit MCF-7 & ham lugng tir 50 pg/ml trd 1én. Khi st dung cao chiét
& ham luong 100 pg/ml c6 kha ning tiéu di€t gan 80% té bao ung thu, twong duong vdi
khi st dung san pham thuong mai Doxorubicin (DOX) ¢ ham luong 60 pg/ml. Tuy
nhién két qua trong Hinh 8 cho thdy rang muc dj an toan cua cao chiét vo lua hat diéu
461 v6i té bao lanh tinh cao hon nhidu so véi san pham thuong mai DOX. Khi st dung
cao chiét & ham lugng 100 pg/ml thi ty 1¢ t& bao lanh tinh con sdng 12 gan 90% so Vi
chi ¢6 30% té bao lanh tinh sdng sot khi st dung san pham chita ung thu thuong mai

DOX.
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Pidu nay cho thiy kha ning (mg dung cta cao chiét tlr v6 lua hat diu trong viéc
tiéu diét té bao ung thu, md ra huéng san xuat thudc diéu tri ung thu an toan so voi ché

phim didu tri ung thu hién c6 trén thi truong.
Hiéu qua dat dwgc cia sang ché

Quy trinh san xuét bot cao chiét c6 hoat tinh khang oxy héa va té bao ung thu tir
v6 lua hat diéu theo sing ché ap dung k¥ thuat chiét bang enzym va k¥ thuat chiét siéu
am cho phép loai bé hoan toan viéc st dung cac loai dung m6i manh, chi st dung nudce
nén dam bao an toan vé mit sinh hoc va khong gy 6 nhiém mai trudng trong qua trinh
san xuit. Ky thuét nay khong can cac thiét bi phtc tap, d4t tién nhu k¥ thuét chiét siéu
té1 han, mo ra mot hudng tiép can mai, cho phép san xudt bot cao chiét lam nguén duoc

liéu an toan cho nguoi.

Quy trinh theo sang ché cho phép giam chi phi san xuét ciing nhu giam gié thanh,
tan dung duogc nguén nguyén lidu ré tién, 1a phé thai ciia qua trinh san xuét hat diéu, tang
gié tri cho cay diéu ddng thoi giam chi phi xir 1y 0 nhiém réac thai. Quy trinh cho phép
chiét triét dé cac hoat chét trong vo lua hat didu v6i hiéu suit cao, du stc canh tranh v6i

nguén nguyén liéu khac, ké ca tir tu nhién hodc téng hop.

San pham thu duoc tir quy trinh chiét theo sang ché khong chira du luong hoa chat
tr dung moi chiét nén loai bé hoan toan nhitng di img do dung moi gy ra. San phim
thu duoc tir quy trinh theo sang ché chira ham luong catechin va ham luong EGCG cao,
¢6 khéa niang khang oxy hoa va dac biét ¢6 kha nang khang ung thu va an toan cho dong
vét thir nghiém. Hién nay Viét Nam 1a mot trong nhiing nuée san xuat va xuét khau diéu
16n nhat thé gidi, do d6 mot lugng 16n phu pham vé hat didu cling bi thai ra gdy 6 nhiém
mdi truong trong khi dé day 1a ngudn nguyén lidu ré tidn dé san xudt san pham c6 chia
ham lugng catechin va EGCG c6 kha niang khang ung thu so v6i sir dung nguyén ligu
tra xanh. Do d6 phuong phép cua sang ché nay gop phan tao ra cac san pham c6 loi cho
strc khoe con nguoi va lam tang gid tri kinh té cua ngudn phu pham ctia nganh cong
nghiép ché bién diéu.

Quy trinh theo sang ché c6 thé ap dung dé chiét xuit nhom phenol va alkaloit tlr
ngudn nguyén liéu thuc vat khic cho phép phat trién, tng dung dé phat trién nguyén liéu
duoc, thuc phém vamy phém tlr thue vt theo tiéu chi xanh, sach va an toan, giam thiéu

cac tac dong dén cau tric va hoat tinh cia chung.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh sén xuét bot cao chiét c6 hoat tinh khang oxy hoa va té bao ung thu tr vé

lua hat diéu, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) chuén bi nguyén liéu béng cach thu nhin vo lua hat didu (Anacardium
occidentale L.), sy kho dén ham 4m dudi 10% va xay nhuyén qua rdy kich thude tir

250 pm dén 500 um thu duge nguyén liéu & dang bot;

b) xir Iy so bo nguyén licu bing cach phéi tron nguyén liéu voi nude cd pH=4,5
theo ty 18 nguyén Lidu/nude 1a tr 1/10 dén 1/40 (trong lwong/thé tich), sau do bd sung
enzym pectinaza vdi lugng tir 0,5 dén 2% (trong lwong/thé tich) va G ¢ nhiét do nam
trong khoang tir 40 dén 70°C trong khoang thi gian tir 30 dén 120 phit dé phan giai

pectin va gidm do nhat cua nguyén ligu thu duge hdn hop nguyén liéu duge X 1y so bo;

¢) pha v& vo cfrng té bao bang cach bd sung mot lugng hdn hop enzym bao gém
xylanaza, cellulaza va hemicellulaza vao nguyén liéu da dugc xir Iy so bd voi lugng tu
1 dén 4% (trong luong/thé tich) va tiép tuc 1 nguyén liéu ¢ nhiét do nam trong khoang
tir 30 dén 60°C trong khoang thoi gian tir 30 dén 120 phut dé pha vo vd clng té bao thu

duoc hon hop chiét;

d) bAt hoat enzym va chiét siéu 4m bing cach. gia nhiét hdn hop chiet dén 90°C
trong 10 phut @2 bat hoat enzym, tiép d6 dé ngudi va chuyén hdn hop chiét vao thiét bi
siéu 4m va chiét trong diéu kién siéu &m v&i cong suit 40W & khoang nhiét d¢ tir 30 dén
60°C trong khoang tu 30 dén 60 phut, sau d6 loc qua mang voi ¢ 15 tir 0,45 dén 2um,
loai bd phan can, thu phan dich chiét; va

e) thu bot cao chiét bang céch cd phan dich chiét dén dang cao dic, tiép do sdy
dong kho va nghién min dé thu duoc cao chiét tx vo lua hat didu dang b¢t min.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 nudce dé phbi tron nguyén liéu duoc diéu chinh dén
pH=4.5 bing axit clohydric va hén hop enzym duge st dung trong budc pha v& vo cimg
té bao bao gém xylanaza, cellulaza va hemicellulaza c6 hoat do khoang 100Ul va duoc

phéi tron theo ty 1€ 1:1:1 theo trong luong.
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HINH 1

Vo lua
hat diéu

A

Nghién min (kich thuéc 250 - 500 pm)

Nong d6 enzym: 0,5-2%
Nhiét d6 1: 40 - 70 °C
Thoi gian t: 30 - 120 phut

l

T

»| Xuly so bd nguyén

Nong d6 enzym: 1-4%
Nhiét do u: 30 - 60 °C
Thoi gian u: 30 - 120 phut

liéu

|

Pha v voté bao |e——

Cong suit: 40W
Nhiét do: 30 - 60 °C
Thoi gian: 30 - 60 phut

A4

X ly bang song

siéu Am

L

Loc tach cédn
(mang loc 0,45-2um)

|

Séy dong kho

A

Nghién min
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HINH 2

Tach biang nudc Tach bang enzyme  Téach bang Enzyme va
x X song si€u Am
Mau cao chiét g

HINH 3

28

NSRS B SR
[==T S I e N
T T 1

F-Vélt)—'\l——‘h-d
O N s O £ O\ O
T

Téach bang nudc Téch bing enzyme  Téach bang Enzyme va
% .4 song si€u Am
Mau cao chiét &
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HINH 4

Tach bang nuée Téach bing enzyme  Tach bang Enzyme va
5 X séng siéu Am
Mau cao chiét ,

HINH5

T4ch bing nuée Téch bang enzyme  Tach bang Enzyme va

x X sOng siéu am
Mau cao chiét =
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HINH 6

Tach bang nuéc  Tach bing enzyme Tach bang Enzyme
x . £ va song siéu am
Mau cao chiét g5t

HINH 7

140

120
< 100 ,
\%D =s%=Cao chiét
280
s -—-DOX
<
2 60
=

40

20

0 1 1 T

0 25 50 75 100
Nong d6 cao chiét (ug/mL)
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60
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HINH 8

—=Cao chiét

-o—-DOX

25 50 75 100
Nong do cao chiét (ug/mL)

HINH 9

Trong lwong (g)

35
33
31
29
27
25
23
21
19
17
15

—a— YV lya hat diéu

—e—Chung

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ngay
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HINH 10

40 -
35 A
D
N
330- - I
-E- - n ,l m—igf“‘r"f
o0
g5
E.
H
20 1 —o—T idu 880 mg/kg ——T1 iéu 176 mg/kg
—+—Liéu 88 mg/kg —=—Chung
15 T T T T T T T T T T T T T T T L L] T T T T T T T T T 1
1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2
Ngay
HINH 11
N WBC
a. 15 - b. HGB
14 A
12 14 -
10 4 13 A
g | 12 A
6 11 -
) . 10
Ching 88mgkg 176mg/kg 880 mg/kg Ching  88me/kg 176 mg/ke 880 mg/ke
95 - c. RBC d. HCT
9 A 48 1
46
8.5 4
44 A
8 - 42 -
40 A
7.5 4
38
7 36 | ]

Chirng

88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg

Ching 88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg
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HINH 11 (tiép)

¢. MCHC . h. RDW
33 1 .
32 - 18 -
31 A 17 -
30 A
16 -
29 A
28 15
Chimg mg/kg
1000 - i. PLT 7547
800 - 7 4
600 - 6.5 -
400 - 6
200 1 55
Ching 88 mg/kg 176 me/kg 880 mg/kg Chimg 88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg
20 1 f. MCH
17 1 I. PDW '
16.5 - 18 -
16 A
16 -
15.5 A
15 - 14 -
14.5 -
14 88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg
Ching 88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg ke ¢
6 1 e. MCV 0.6 - m. PCT
54 -
0.5 -
52 A
50 1 0.4 -
48 A
0.3 A
46 A
44 0.2

88 mg/kg 176 mg/kg 880 mg/kg

Chiéng 88 mg/kg 176 mgkg 880 mg/kg
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HINH 12

HINH 13






