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QUY TRINH CHIET TACH CAC HOAT CHAT SINH HOC TU’ NAM
LINH CHI (GANODERMA LUCIDUM)

NGUYEN THI MINH TU

1. MO DAU

Linh chi Ganoderma lucidum 1a mét loai ndm thudc ho da khong (Polyporaceae), tir xua da
duoc xép vao hang “thugng duoc” véi nhiéu tén goi khac nhau nhu: than tién thao. bat ldo thao,
ndm truong tho, nam gd, van nién nhung, ndm Lim [3, 10]. Linh chi dugc dung lam thubc
phong, tri dugc nhiéu bénh, lam ting thé luc, kéo dai tudi tho. duoc xem nhu vit an lanh, tuong
trung cho su truong tho. Tir thap nién 70 thé ki XX tr¢ di, nhiéu nha y hoc & cac nudc bat dau
tién hanh nghién ctru thanh phén hiru hiéu, tac dung duoc li va hiéu qua tri liéu cua linh chi.

Trén thé giéi va Viét Nam da c6 rat nhiéu nghién ciru vé tach chiét va sir dung cac hop
chat sinh hoc trong linh chi. Nhém nghién ciu Vién Cong nghiép thue pham cua Truong Thi
Hoa [2] da tién hanh chiét linh chi (Ganoderma lucidum) ching Nhat Ban trén cac dung méi con
va nude 80°C, 90°C, 100°C; voi ti 1é 1/10 (nguyén liéu/dung moi). chiét 3 lan, két qua hiéu suat
trich ly cao nhat ¢6 thé dat 8,4 - 8.8%. Tac gia Nguyén Anh Diing (XNDPTU 24 Mekophar) tién
hanh chiét voi ¢on tinh khiét (Merck) dat hiéu suat 4 - 6% [2].

Nhimng nghién ciru vé nam linh chi tai Viét Nam tap trung chu yéu vao diéu tra, suu tap,
néu dac diém phan loai, diéu kién sinh thai, quy trinh nudi trong va cac hoat chat chinh ¢6 trong
nam linh chi. Tuy da co san phdm san xuat & quy mé cong nghiép song gia thanh con qua cao.

Pham vi ctia bai bao céo nay dé cap dén quy trinh chiét tach cac hop cht ¢6 hoat tinh trong
nam linh chi (Ganoderma lucidum) trong dung moi nudc véi diéu kién 6n hoa.

2. POl TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twgng nghién ciru

Nguyén liéu linh chi ma ching t6i nghién ctru trong dé tai nay c¢6 vi tri phan loai nhu sau [5]:

* Gi6i nam Myecetalia:

« Nganh nam dam Basidiomycota;

* Ldp ndm dam Basidiomycetes;

« Bo nam 15 Aphyllophorales;

e Ho linh chi Ganoderma lucidumtaceae Donk;
* Chi linh chi Ganoderma lucidum;,

* Loai linh chi Ganoderma lucidum.

Nguyén liéu linh chi (Ganoderma [ucidum) dugc thu nhan tir du an San xuat thuc phém
chirc nang cua Vién Nghién ciu rung bén virng va Chimg chi rimg thude Vién Khoa hoc va
cong nghé Viét nam vai doi tic Canada, bat dau nam 2006. Du an nhdm phat dong phong trao
trong linh chi (Ganoderma lucidum ching Canada) "xoa déi giam nghéo” tai xa Tién Xuén, tinh
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Hoa Binh. Du an dang trong gial doan nghién cuu va nubi trong thir nghiém nén san lugng
tuong dbi thap. Gia thanh su kién ban dau khoang 300.000 déng/ke.

Nguyén liéu duge thu hai ngoai tu nhién & tudi nim vira thanh thuc, di duoc phoi khé & co
s& nudi trong, duoc bao quan trong tii nilon kin.

2.2. Hoa chit thiét bi thi nghiém

Hoa chat sir dung trong nghién ciru ¢6 nouon gbc Trung Quéc da duoc kiém dinh, dam bao
tidéu chuan s dung trong phong thi nghiém, bao 2om: ethanol 96%, n-hexane, chloroform, acetic
acid dac, nitric acid dac va nudc cat.

Thiét bi thi nghi¢m: Can dién t, can dia; thiét bi ¢6 quay chéan khong Fisher; thiét bi sav
chan khong Fisher; bo cat dam Kjeldahl; may so mau, binh on nhiét, thiét bj gia nhiét, tu say..

3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
3.1. Khao sat nguyén liéu
3.1.1. Xdc dinh dé am nguyén liéu [4]

Xac dinh theo phuong phap say dén khoi luong khong doi.
3.1.2. Xéc dinh ham liwong Cellulose [4]

Cellulose ¢6 anh hudng t6i kha nang trich Iy cac hoat chat ra khoi nguyén liéu nam linh chi.
Phuong phap dinh lugng cellulose dua vao tinh chat bén d6i voi tac dung cua axit manh va kiém
manh. khong bi phan huy dudi tac dung cua axit yéu nhr cac chat khac thuong di kém theo voi
cellulose nhu hemtluloza. lignin... Cellulose xac dinh dugc goi la cellulose (gém cellulose va
mot lugng nho hemicellulose. chi véu la cac pentose va lignin...).

3.1.3. Xdc dinh ham liecong Protein th trong nguyén liéu bang phicong phdp Kjeldahl [1]

Trén co so dinh luong nito tong sb, tinh ra luong Protein thé bang cach nhan vai hé sb
tuong ung. Cac bude bao gom: V6 co héa mau: Cat dam va Chuan dé.

3.1.4. Xac dinh ham luong Carbonhydrate [1]

Xac dinh thep phuong phéap phan tich chat luong luong thuce thuc pham.
3.2. Khao sat cac yéu td anh huéng téi qua trinh chiét

Do diéu kién thi nghiém, khi khao sat cac véu td anh hudng 191 qua trinh chiét: dung mai.
nhiét dé. thoi gian chiét, tac dong clia dao tron, chung t6i tién hanh d6i voi nguyén liéu & dang
xav Ve,
3.2.1. Khao sar dung méi

Viéc lua chon dung méi chiét tach anh huong truc tiép dén kha nang tach chat ra khoi

nguvén liéu [7]. Tién hanh nghién ciru tham do tir dung méi it phan cuc dén dung méi phan cuc
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manh: n- hexaq, chloro_form, ethanol 96%, ethanpl 70%, ethanol 45%, nudc. ‘Do tinh chat cua
dung mb6i ma doi vdi moi loai dung méi. dich chiét thu dugce sé c6 cac thanh phan khac nhau.

Dé xac dinh dugc dung méi thich hop nhat cho qua trinh chiét, cac méu dugc chiét trong
cung diéu kién: lrong nguyén liéu chlel la 10g; ti 1€ nguyén liéu/dung méi 1a 1/30; nguyén liéu &
dang xay v& kich thuéc 1x1 mm; sb Ian chlet la 1; thoi gian chiét 8 gid/lan; chiét & nhiét do
phong. Tién hanh lap lai 2 lan déi v&i mdi mau.

3.2.2. Khao sdt mét sé yéu 16 anh hieomg trong chiét xudt hoat chdt tie ndm linh chi (Ganoderma
lucidum) trong dung méi nudc

Viéc dao tron la can thiét dé tao ra chénh |éch nong d6 & mang té bao, ting cuong toc do
khuyéch tan. Trong cac thi nghiém tiép theo cac mau déu duoc dao tron trong qua trinh chiét.

. Khao sat nhiét do

Dé xac dinh anh hudng cua nhiét d¢ chiét, tién hanh chiét nguyén liéu xay vO 0 cung diéu
kién ti & nguyen liéu/ dung moi la 1/30, lugng nguyén lidu la 10 g, thoi gian chiét 8 tiéng/lan, co
dao tron, s6 1an chiét a 1.

¢ Khao sat thoi gian

Thoi gian chiét anh hudong t6i kha ning tach chét chiét cing véi tap chat. Vé nguyén tac,
thoi gian chiét cang Ion thi ham lugng chat chiét thu hdi cang cao. Tuy nhién, trong qua trinh
chiét xuét, luc dau cac chat ¢o phén tur lugng thép tan trude (thuong la hoat chat). sau méi dén
cac chét c6 phén tir lugng cao (thuong 1a tap nhu nhua, keo...). Pé tim duoc thoi gian chiét thich
hop, tién hanh khao sat ham lugng thu héi chat chiét theo thoi gian. Nguyén liéu chlet o dang
xay vo, ti 1é nguyén liéu/dung méi la 1/30 (w/v), chiét & nhiét do 50°C, ¢6 dao trdn, s lan chiét
lal.

e  Khao sat ti 1€ nguyén liéu/dung mdi

\Y: nguyén tic, trong mot gidi han cho phép, lugng dung moi cang nhiéu cang rat dugc
nhiéu chét tan. Tuy nhién, néu s dung mét luong dung mdi qua lon cho qua trinh chiét tach sé
lam anh huong dén qua trinh xir i dich chiét sau nay vé cac mat: thoi gian, nang lugng, thé tich

thiét bi. Nguyen I1¢,u chiét o dang xay v&. thoi gian chiét 8 tleng/lan chiét & nhiét dé 50°C, c6
dao tron, so6 lan chiét la 1.

3.3. Thir hoat tinh chéng oxy hoéa ciia san phim

Str dung phuong phap Reducing power dé kiém tra hoat tinh chdng oxy héa [8, 10]: Lan
luot ldy (50 — 500 pg) bot chiét pha trong 1 ml nudc cat. 2 ml dung dich ethanol 96%, 2 ml dung
dich dém phosphate (0,2 M, pH 6.6) va 2ml kali ferricyanide (1%) vao cac ong nghiém va u ¢
30 C trong 30 phut. Tiép do, thém vao hon hop 2 ml trichloroacetic acid 10% rdi dem li tam &
téc d6 3000 vong/ phit trong 10 phut. Cudi ciing lay 3 ml phan dung dich trén bé mat pha voi
2 ml ethanol 96% va 0.5 ml ferric chloride 0,1%. Do d6 hap thu cua dung dich trén véi thiét bi
UV-Vis & budc séng 700 nm. Thue hién tuong tu voi mau kiém chang. Thi nghiém dugc tién
hanh 3 lan.

AAl = sample

controf
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AAL: Chi sb chéng oxl hoa; R mpe: Mat d6 quang cua mau; R oo Mat do quang mau kiém
chung.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua khao sat nguyén liéu

Bang 1. Thanh phan linh chi nguyén liéu (Ganoderma lucidum)

Thanh phan Ham luong (%)
Nudce 13,51
Cellulose 54,42
Hop chét nito t6ng $6 2.10
Protein 13,5
Carbonhydrate 22,60

Nhin xét

- Nguyén liéu ¢6 do am 13.51%. D6 am vuot ngoai do am trung binh d3 khao sat [9].
Nguyén nhan ¢ thé do qua trinh thu hai va xu i nguyén li¢u khong dam bao do am can thiet
hodc trong qua trinh bao quan, nguyén liéu bi am khong khi xdm nhép. Do dé, trong qua trinh
thuc hién thi nghiém, can thiét phai dua nguyén liéu vé dé am cho phép bang phuong phéap say.

- Ham luong cellulose trong nam linh chi (Ganoderma lucidun) chung Canada trong tai
Viét nam & mirc trung binh so voi cac khao sat truoe do [8]. Do thude loai nam g6, ham luong
cellulose cua linh chi cao nén dung moi chiét rat kho thim vao trong té bao. Qua trinh chiét doi
hoi nhiéu thoi gian, hiéu suat thu duoc khong cao. c6 thé cac chat hoa tan bi gitr lai trong hé
thong ludi cellulose kha _phuc tap cua chang. Vi vay nguyén liéu can duoc xir li cat lat mong
hoac nguen trude khi tién hanh tach chiét. Tuy nhién, can chu y vi néu nghién qua nho, bot sé
dinh bét véi nhau khi hoa trong dung méi hoac dé vén cuc gdy can tro qua trinh chiét.

- Ham luong nito toéng so trong nam linh chi (Ganoderma lucidum) chung Canada trong tai
Viét nam la 2.1%. nam trong gioi han da khao sat [8].

3.2. Két qua khio sat cac yéu t6 anh huong dén qua trinh chiét

Bang 2. Khao sat lugng chat chiét thu hdi vai ting loai dung moi

Dung moi n-hexanJ chloroform |ethanol 96%| ethanol 70% | ethanol 45% | H,0

Luong chat chiét

thu hoi (%) 106 2,52 3,68 4,48 4,03 4,72

’

Nhin xét: Ham luong chat chiét thu héi tang dan tuong ung véi cac dung moi n-hexane,
chloroform, ethanol 96%, ethanol 45%, ethanol 70%, nuéc. Nhu vdy kha nang thu hdi chat chiét
cua nudc va ethanol 70% la Ién nhat. Nude va ethanol la nhirg dung moi ré tién, dé kiém, than
thién voi moi truong. Mét khéc, gia thanh cua nhirng dung moéi nay lai ré hon va hoan toan
khéng doc so v4i n-hexane va chloroform. V&i két qua nhu vay, cac khao sat tiép theo duoc thuc
hién tréen dung moi nudec.

3.3. Két qua khao sat cac yéu t6 anh hwéng dén qua trinh chiét
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Bang 3. Khao sat nhiét d6 chiét véi dung méi nuéc

Nhiét dé chiét (°C) 30 40 50 60 70 80 90 | 100

Luong chat chiét thu hdi (%) | 4,89 | 5,14 | 6,05 | 6,34 | 6,59 | 7,14 | 7,40 | 7,46

Bang 4. Khao sat thoi gian chiét véi dung mdi nuéce

Thoi gian chiét
(gi0)

Lugng chat chiét

thu hdi (%) 3,03 | 3,67 | 445 | 534 | 577 | 592 | 6,05 | 6,09 | 6,14 | 6,17 | 6,22

Bang 5. Khao sat ti 1 nguyén liéw/ dung méi nudce

Ti 1¢ nguyén liéu/dung méi (g/ml) | 1/40 | 1/35 | 1/30 | 1/25 | 1/20 | 1/15 | /10
Lugng chét chiét thu hdi (%) 6,13 6,09 |605 |595 |588 |553 |4,32

3.4. Xac dinh viing hoat dong tdi wu ciia qua trinh chiét

Vi cac thong sb nhiét dg, thoi gian chiét, ti 1é nguyén liéu/ dung méi c6 khoang bién thién
lazZ, =50+ 90 (°C), Z,=6 + 11 (h), Zy=1/35 = 1/15 (g/ml), lap mot quy hoach tryc giao cap
mét, hai muc toi uu [6] duge phuong trinh hdi quy mé ta dung thuc nghiém I

y = 6,59 + 0,65 x, + 0,07 x, — 0,16 x;.

Ham muc tiéu dat gia tri cuc dai tai cac diéu kién nhiét d6 chiét 90°C thoi gian chiét 11
giogioh va ti 1& chiét 1/35g/ml tuy nhién v6i muc dich lua chon dugc thong s6 qua trinh chiét véi
muc dich ham lugng chat chiét thu hdi cao véi diéu kién khong anh huong toi chat lugng hop
chat thién nhién thu duoc, dua trén sy trg giup cua phan mém NemrodW thoi gian chiét ngén, ti
Ié nguyén li¢u/ dung méi phu hgp tir phuong trinh thu duge :

- Nhiét d6 chiét: 80°C.

- Thoi gian chiét: 7 (h).

- Ti 1€ nguyén liéu/ dung méi: 1/20 (m/v)

- Ham lugng chat chiét thu hdi: 6,91 + 0,03%.

3.5. So d6 quy trinh chiét nim linh chi (Ganoderma lucidum)

Thuyét minh quy trinh (hinh 1).

Nguyén liéu linh chi trong nghién ciru ndy duoc thu hai ngoai ty nhién & tudi ndm vira
thanh thuc, da duoc phoi kho & dang qua thé, kich thudc tan 6 - 8 cm, nguyén liéu c6 mau nau
do sam, bong. Dé thudn lgi cho qua trinh chiét, can thiét phai xir Ii dé kich thude nguyén liéu
dong déu va nho nén nguyén liéu linh chi duoc xay v, bao quan trong bao bi PE tai noi kho mat
(D¢ &m nguyén liéu dugc duy tri < 13%, tranh &m méc phat trién).
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Nguyén liéu

Nud ¢ t°C = 80 (°C)
7y t=7(h)
: Tile NL/DM = 1/20
|
I
|

Dich chiét

‘I t°C =40 - 50 (°C)

Dich loc

Nude Cobd quay
chén

Dich ¢o

T°C=5-10(°C)
t=6-8(h)
Ethanol: 30%

Ethan

T°C =40-50(°C)

Dich ethanol J

Ethanol
T°C = 40 (°C)

Cao chiét

San pham

Hinh 1. Quy trinh chlet hoat chét tir ném linh chi Ganoderma lucidum trén dung méi nudc
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Nguyén liéu duoc dua vao tai vai loc dat trong ndi chiét (sur dung tui vai lgc co tac dung
giam lugng ba nguyén liéu xam nhap vao dich chiét, giam tai viéc xu | tach ba chiét). Nude khur
khoang dugc dua vao tron déu véi nguyén liéu dam bao tinh tham uét cho toan khoi va ti 1é
nguyen liu/ dung méi dat 1/20 (m/v). Nang nhiét khéi dich t&i nhiét do yéu cau (80°C) va duy
tri trong thoi gian 7 gio. Trong thai gian chiét, thuong xuyén dao trén dich tranh nhiét cuc bo va
tang kha nang chuyén chat ra ngoai khéi dich. Tién hanh rira ba bang nudc nong tir tir dén khi
dich ¢6 mau hoi vang duc nham rat kiét chat chiét khoi nguyén liéu.

Dich chiét thu dugc ¢6 mau nau do, duc, mui dic trung thao moéc. Dich loc ¢ mau nau do,
trong, 6ng anh, dua di ¢6 loai nuée trong thiét bi cé quay chan khéng.

Lwa chon nong dé ethanol 30% trong qua trinh tia dé giam thiéu lugng dung méi can sir
dung. Lugng Ethanol thu duoc sau khi ¢6 quay chan khéng & nhiét d6 50°C vai thé tich bang
0,5 lugng Ethanol sir dung dé tua tap chét cho ndng do 40 - 50% khi do bing con ké. Ethanol
nay duoc thu hdi véi muc dich tai sir dung saa khi ¢ nhimg bién phap xr li thich hop.

Tiép tuc lam lanh dich & nhiét d6 2 — 5°C dé lng cin min trong thoi gian 6 - 8 gio. Sau d6
lang gan, loai can min, dua dich di ¢6 dac. Qua trinh ¢d dac dimg kht dich cao sét co thé tich
tuong duong ti 16 0,5 : 1 so véi khoi lugng nguyén liéu ban dau. Dich cao sét dugc siy chan
khéng & nhiét d6 40°C t6i dang bot min, x5p, mau nau sang, vi dang dac trung.

3.6. Danh gia mot s6 tinh chit cia hoat chit thu duoc
3.6.1. Thanh phan héa hoc

Bang 6. Dinh tinh thanh phan hoa hoc trong cao chiét dung méi nuéc

Hop chit Phuong phap tha Quan sat Két qua

Hop chat phenol Phan ung véi FeCl; Tua xanh den +

Phan img v&i H,SO,. thude

Alkaloid thu Drangendroff

Khéng c6 tua vang

Triterpenoid Séc ki ban mong Hién mau +

3.6.2 Hoat tinh chong oxy héa

Bdng 7. Mat d6 quang va chi s6 chong oxy hoa cua san pham

Lugng dich chiét (ug) 0 50 60 70 80 90 100
Mat d6 quang 0,066 | 0,221 | 0,238 | 0,256 | 0,273 | 0,291 | 0,308
AAl 1,00 | 335 | 3,61 | 3,88 | 4,14 | 441 | 467
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Mat d6 quang cua dung dich thi nghiém tang dan theo luong dich miu. Mat do quang cua
mau thi nghlem cao hcm mat do quang cua mau kiém ching chimg t6 dich linh chi ¢6 kha ning
khir ion Fe™ thanh Fe™ . Néng dé dich chiét cang cao thi mat do quang clia dung dich cang cao.

4. KET LUAN

So v&i nghién clru trude day [2], quy trinh chiét ndm linh chi Ganoderma lucidum trén
dung mdi nude ¢ diéu kién nhiét d¢ thap hon. s6 lan chiét it. Mac du thoi gian dai hon, qui trinh
nay don gian va thanh phan chiét ra duoc chimg minh c¢6 hoat tinh chdng oxi héa.

L&i cam on. Bai bao 1a két qua clia mét phan nghién ciru trong Dé tai nghién ciru khoa hoc va
cong nghé (Bé Giao duc va Bao tao) nam 2006-2007 (B2006-01-52) do Truwong Dai Hoc Bach
Khoa chu tri.

Cac hoa chét dung trong thi nghiém khao sat hoat tinh sinh hoc duwoc GS. Sawamura
Masayoshi treong Dai hoc Kochi Nhat ban cung cap.

Tac gia xin chan thanh cam on Bui Thi Quynh Chi, sinh vién K48 nganh Cong nghé Thuc
phdm da déng gop tich cwe cho bai bao.
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SUMMARY

STUDY ON ISOLATION OF ACTIVE COMPOUNDS FROM LINGZHI
(GANODERMA LUCIDUM)

Lingzhi (Ganoderma lucidum) has been well known for its activities in disease’s treatment.
There have been many studies including international and Vietnamese on lingzhi and its
properties. However, the aims of this study were to investigate as gentle as possible the
condition of extraction. Moreover solvent was also a technologically concerned problem
recently, therefore the purpose was to eliminate this factor. The results have showed that
extraction in hot water (80°C), then scattering in ethanol (30%) will produce compounds with
relatively high anti oxidant activities.

Dia chi: Nhdn bai ngay 12 thang 8 nam 2008

Vién Cong nghé sinh hoc - Coéng nghé thuc phém,
Pai hoc Bach khoa Ha Noi.
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