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Linh vue ky thuét dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc hoéa hoc, cu-thé 1a giai phap hitu ich dé
cap dén quy trinh chiét xuét chiét pham chira limonoit tir canh va 14 cay sdu dau
(Azadirachta indica) dé san xuét thuc pham chirc ning.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Cay sdu dau c6 tén khoa hoc 13 Azadirachta indica, thudc ho Meliaceae.
Cay sdu dau con co tén goi khéac 1 ciy sdu dong, nim, xoan sdu dau, xoan in
01, xoan tring, xoan chiu han, xoan An P§. Cay siu dau 13 cdy to, than gd cao
tor 8-15m, 1a kép 16ng chim 1é, cum hoa moc & 14 thanh xim phan d6i, hoa c6
mau tring hodc tim nhat. Thanh phan hoéa hoc ¢o trong cay sdu dau chi yéu la
nhém hop chit isoprenoit (vi du, protolimonoit, limonoit, v.v.) va non-
isoprenoit. Truéc déy, 14 ciy sdu dau duoc ngudi An P6 ding lam thudc ha
dudng huyét, chéng viém, chéng ung thu, khang khuin, khang ndm va diéu tri
s6t rét. |

Trén thé gi6i da cé nhitng nghién ctru vé viée chiét xuét va phéan 14p hop
chét tir cdy sdu dau bang cach st dung dung méi metanol, vi du, xem tai liéu
“Mohammad A. Hossain et al., Identification and characterization of chemical

compounds in different crude extracts from leaves of Omani neem, Journal of

Taibah University for Science 7 (2013) 181-188”.

O Viét Nam d3 c6 mot sé cong trinh nghién ctru vé thanh phan héa hoc
ctia cdy sdu dau bang cach st dung dung moi metanol dé chiét xuit va sic ky dé
phan 1ap hop chét tir 14 cdy neem, vi du, xem “Nguyén Thi Y Nhi, Nghién ctru
thanh phan limonoid cta 14 cdy neem Azadirachta indica A. Juss trong & Ninh
Thuén, Pai hoc Qubc gia Thanh phd H5 Chi Minh, 2012”. Ngoai ra, & Viét Nam

cling dd c6 modt s6 don vi trong nudc dd dung canh va 14 cdy sau dau
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(Azadirachta indica) nghién nhuyén, phoi khé va déng géi 1am tra béan ngoai thi

truong.

Tuy nhién, & Viét Nam va trén thé giéi chua c6 cong trinh nghién ctu nao
dé cap dén viéc chiét xuat ra chiét phdm chira limonoit tir canh va 14 ciy sdu dau
bing cach ding dung méi etanol va chiét & nhiét d6 50°C dé thu duoc chiét
phim c6 chira ham luong limonoit cao.

Ban chit k§ thuit clia giai phap hiru ich

Pé dat dugc muc dich néu trén, theo mot phuong an, giai phap hitu ich dé

xuét quy trinh chiét xuit chiét pham chta limonoit tir canh va 14 cay siu dau

(Azadirachta indica), trong d6 quy trinh ndy bao gém cac budc:

a) chudn bi nguyén liéu chiét bang cach rira sach canh va 14 cdy sdu dau
(Azadirachta indica), d& rao nudc va phoi kho dén d6 4m khoang 15%, sau d6
dem sdy & nhiét do thdp hon 50°C cho dén khi trong luong khéng ddi, tiép theo

cit nho thanh timg manh < Smm bing may cét va nghién thu dugc bdt min;

b) chiét chiét phim chira limonoit bing cach tron bot thu duge & bude a) véi
etanol theo ty 1€ khdi lugng bot/etanol 1a 1/3 trong bon chiét c¢6 hai 16p, chiét &
nhiét d6 50°C trong 24 gio, sau d6 ly tAm bing mdy ly tdm dé tach dung dich
chiét, chung cét dung dich chiét trong binh chung cit ap suét thip c6 hai 16p
dudi ap sudt < 50mmHg va nhiét d6 < 50°C dé tach etanol thu chiét phdm chira
limonoit tho;

c) tinh ché chiét pham chita limonoit bang cach cho chiét phdm chuta limonoit
th thu dugc & bude b) vao bon tinh ché, tiép theo bd sung nudc va etyl axetat
theo ty 18 khéi lwong chiét phdm chira limonoit thé/nude/etyl axetat 1a 1/2/2, sau
d6 khudy tron véi tée d6 100 vong/phut, dun dén nhiét do 45°C trong thoi gian
90 phut, tiép theo dua toan bd dung dich vao binh ling dé tach 16p, thu hdi 16p
trén c6 chira hoat chit limonoit va dubi dung méi etyl axetat thu chiét pham

chura limonoit.
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Theo mot phuong 4n khac, giai phap hitu ich d& xuit quy trinh néu trén
con bao gém thém budc phéi tron chibt pham chira limonoit thu dwge & bude c)
v6i sesamin va tinh bdt hoa tan theo ty 18 khdi lwong chiét phdm chira limonoit
/sesamin/tinh bot hoa tan 1a 46/4/50 thu dugc thuc phdm chirc ning dang vién
nén c6 tac dung khang khuin d6i véi cac ching vi khuln Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Samonella sp va Vibrio cholerae.

Theo mdt phuong 4n khac nita, gidi phap hitu ich d& xuét quy trinh néu
trén con bao gdm thém budc phdi tron chiét phdm chira limonoit thu duogc &
budc ¢) voi dau sau ddu, sesamin va etanol theo ty 1& khéi luong chiét phim
chira limonoit/dau siu dau/sesamin/etanol 1a 31/20/4/45 thu duoc thuc phém
chirc ning dang phun swong cé tac dung khang khudn d6i vé6i céc ching vi

khuan Candida albicans, Trichomonas sp va Giardinella sp.

MBS ta vin tit hinh vé

Hinh 1: So dd quy trinh chiét xuit chiét phdm chira limonoit tir canh va 14
cay sdu diu (4zadirachta indica).
MO ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau déy, giai phap hitu ich mé ta chi tiét cac phuwong 4n thuc hién cu thé,
tuy nhién, cac phwong an nay chi nhim muc dich mé ta chi tiét giai phap hitu ich
dé 1am rd cac phuong an thyc hién chir khong nham muc dich han ché pham vi
yéu ciu bao ho cia giai phap hitu ich.

Cay siu dau c6 tén khoa hoc 13 Azadirachta indica, thudc ho Meliaceae.
Cay siu d4u con c6 tén goi khac 1 cdy sdu déng, nim, xoan siu dau, xoan #n
g0i, Xoan trang, xoan chiu han, xoan An Pd. Cay siu déu 1a cdy to, than gd cao
tur 8-15m, 14 kép long chim 1€, cum hoa moc & 14 thanh xim phén d6i, hoa c6
mau trang hodc tim nhat. Cay siu dau c6 tac dung giai nhiét, tri sung dau, chéng

viém, tri phong thip.
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Theo mot khia canh thi nhét, giai phap hiru ich dé cép dén quy trinh chiét
xuét chiét phdm chtra limonoit tir canh va 14 cay sau déu (Azadirachta indica),
trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) Chuin bi nguyén liéu

Lua chon canh va 14 cay su déu (4zadirachta indica) con tuoi, nguyén
ven, khong bi sau bénh, khong bj héo ta, sau d6 dem rira sach, dé rdo nuée va
phoi khé dén d6 4m khoang 15%. Tiép theo dem sdy & nhiét do thdp hon 50°C
cho dén khi trong luong khong dbi, tiép dé dem di cit nhé thanh timg méanh vun
< 5mm bang may cit quay v6i vén téc quay 1.500 vong/phit ¢6 cu tao nhu
may nghién bta c6 duong kinh 0,6m bén trong c¢6 8 dao cét loai canh dong hinh

chit nhét dai 25cm béng thép khéng ri, bén nhon gén so le trén mot tang trong.

Tiép dén, c4c manh vun da cit duoc dem nghién nhoé thanh bot min béng
hé¢ théng méay nghién gdm may nghién bta va may nghién ring dit ndi lién
nhau. Phia trén 12 may nghién bua c6 duong kinh 40cm, bén trong ¢6 nhiéu canh
bua hinh chit nhat day 4mm lam béng thép khong ri; trén bé mit phia trong cua
v6 méay c6 bd tri nhidu chét xen k& nhau 1am bing thép khong ri ¢6 tiét dién
tron, kich thudc 10x10mm; phia duéi 1a may nghién ring c6 dudng kinh 60cm,
gdm c6 mot mit quay va mot mit ding yén; mit ding yén cb 6 vong rang, mat
quay c6 5 vong riang, nhilng vong rang ndy dugc b trf trén cac vong tron co
duong kinh 12- 45cm, ring giita cac vong duoc bd tri xen k& nhau; phéu nhap
lidu cia may nghién ring dugc ndi thong véi ctra thoét bot clia may nghién bua.
Phia trong toan bd thiét bi dugc boc mét 16p thép khéng ri day 1mm.

Hé théng may nghién min duoc quay vdi van tée 1500 vong/phut. Trudc
hét cac manh vun canh 14 siu dau di vao may nghién bla; dudi tic dung cua luc
va ddp clia cdc cdnh blia, cAc manh vun toi nho ra, sau d6 di vao may nghién
rang. O may nghién ring, bot di vao trung tdm ciia mdy, dudi tac dung cua luc ly
tam, bot chuyén dong tir trong ra ngoai. Trén duong di, bt bi va dap do nhidu

vong rang va khi thoat ra ngoai, bt da dugce nghién min dén ¢ 1-2mm.
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b) Chict xuat chiét phdm chura limonoit

Canh va 14 cdy sau dau (Azadirachta indica) sau khi nghién thanh bot min
duoc trdn vai ctanol theo ty 1€ khdi lugng bot/etanol 1a 1/3, sau do cho vao bon
chiét hai 16p, khudy trong vong 24 gid, gitra 2 16p c6 chtra nude va duge dun
nong dén khoang 50°C bang mét thanh dién trd (V= 7001; H x D = 0,9m x 1m)
va cho may khudy hoat dong 100 vong/phut trong thoi gian 24 gio. Sau do dung
may ly tdm dé tach dung dich chiét rdi cho vao chung cét ap suét thap trong binh
chung cét c6 2 16p (16p trong bing inox day 2,5mm, 16p ngoai bang sit 4mm).
Duhg dich trich. qua méy loc ly tdm duoc dua vao bon chung cat &p suét thap dé
chung Ldl thu hdi etanol dudi ap sudt < SOmmHg & nhiét do < 50°C. Etanol bbc
hoi qua 6ng sinh han dugc hoa 16ng va dua vao binh himg. Can con lai trong noi
chung cat 1a chiét pham chira limonoit tho.
¢) Tinh ché chiét phiam chira limonoit tho

Cho chiét phdm chtra limonoit thd vao bon tinh ché, tiép theo cho nude va
ctyl axetat (EtOAc) vao theo ty 18 khdi luong chiét pham chia limonoit
tho/nudce/etyl axetat 1a 1/2/2, sau d6 khoi dong may khudy trén & toe do 100
yong/phit, mé cong tic dun dén t° = 45°C; ddy nip bon khudy va khudy trong
thoi gian 90 phut. Sau thoi gian khudy tron, dua toan bd dung dich vao binh dé

tach 16p rdi thu hoi 10p trén ¢6 chia chiét p'hém limonoit tan trong etyl axetat.

Chung cét thu hdi etyl axetat thu duoc chiét phdm chua limonoit (NLL)

c0 cac chi tiéu k¥ thuat nhu sau:

T Tén chi tiéu Phuong phap thu Két qua
1 | Ty trong dy’ TCVN 8444:2010 1,124 — 1,138
am luone limonoi Salkowski , UV

5 E{dm luong limonoit (NLL) 6.53 — 6.68
7o (A=577mm)
Ham luong Sulfur S trong i ]

300 10 TCN 363:99 1,54 —1,72
chiét pham %

4 | Do am % 10TCN 302-97 11,5-11,8
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Vi chiét pham chira limonoit c6 cac chi tiéu k¥ thuét nhu trén, c6 thé st

dung dé san xuat thyc pham chuc nang.

Theo khia canh thir hai, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh néu trén
con bao gém thém budc phdi tron chiét phdm chira limonoit thu dugce & budc ¢)
v&i sesamin va tinh bt hoa tan theo ty 18 khdi luong chiét phdm chira limonoit
/sesamin/tinh bdt hoa tan la 46/4/50 thu duogc thuc phém chuc nang dang vién
nén c6 tac dung khang khuin ddi véi cac chung vi khudn Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Samonella sp va Vibrio cholerae.

Thuc phdm chitc ning thu duge tr quy trinh nay & dang vién nén chira cac

thanh phan sau (tinh theo % khdi luong):

Chiét phim chira limonoit : 46,0
Sesamin : 4,0
Tinh b6t hoa tan : 50,0

Sesamin duogc st dung 1a mot chét rin, diém néng chay 125°C duoc diéu
ché bing cach chung cét 16i cudn hoi nuéc diu meé & ap sudt 3kg/cm’. Sesamin
duoc hoi nudc 16i cudn qua binh hiing sau d6 dugc lam lanh dé két tinh lai trong
nude va loc dé thu chét rin sesamin. Sesamin duoc dung rat rong rai dé lam bén
cac loai thube c6 ngudn gbe hop chét ty nhién nhu limonoit. Tinh bot hoa tan 13
mot loai ta duoc ding rat phd bién cho cac loai thudc vién nén. Thiy phén nhe
tinh bot bép véi enzym a-amylaza trong 3 gid & nhiét d6 phong cho ra tinh bot
hoa tan c6 DE=35-40 (Dextrose Equivalent) sau d6 két tinh lai trong etanol
lodng 40% cho ra tinh bt hoa tan dat ti€u chuén tinh bot ta duoc ctia B Y Té
s6 5S2TCN 317-87.

Thyc phdm chirc ning & dang vién nén nay duoc bao ché bang cach ding
may khua?'ly tron, phéi tron chiét phém chira limonoit, sesamin va tinh bt hoa tan

theo ty 16 khéi lugng chiét phdm chia limonoit/sesamin/tinh bot hoa tan la
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46/4/50, sau d6 diing may ép vién dé ép thanh vién nén, mdi vién c6 trong luong
300mg va chita 9mg limonoit ding dé udng.

Vién nén thu duogc nay c6 tinh khang khudn manh ddi vé6i cac chung vi
khuan thuong gdy bénh cho ngudi va gia sic gia cAm nhu 13: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp, Vibrio cholerae va cac
ndm bénh nhu Trichosporon, Geotrichum, Candida, Trichophyton,

Microsporum va Epidermophyton.

Vién nén nay dugc dung nhu sau:
Nguoi 16n: Mdi ngay udng 2 14n, mdi 14n 1 vién
Tré em: Mdi ngay ubng 2 1an, mdi 1an % vién
Ubng lién tuc mdi dot trong 1 thang.

Theo khia canh thir ba, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh néu trén
con bao gdm thém budc phbi tron chiét phdm chira limonoit thu dugc & budc c)
v6i dau sdu déu, sesamin va etanol theo ty 18 khéi lwong chiét phim chua
limonoit/diu siu ddu/sesamin/etanol 13 31/20/4/45 thu dwoc thuc phdm chic
ning dang phun suong c6 tic dung khang khuin dbi véi cac ching vi khuén

Candida albicans, Trichomonas sp va Giardinella sp.

Thuc pham chirc ning thu duge tir quy trinh nay & dang ché phim phun
swong chita cac thanh phén sau (tinh theo % khéi lugng):

Chiét phdm chtra limonoit: 31
Dau sau dau: | 20
Sesamin: 4
Etanol: 45

Thuc pham chic ndng & dang ché pham phun suong nay dugc bao ché
bang cach phoi tron chiét pham chua limonoit véi dau sau dau, sesamin va

etanol theo ty 18 khdi lwong chiét phdm chia limonoit/ddu siu
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dau/sesamin/etanol 1a 31/20/4/45 bang may trén chét 16ng, khudy tron véi van
téc quay 300 vong/phit trong 1 gid. Thuc phadm chtrc nang 14 dung dich chira
2% limonoit dung dé phun truc tiép vao cac noi bi nhidm bénh, cac vét thuong
ngoai da, hodc cac & dich bénh. Trong ché phim phun suong theo giai phéap hitu
ich, ddu sdu dau duge st dung 1a moét loai diu béo thuc vat dugc trich ra béng
cach ép dau hat sdu déu véi luc ép 150kg/cm?, hiéu suit ép dau 18,2% (w/w).

Dau sau dau thu duoc co6 cac chi so nhu sau:

STT | Céc chi s6 DVT |Kétqud | Tiéu chuén Lam
nghiép An Do
4765:1975
1 | Ty trong ds¥’ - 0,9098 | 0,9087-0,9189
2 | Chiét xuét rip - 1,4643 1,4617-1,4647
3 | Thanh phan khong xa phong héa UM | % 1,2 0,8-2,4
4 Ham luong limonoit % 0,19 >0,1

Ché phim phun swong theo giai phap hitu ich duoc dung dé didu trj cac
bénh do vi khudn va ndm bénh giy ra & ngoai da nhu bénh phong, ghé ngua,
muyn nhot, cac vét sdn viém nhiém gay 16 loét. Ché phim nay c6 tinh khéng
khuin manh diét dugc cac & bénh truyén nhiém nhu bénh sbt xuét huyét, bénh

thiy d4u, dich bénh gia stc gia cAm va cac loai ky sinh tring hut mau.
Ché pham phun suong nay dugc dung bang cach phun thing vao vét
thuong do vi khudn giy ra, mdi ngay 3 1an dén khi vét thuong lanh hin.
Vi du thwc hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Quy trinh chiét xuét chiét phim chtra limonqit
1.1 Chiét xuét chiét pham chira limonoit

Canh va 14 cdy sdu diu (4zadirachta indica) dung lam nguyén liéu dé

chiét xuét chiét phdm chua limonoit phai dugc kiém tra k§ chét luong, hong kho
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dén d6 4m khoang 15%, c&t nho va nghién min thanh bt ¢& 1-2mm, c6 mau
xanh lgt va mui toi nhe dac trung cua la sdu dau.

Can 50kg bot canh 14 sdu dau (4zadirachta indica) trdn véi 150kg etanol
(EtOH) cho vao bén trich 2 16p, 16p trong béng inox day 2,3mm, 16p ngoai bing
sit day 3,5mm c6 thé tich V=700l (HxD=0,9mx1m); gitta 2 1ép c6 chira nudc,
dugc dun nong bé‘mg 1 thanh dién trd va co6 trang bi mét may khuéy ding. Cho
bon trich hoat dong & nhiét d6 50°C véi véan tée khudy 100 vong/phit, trong thoi
gian 24 gid. Sau d6 dé nguoi, dua toan bd dung dich trich qua may ly tAm quay
v6i toe do 1500 vong/phut dé tach 1y dung dich chiét; ba chiét con lai trong
may ly tim c4n ning 42kg dugc ding dé san xuit phan bén sdu dau. Dung dich
chiét thu dugc duge dua vao bdn chung cit 4p sut thip dé chung cét & 4p suét
p<50mmHg va nhiét do dudi 50°C, thu hdi etanol, lugng etanol thu hdi dugc
135kg, chit cao con lai trong bdn chung cit ¢c6 mau nau, mii téi cAn duoc

2,18kg 14 chiét pham chira limonoit (NLL) thd.
1.2 Tinh ché chiét phim chira limonoit (NLL) thé

Cho 2,18kg chiét pham chira limonoit (NLL) thd vao bdn tinh ché, tiép
theo bd sung 4,36kg dung moi etyl axetat va 4,36kg nudc vao bén. Mé may
khudy tron véi téc do 100 vong/phit va dun 4m dén nhiét do 45°C trong thoi
gian 90 phut. Sau d6 dua toan bo dung dich vao binh 1éng dé tach 16p rdi x4 bod
16p nudc chira tap chit phia dudi, thu 14y 16p trén c6 chira chiét pham limonoit
(NLL) tan trong etyl axetat. Chung cit thu hdi etyl axetat du6i ap sudt thip p<50
mmHg, thu dugc 4,15kg etyl axetat va 1,96kg chiét phim chira limonoit.

Do ham luong limonoit trong chiét pham chira limonoit theo phuong phap
so mau Salkowski véi may UV & A=577nm va do ham luong sulfua S trong

chiét pham theo phuong phap 10 TCN 363:99 cho cac két qué nhu sau:
Ham lugng limonoit trong chiét phim 13 : 6,60%

Ham lugng sulfua S trong chiét phdm 13 : 1,63%

-10-
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Vi du 2: San xuét thyc pham chic ning & dang vién nén (Neemtab) chira chiét
pham chtra limonoit
Cho viao mday khudy tron 0,92kg chiét phdm chtra limonoit, 0,08kg
sesamin va 1kg tinh bot hoa tan thu dugc hdn hgp bdt. Cho hdn hop nay qua
may ép vién thu duge vién nén, mdi vién nén thu duoc c6 ham luong 300mg va
chtra 9mg limonoit ding dé udng.
Vi du 3: San xuét thuc phim chiic ning dang ché phidm phun suong (Neemgel)
Cho vao méy khudy tron chét 16ng, trén that déu trong 1 gitr 0,62kg chidt
pham chta limonoit, 0,4kg dau sdu déu, 0,08kg sesamin va 0,9kg etanol. Sau d6
déng chai 100ml ¢ gén bd phan phun swong trén miéng chai ding d& phun truc
tiép dung dich vao noi can diéu trj.
Vi du 4: Thi nghiém tac dung cia vién nén chira chiét phém chira limonoit
(Neemtab)
4.1. Vi dy thir nghiém tac dung ciia Neemtab ddi v6i vi khuan gy bénh
- Pbi tuong thir nghiém: 5 ching vi khuén thuong gy bénh nhiéu nhét
cho ngudi va gia stc gia cam:
+ Bacillus subtilus, Gram (+) gdy nhiém duong huyét, viém nhi®m mang néo, hé
than kinh, v.v..
+ Staphylococcus aureus, Gram (+) gy viém nhiém dudng ho hép, viém phdi,
tai, mili, hong va viém xoang.
+ Escherichia coli, Gram (-) gdy viém nhiém duodng tiéu hoa, dudng rudt, viém
loét da day, viém gan va tai mat.
+ Salmonella sp, Gram (-) gy s6t thuong han, tiéu chay, 6i mua cép tinh dan
dén tir vong.
+ Vibrio cholerae, Gram (-) giy bénh dich ta, tiéu chay, kiét i va ngd doc thuc

phém.

-11-
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- Phuong phép thir nghiém: phuong phéap khang sinh d6

Nubi cdy vi khuén trén méi truong thach dinh dudng (Nutrient agar). Lam
khang sinh d6 theo phwong phép khuéch tan trén thach bing cich dung kep vo
khuén kep dia gidy duong kinh 6mm d3 tim mau dung dich Neemtab ndng do
Img/1ml dat trén mat thach thtr nghiém, 0 & nhiét do 37°C trong thoi gian 20
gid doc két qua duodng kinh vong vo khuén tire 13 vong khong c6 vi khudn moc
chung quanh dia gidy c6 tim dung dich Neemtab. Két qua duong kinh vong vo
khuan (mm) ciia dung dich huyén phtt Neemtab dbi véi cac vi khudn thi nghiém

duogc trinh bay trong bang sau day:

Dung dich huyén phii Neemtab
TT | Chung vi khuin nong do (%)

30 25 20 15
1 Bacillus subtilis 16 16 15 14
2 Staphylococcus aureus 14 14 13 12
3 Escherichia coli 12 12 11 11
4 Salmonella sp 16 15 15 14
5 Vibrio cholerae 10 9 9 8

Nhan xét: Nhitng két qua thuc nghiém trén cho thay cac dung dich huyén

phti Neemtab c6 tinh khéang khudn manh d6i véi cac vi khudn thi nghiém.
4.2 Vi du tht nghiém tac dung cua Neemtab ddi v&i ndm bénh

- Péi tugng thir nghiém: 6 ching nim bénh sau day thuimg gy bénh nhiéu nhét

cho nguoi va gia stc gia cam.

+ Trichosporon (TCS): gdy viém loét dudong rudt.

+ Geotrichum (GTC): gdy viém loét dudng ho hip.

+ Candida (CDD): gay viém loét mang nhay trong co thé.

+ Trichophyton (TCP): gdy viém loét tai, miii, hong.
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+ Epidermophyton (EDP): gay viém da, 1& cubng hong.
+ Microsporum (MCP): gay viém da dau, lam rung téc.
- Phuong phap thir nghiém: phuong phap pha lodng thach (Agar dilution)
Hoa déu dung dich huyén phd 30% Neemtab trong nudc vao moi truong

thach dinh dudng trong dia Petri. Sau do6 céy cac hach ndm cua 6 loai nim trén,
mdi loai trong 1 dia va theo ddi sy phét trién ctia ndm trén mai trudng thi.
Chi tiéu theo ddi: Theo ddi sy phat trién ctua khudn ty ndm, tinh ty 1€ tc
ché khuén
Ty 18 1% (tc ché)

1%=(1-D;) x 100
Dy

trong d6: D 1a dudng kinh khuén lac thi nghiém
D, la duong kinh khuén lac dbi chimg tirc khudn lac cdy vao méi
truong khong cd Neemtab |
Phén tich thdng ké dénh gia muc d6 tin ciy cua thi nghiém bing chuong
trinh MSTATC
Két qua tac dung cua dung dich Neemtab 30% ddi véi 6 ching ndm bénh thi

nghiém duogc trinh bay trong bang sau day:

Céic loai DPudng kinh trung binh ctia khudn lac (mm) 1%
nam Sau1ngay | Sau2ngdy | Sau3 ngdy | Sau4ngiy | Sau4 ngay
TCS 3 13 28,25 39,25 51,24
GTC 1 5,5 15,75 28,75 64,28
CDD 1 4 16,75 23,25 71,12
TCP 0 1 5,25 14,25 82,29
EDP 0 - 1 5,00 93,79
MCP 0 0 0 0,00 100

Déi chung 5 32,75 57 80,50
CV% =6,56%
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LSDO,Ql = 17,52

Nhén xét: Theo doi sy phat trién khuén ty clia 6 loai nAm bénh trong 4
ngay cho thdy, & cc thir nghiém cé xur ly dung dich huyén pht Neemtab 30%
déu c6 su uc ché khuin ty, trong d6 2 loai nAm MCP va EDP bi e ché manh

nhét 1a 100% va 93,79%.

Vi du 5: Thir nghiém tac dung ciia ché phdm phun swong Neemgel

5.1. Vi du thir nghiém tac dung ctia Neemgel d6i v6i vi khudn gy bénh

- Péi twong thtr nghiém: 5 ching vi khuan gdy bénh Pseudomonas aereus,
Vibrio cholerae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis duoc
nudi cdy trong méi trudng thach Mueller Hinton c6 ndéng d6 1,0 x 10* CFU/ml.

- Vat liéu va phuong phép: Pha dung dich huyén phu 1% Neemgel trong nuéc
va giri mau dén Vién Pasteur Tp HO Chi Minh dé thu nghiém kha nang diét
khuan.

Phun dung dich huyén phi 1% Neemgel vao méi trudng nudi chy vi
khuén, sau d6 dém lai cac vi khuén con séng sét theo phuong phap thtr nghiém
chuyén nganh.

Két qua thir nghiém tac dung cia Neemgel do Vién Pasteur Tp Hd Chi

Minh cung cép duoc thé hién trong bang sau:

R : ] KET P/P THU GIOI
STT | YEU CAU THU NGHIEM , DON VI i
QUA NGHIEM HAN
1 Pseudomonas aeruginosa <10 CFU/ S63347/Qb-
& |BYT
bri TP HCM
2 Vibrio cholerae
am ti /25
am tinh ® | v02:2006
3 Escherichia coli <03 MPN/g NF VO8-
’ 020:1994
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4 Staphylococcus aureus <10 CFU/e NF V08-057-
1:1994
5 Bacillus subtilis <10 CFU/g
Ghi chu:

<0,3; <10: Khéng phdt hién

Két ludn: Ché phdm Neemgel c6 tac dung diét dugc cac chung vi khuin
P.aeruginosa, V.cholerae, E. coli, S. aureus va B. subtilis.
5.2 Vi du thtr nghiém tac dung ciia Neemgel dbi v6i ndm bénh

Pha dung dich huyén phu 1% Neemgel trong nuéc va giri miu dén Vién
Pateur Tp H5 Chi Minh d& kiém nghiém kha ning diét ndm bénh.
- P6i twong thir nghiém: 3 ching ndm bénh Candida albicans, Trichomonas sp,
Giardinella sp dugc nudi cly 24 gio trong moi truong Mueller Hinton agar c6
ndng d6 1,0 x 10* CFU/ml.
- Phuong phép va vat liéu thir nghiém: Phuong phéap khuéch tan trén dia thach
va do dudng kinh vong e ché. Puc 15 trén thach MH ¢6 duong kinh 1mm
+ Nong do thir nghiém: Pha lofing mAu thir (Cy, Cy, Ca, Cs, C4)
- Két qua: Bang két qua do duong kinh vong v6 khudn (mm) ctiia Neemgel déi
vé6i cdc chung thir nghiém do Vién Pasteur Tp HO Chi Minh cung cip duoc thé

hién trong bang sau:

Chung vi khuén DPudng kinh vong vo khudn (mm)
Candida abbicans 09 08 07 06 06
Trichomonas sp 10 09 08 07 06
Giardinella sp 08 07 07 06 06
Nbng d6 C Co C, G, C; Cy

Ghi cha: Pudng kinh vong vo khudn 01mm ching t6 khong c6 kha nang

diét khuin
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IKét ludn: Ché pham Neemgel c¢6 tac dung diét ndm doi voi cdc ndm bénh

Candida albicans, Trichomonas sp va Giardinella sp.
Hi¢u qua co thé dat dwge cua sang ché

Quy trinh chiét xut chiét phidm chira limonoit tir canh va 14 cdy sau dau
duoc thyc hién & nhiét do 50°C nén limonoit trong chiét phiam khéng bi phan
hiy va nhd do thu duge chiét pham ¢6 ham lugng limonoit cao (6,6%). Chiét
phdm chita limonoit thu duge tir quy trinh niy duoc ding dé san xuét thuc phim
chire ning & dang vién nén va ché pham phun suong. Thuc phdm chic ning ¢
dang vién nén c6 tac dung khéng khuan va khéng nam, va ché phidm phun suong

duoc dung dé diét con trung nhu diét rudi, muodi, v.v..
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh chiét xudt chiét phdm chtra limonoit tir canh va 14 cay sdu dau

(Azadirachta indica), trong d6 quy trinh ndy bao gdm céc buéc:

a) chudn bi nguyén lidu chiét bing cach rira sach canh va 14 cdy sdu dau
(Azadirachta indica), dé réo nudc va phoi khé dén d6 4m khoang 15%, sau dé
dem sy & nhiét d6 thdp hon 50°C cho dén khi trong lwong khéng dbi, tiép theo

cét nho thanh timg manh < 5mm bing may cit va nghién thu duoc bot min;

b) chiét chiét phdm chira limonoit bing cach trdn bot thu duoc & budce a) véi
etanol theo ty 18 khéi lugng bot/etanol 14 1/3 trong bdn chiét c6 hai 16p, chiét &
nhiét d6 50°C trong 24 gid, sau d6 ly tdm bing may ly tdm dé tach dung dich
chiét, chung cit dung dich chiét trong binh chung cat 4p suét thap c¢6 hai 16p
'xt:iuéi ap sudt < 50mmHg va nhiét d6 < 50°C dé tach etanol thu chiét phim chira

Aimonoit tho;

¢) tinh ché chiét phdm chira limonoit bing cach cho chiét phim chira limonoit
thé thu duogc & budc b) vao bdn tinh ché, tiép theo bd sung nudc va etyl axetat
theo ty 18 khéi luong chiét phim chira limonoit thé/nuéc/etyl axetat 13 1/2/2, sau
do khudy tron véi tée do 100 vong/phut, dun dén nhiét d6 45°C trong thoi gian
90 phut, tiép theo dua toan bd dung dich vao binh ling dé tach 16p, thu hdi 16p
trén c¢6 chira hoat chit limonoit va dudi dung mai etyl axetat thu chiét phdm

chtra limonoit.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm thém budc phéi
tron chiét phém chtra limonoit thu dugc & bude ¢) vdi sesamin va tinh bdt hoa
tan theo ty 18 khdi lugng chiét phidm chira limonoit/sesamin/tinh bot hoa tan 1a
46/4/50 thu dugc thuc phém churc nang dang vién nén cé tac dung khéang khuén
ddi v6i cac chung vi khudn Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Samonella sp va Vibrio cholerae.
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3. Quy trinh theo diém 1, trong do quy trinh ndy con bao gém thém budc phdi
tron chiét phém chtra limonoit thu dugc & budce ¢) véi dau sdu dau, sesamin va
etanol theo ty 1¢ khdi luong chiét phdm cha limonoit/ddu sau
d4u/sesamin/etanol 1a 31/20/4/45 thu duoc thuc phim chirc ning dang phun
suong c6 tac dung khang khudn d6i vé6i cac chung vi khudn Candida albicans,

Trichomonas sp va Giardinella sp.
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Cat nhé canh va
14 cay sau dau
1

l

Nghién min canh
va l4 céy sau dau

l

Phéi tron bot ctia canh va 14
cdy sau dau véi EtOH

Ba canh va

la cay sau dau

l

Téach dung dich

Y

San xuat

phéan bén

trich ly

|

Chung cét

ap suét thap

Thu hdi
EtOH

Chiét phdm chira NLL tho
trong canh va l4 cdy sau dau

Y
Tinh ché chiét
phdm NLL thd v6i
EtOAC

Chiét phdm chira
limonoit (NLL )

Hinh 1
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