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Trong những thập kỷ gần đây, các nghiên cứu về cây cỏ thực vật có khả năng hỗ trợ trong phòng và điều trị bệnh đái tháo đường và biến chứng đái tháo đường đang ngày càng thu hút sự quan tâm của các nhà khoa học trên thế giới. Cây cỏ sữa lá lớn có tên khoa học là Euphorbia hirta L., họ thầu dầu  (Euphorbiaceae), một loại cây mọc hoang dại nơi vùng đất ẩm ở các nước nhiệt đới, trong đó có các tỉnh phía nam Việt Nam. Khảo sát thực tế cho thấy, Bình Dương là một tỉnh có điều kiện thời tiết, thổ nhưỡng rất phù hợp cho sự phát triển của các cây thuộc họ thầu dầu. Nhiều nghiên cứu trên Thế giới như Ấn Độ, Malaysia, Nhật Bản đã cho thấy tác dụng của cây cỏ sữa đối với bệnh đái tháo đường thông qua cơ chế kiểm soát glucose máu, ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase bởi hợp chất flavonoid có trong loài thảo dược này. Ở nước ta cho đến nay, còn thiếu những nghiên cứu một cách bài bản, có hệ thống về cây cỏ sữa lá lớn để đưa nguồn dược liệu này ứng dụng sản xuất thực phẩm giàu dinh dưỡng đáp ứng nhu cầu chăm sóc sức khỏe cộng đồng. Xuất phát từ thực tế trên, đề tài luận án “Nghiên cứu điều chế cao từ cỏ sữa lá lớn (Euphobia hirta L.) và ứng dụng chế biến thực phẩm dinh dưỡng kiểm soát glucose máu” đã được thực hiện.
Mục tiêu nghiên cứu

1. Mô tả được đặc điểm thực vật và xác định một số thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn.
2. Điều chế và đánh giá được tính an toàn, hiệu quả của cao cỏ sữa lá lớn trong kiểm soát glucose máu.

3. Xây dựng được quy trình công nghệ sản xuất đồ uống dinh dưỡng từ cao cỏ sữa lá lớn dùng trong kiểm soát glucose máu.

Nội dung nghiên cứu
1. Nghiên cứu đặc điểm thực vật và phân tích một số thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn.
2. Nghiên cứu quy trình điều chế cao từ cỏ sữa lá lớn, đánh giá tính an toàn và hiệu quả của cao cỏ sữa lá lớn trong kiểm soát glucose máu.

3. Nghiên cứu xây dựng quy trình công nghệ sản xuất đồ uống dinh dưỡng từ cao cỏ sữa lá lớn dùng trong kiểm soát glucose máu.

Giả thuyết nghiên cứu
1. Hiện nay các bằng chứng khoa học đầy đủ, có hệ thống về đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cỏ sữa lá lớn ở các vùng khác nhau của Việt Nam chưa có nhiều nghiên cứu đề cập đến.

2. Cao chiết từ cỏ sữa lá lớn được nghiên cứu trong điều kiện tối ưu đạt hàm lượng flavonoid phù hợp sẽ có khả năng ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase trên ống nghiệm, kiểm soát glucose máu trên chuột đái tháo đường.

3. Sản phẩm cao chiết từ cỏ sữa lá lớn có thể làm nguyên liệu để tạo ra các sản phẩm khác nhau, trong đó có sản phẩm đồ uống dinh dưỡng đạt chất lượng  và đảm bảo an toàn thực phẩm, giúp cộng đồng có thể tiếp cận, sử dụng dễ dàng và thuận tiện. 

Đóng góp mới của luận án:

- Cung cấp bằng chứng khoa học về đặc điểm thực vật và một số thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn phát triển tự nhiên tại Bình Dương, chứng minh được cơ chế làm giảm đường huyết của cỏ sữa lá lớn (Euphorbia hirta L.) là do khả năng ức chế các enzyme thủy phân carbohydrate như α-amylase và α-glucosidase. Đây là cơ sở khoa học chứng minh tác dụng của cỏ sữa lá lớn (Euphorbia hirta L.) trong việc làm giảm chỉ số đường huyết ở chuột bị gây đái tháo đường ở qui mô thực nghiệm. 

- Nghiên cứu đã xây dựng được qui trình công nghệ điều chế cao chiết cỏ sữa lá lớn (Euphorbia hirta L.) trên cơ sở xác định các điều kiện công nghệ phù hợp, từ chế phẩm này có thể dễ dàng điều chế các dạng sản phẩm khác nhau trong phòng chống bệnh đái tháo đường (dạng viên nang, bột hoặc đồ uống). Trong đó, tác giả đã thử nghiệm sản xuất thành công sản phẩm đồ uống dinh dưỡng giàu flavonoid  từ cỏ sữa lá lớn có nguồn gốc tự nhiên. Đây là lĩnh vực ở Việt Nam chưa phát triển nhiều, cần được đẩy mạnh trong thời gian tới, góp phần nâng cao sức khỏe cộng đồng.
Bố cục của luận án

Luận án gồm 148 trang (không kể tài liệu tham khảo và phụ lục), trong đó: Đặt vấn đề: 2 trang; Mục tiêu nghiên cứu và Nội dung nghiên cứu: 1 trang; Giả thuyết nghiên cứu: 1 trang; Tổng quan: 48 trang. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu: 26 trang; Kết quả nghiên cứu: 41 trang;  Bàn luận: 25 trang. Kết luận: 2 trang; Khuyến nghị: 1 trang. Luận án có 26 bảng, 33 hình và 167 tài liệu tham khảo (58 tài liệu tiếng Việt, 107 tài liệu tiếng Anh, 2 trang thông tin điện tử)
CHƯƠNG 1: TỔNG QUAN

1.1. Khái luận về mô hình bệnh tật: Thực trạng và giải pháp can thiệp hỗ trợ phòng, điều trị đái tháo đường và rối loạn glucose máu
1.1.1. Thực trạng đái tháo đường

Hiện nay, mô hình bệnh tật ở Việt Nam đã có nhiều thay đổi so với một thập kỷ trước đây. Đó là sự gia tăng nhanh chóng của các bệnh mạn tính không lây về tỷ lệ mắc và tỷ lệ tử vong. Điều này là kết quả của sự chuyển dịch về mô hình dân số, với tỷ lệ người cao tuổi tiệm cận 11%, cơ cấu được cho là dân số già và do những thay đổi về kinh tế-xã hội, chế độ ăn và lối sống. Do đó, chúng ta đang đứng trước thách thức to lớn của gánh nặng kép về bệnh tật. Một trong số những bệnh mạn tính không lây phổ biến là đái tháo đường.

Năm 2019, Hiệp hội ĐTĐ Hoa Kỳ đưa ra tiêu chuẩn chẩn đoán ĐTĐ dựa vào nồng độ glucose máu (mao mạch hoặc tĩnh mạch) và HbA1c. 
	Chẩn đoán 
	Tiêu chuẩn chẩn đoán 

	Đái tháo đường
	Nồng độ Glucose máu lúc đói (không ăn trước khi lấy máu ít nhất 8 giờ) 
[image: image1.wmf]³

 7,0(mmol/L).

	
	Hoặc nồng độ Glucose máu ở thời điểm sau hai giờ thực hiện thử nghiệm dung nạp glucose (uống 75g glucose hòa tan trong nước) 
[image: image2.wmf]³

 11,1 (mmol/L).

	
	Hoặc HbA1c 
[image: image3.wmf]³

 6,5%

	Tiền đái tháo đường
	Nồng độ Glucose máu lúc đói (không ăn trước khi lấy máu ít nhất 8 giờ) từ 5,6 đến 6,9 (mmol/L).

	
	Hoặc nồng độ Glucose máu ở thời điểm sau hai giờ thực hiện thử nghiệm dung nạp glucose (uống 75g glucose hòa tan trong nước) từ 7,8 đến 11,0 (mmol/L).

	
	 Hoặc HbA1c từ 5,7% đến 6,4%


Báo cáo mới nhất năm 2017 của IDF, khoảng 425 triệu người trong độ tuổi 20-79 mắc bệnh ĐTĐ, tương đương cứ 11 người có 1 người bị ĐTĐ, đến năm 2045 con số này sẽ là 629 triệu người (tăng 48%), tương đương cứ 10 người có 1 người bị ĐTĐ. Tại Việt Nam, Bộ Y tế thống kê năm 2017 có 3,5 triệu người trưởng thành mắc đái tháo đường, tương đương 6% dân số và dự kiến đến năm 2040 sẽ có 6,1 triệu người trưởng thành có thể mắc đái tháo đường. Điều này ảnh hưởng nghiêm trọng đến sức khỏe cộng đồng và sự phát triển kinh tế - xã hội của đất nước. Do đó, việc tìm kiếm các giải pháp hỗ trợ phòng và điều trị bệnh đái tháo đường thông qua việc kiểm soát glucose máu ở cộng đồng là hết sức quan trọng, bao gồm sự kết hợp của nhiều giải pháp, từ giải pháp dinh dưỡng, tăng cường hoạt động thể lực, chế độ ăn uống hợp lý, thay đổi lối sống tới việc sử dụng các sản phẩm hỗ trợ có nguồn gốc từ thực vật, đặc biệt là các thực vật giàu polyphenols đang là xu thế nghiên cứu và triển khai áp dụng hiện nay.
1.1.2. Giải pháp can thiệp hỗ trợ phòng, điều trị đái tháo đường và rối loạn glucose máu


Các biện pháp chính trong phòng và điều trị đái tháo đường và rối loạn glucose máu là thay đổi lối sống, thực hiện chế độ ăn hợp lý và tăng cường vận động, bên cạnh đó là sử dụng các sản phẩm, thuốc có tác dụng kiểm soát glucose máu. Trong những thập kỷ gần đây, các nghiên cứu về các loài thực vật có khả năng hỗ trợ phòng bệnh đái tháo đường đang ngày càng được quan tâm. Nhiều loại thực vật đã được khuyến cáo sử dụng với mục đích hỗ trợ hoặc bổ sung thay thế thuốc điều trị cho bệnh nhân đái tháo đường, chủ yếu dựa vào các hợp chất polyphenol và flavonoid có sẵn trong thực vật.


1.2. Khái luận về nhóm hợp chất Polyphenol thực vật
Trên thế giới có khoảng 1200 cây thực vật đã được ghi nhận có tác dụng trên bệnh nhân đái tháo đường. Mỗi cây thực vật có thể chứa một hoặc nhiều hoạt chất khác nhau tác dụng hạn chế tăng glucose máu như: polyphenol, flavonoid, alkanoids, terpenoid, anthocyanins và các hoạt chất khác đã được phân lập từ thực vật. Polyphenol là một hợp chất có trong thực vật tự nhiên mà nó có thể cho màu và mùi vị. Polyphenol cấu thành từ các vòng benzene với vị trí các gốc OH khác nhau chia thành nhiều nhóm khác nhau: non-flavonoid và flavonoid. 
Trong thực vật, flavonoid tồn tại ở 2 dạng: dạng tự do (aglycon) và dạng liên kết với đường (glycoside). Các kết quả nghiên cứu đã chỉ ra rằng, flavonoid có vai trò như chất kích thích insulin hay bắt chước chức năng của insulin, ảnh hưởng đến hoạt động của các enzyme trong quá trình chuyển hóa đường. Giúp làm chậm quá trình phân hủy và hấp thụ carbohydrate trong chế độ ăn uống bằng cách hạn chế thủy phân các  oligosaccharide mạch thẳng hoặc mạch nhánh như dextrin, maltose và maltotriose để sản xuất glucose, do đó ngăn chặn sự hấp thụ glucose.
Hiện nay, các nhà khoa học Việt Nam tiếp tục nghiên cứu các loại thực vật đã được sử dụng theo kinh nghiệm dân gian trong phòng chống bệnh đái tháo đường như mướp đắng, giảo cổ lam…. Ở các tỉnh phía Nam, cây cỏ sữa lá lớn đã được dân gian sử dụng nhiều trong chữa trị một số bệnh như: lỵ, tiêu khát, đái tháo đường và có hàm lượng polyphenol khá cao. Do đó, việc nghiên cứu nhằm thúc đẩy tiềm năng ứng dụng cây cỏ sữa lá lớn phát triển tự nhiên trong hỗ trợ phòng ngừa và điều trị đái tháo đường là điều cần thiết. Đây là lý do tác giả chọn cỏ sữa lá lớn là nguyên liệu chính để tiến hành nghiên cứu và tính đến việc sản xuất nước uống giàu dinh dưỡng từ cây cỏ sữa lá lớn ở quy mô công nghiệp thành một dạng thực phẩm bảo vệ sức khỏe sau này, góp phần vào đa dạng hoá các sản phẩm đồ uống cũng như sản phẩm hỗ trợ phòng và hỗ trợ điều trị bệnh đái tháo đường.

1.3. Cỏ sữa lá lớn

Cỏ sữa lá lớn có tên khoa học là Euphorbia hirta L. thuộc họ thầu dầu (Euphorbiaceae). Cây thảo, sống quanh năm, cao 30-60 cm, rễ cọc, đường kính 3-5 mm. Thân thường ít phân nhánh, phân nhánh từ giữa hoặc phía trên, màu đỏ nhạt, có nhựa mủ trắng và có nhiều lông che chở dài màu vàng nâu. Lá đơn, mọc đối, gốc cuống lá có hai lá kèm nhỏ hình tam giác hay hình lông cứng, kích thước 0,8-1,7 mm, rụng sớm. Cuống lá dài 13,5 mm, phiến lá hình mác-thuôn, elip dài, hoặc hình trứng-mác, kích thước 10-50 x 3-6 mm, thỉnh thoảng có các đốm màu đỏ tía dọc theo gân giữa, cả hai mặt đều có lông dày, gốc phiến lá tròn, hơi lệch. Mép lá nửa dưới toàn bộ hoặc một phần có răng cưa, nửa trên có răng cưa nhỏ hơn, ngọn lá nhọn, hoặc tù. Cụm hoa mọc ở nách lá, có cuống dài 25 mm, tất cả các bộ phận đều nhiều lông, hoa đơn tính. Một cụm hoa bao gồm 4-5 hoa đực, hoa cái có cuống ngắn, bầu cao, nhô ra khỏi tổng bao hình chuông, bầu 3 ngăn, có lông thưa thớt, vòi nhụy chia 2 thùy. 

Trong tài liệu Cây thuốc và động vật làm thuốc có đề cập cây cỏ sữa lá lớn giúp kiểm soát glucose máu trên động vật. Trên thực tế, cây cỏ sữa lá lớn đã được người dân Nam Bộ sử dụng theo phương pháp đông y để dùng chữa bệnh cho bệnh nhân đái tháo đường. Cỏ sữa lá lớn có thể được xem là nguồn nguyên liệu từ thiên nhiên có tiềm năng trong việc hỗ trợ phòng bệnh đái tháo đường, hữu ích cho ngành sản xuất thực phẩm nói chung và đồ uống giàu dinh dưỡng nói riêng.
[image: image4.jpg]



Cây cỏ sữa lá lớn (Euphorbia hirta L.)

1.4. Khái luận về tách chiết và điều chế cao chiết xuất từ thực vật

Chiết xuất là một quá trình công nghệ liên quan đến việc tách các phần có dược tính từ mô thực vật khỏi các thành phần không có hoạt tính bằng cách sử dụng dung môi. Các sản phẩm thu được thường không tinh khiết, dạng dịch chiết hoặc bán rắn (cao đặc), hoặc bột (cao khô). Đây là bước đầu tiên để tách sản phẩm mong muốn từ nguyên liệu tự nhiên. Phương pháp chiết xuất gồm: chiết dung môi, chưng cất, ép và thăng hoa theo nguyên lý tương ứng. Trong đó, chiết dung môi là phương pháp được sử dụng rộng rãi. Trong công nghiệp, các phương pháp được sử dụng phổ biến gồm: chiết ngâm, chiết ngấm kiệt hay chiết hồi lưu. Các phương pháp còn lại như hỗ trợ vi sóng, siêu âm, enzyme hay chất lỏng siêu tới hạn có giới hạn áp dụng cho những mục đích đặc thù hoặc nhóm hoạt chất dễ bị phân hủy bởi nhiệt. 
Với flavonoid, được cho là khá bền bởi nhiệt và có độ tan tốt trong nước, các phương pháp chiết xuất có thể được sử dụng gồm chiết ngâm, chiết ngấm kiệt, chiết soxhlet hay chiết hồi lưu. Trong cỏ sữa lá lớn, các hợp chất flavonoid, các polyphenolic và tannin đều thuộc nhóm khá phân cực và dễ tan trong nước. Do vậy, có thể sử dụng phương pháp chiết hồi lưu với nước hoặc hệ dung môi cồn nước. Tuy nhiên, chiết hồi lưu với nước thường cho hiệu suất chiết cao, kinh tế hơn và sản phẩm cao chiết thu được dễ dàng đưa vào pha chế đồ uống.  

1.5. Công nghệ sản xuất đồ uống từ thảo dược ứng dụng hỗ trợ phòng và kiểm soát glucose máu.

Xu hướng sử dụng các loại đồ uống có thành phần là các loại nguyên liệu tự nhiên ngày càng tăng, đặc biệt là các loại đồ uống được chiết xuất từ thảo dược, trái cây. Loại đồ uống này vừa có công dụng giải khát, vừa cung cấp cho cơ thể những chất dinh dưỡng và đang là xu hướng chung của thị trường, sẽ dần thay thế các loại đồ uống có gas. Sơ đồ dây chuyền sản xuất đồ uống pha chế từ các nguồn nguyên liệu tự nhiên hay tổng hợp được chỉ ra ở hình dưới đây. 
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CHƯƠNG 2: NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Nguyên vật liệu nghiên cứu

2.1.1. Nguyên liệu chính
Phần trên mặt đất cây cỏ sữa lá lớn được thu hái tại tỉnh Bình Dương, được phơi khô đến độ ẩm  ≤ 11%, cắt thành các đoạn dài 4-6 cm và được bảo quản trong túi nilon, để nơi khô ráo, thoáng mát. Thời gian từ khi thu hái đến khi đưa vào thí nghiệm tối thiểu là 30 ngày. Từ nguyên liệu này, tác giả đã tiến hành điều chế cao cỏ sữa lá lớn. Trong nghiên cứu, tác giả sử dụng một số nguyên liệu khác như: Mật ong; Cao sâm; Chất tạo ngọt; Quế; Gừng; Nước và bao bì dạng lon nhôm.
2.1.2. Hóa chất, dụng cụ
- Trong nghiên cứu này, các hóa chất chủ yếu được sử dụng gồm: ethanol tuyệt đối, methanol, Quercetin chuẩn, Cơ chất L-aspartat và L-alanin, Cơ chất Blocked p-nitrophenyl maltoheptaoside (BPNPG7), Cơ chất p-nitrophenyl- α-D-glucopyranoside (PNPG), quercitrin; các thuốc thử dùng trong các phản ứng định tính và thuốc thử hiện màu sắc ký (Mayer, Dragendorff, Bouchardat, dd FeCl3 5%, dd gelatin 1%, dd chì acetat 10%, Lugol, Fehling A, Fehling B, vanillin-acid sulfuric)
· Dụng cụ: Kít định lượng glucose, HbA1c (Wako Pure Chemicals, Nhật Bản), bơm kim tiêm và các dụng cụ thí nghiệm cơ bản.
2.1.3. Động vật thí nghiệm

Trong nghiên cứu, động vật thí nghiệm được sử dụng là chuột nhắt trắng chủng Swiss albino dùng trong đánh giá độc tính cấp và hiệu của giảm glucose máu, chuột cống trắng chủng Wistar dùng trong độc tính bán trường diễn.
2.1.4. Thiết bị

Sử dụng các thiết bị cơ bản dùng trong phòng thí nghiệm như: cân phân tích , máy đo quang, tủ sấy, máy đo độ ẩm, kính hiển vi, máy phân tích máu tự động, …Trong sản xuất thử nghiệm, dùng các thiết bị gồm: Tủ sấy thường; Máy cắt dược liệu; Máy xay dược liệu; Máy siêu âm có gia nhiệt; Máy cất quay; Thiết bị bơm; Máy trộn tự động; Hệ thống máy đóng lon; Hệ thống thanh trùng.
2.1.5. Địa điểm nghiên cứu


Sau khi trực tiếp khảo sát thực tế nguồn cỏ sữa lá lớn phát triển tự nhiên tại Bình Dương, nghiên cứu sinh đã thu hái cỏ sữa lá lớn tươi (nguyên rễ), rửa sạch và vận chuyển ra Hà Nội để tiến hành các thí nghiệm. Tác giả đã thực hiện các nghiên cứu: Đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn tại Bộ môn Dược liệu thuộc Trường Đại học Dược Hà Nội; Điều chế cao cỏ sữa lá lớn tại Khoa Hóa Thực vật thuộc Viện Dược liệu; Đánh giá độc tính cấp và bán trường diễn tại Khoa Dược lý Sinh hóa thuộc Viện Dược liệu; Xác định hoạt tính ức chế enzyme α-amylase và enzyme α-glucosidase tại Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia thuộc Bộ Y tế; Đánh giá tính hiệu quả được tiến hành tại Trung tâm nghiên cứu và sản xuất động vật thí nghiệm chuẩn thức thuộc Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương; Xây dựng công thức, qui trình sản phẩm đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa từ cao chiết cỏ sữa lá lớn tại Công ty cổ phần rượu bia nước giải khát Aroma; Sản xuất thử nghiệm và đóng lon tại Viện nghiên cứu Rau quả và Đánh giá sự chấp nhận của cộng đồng tại Hà Nội và Hưng Yên.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Khảo sát đặc điểm thực vật, thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn

2.2.1.1. Nghiên cứu đặc điểm thực vật

Mô tả đặc điểm hình thái và xác định tên khoa học: Mẫu cây cỏ sữa lá lớn được mô tả theo phương pháp mô tả phân tích, đối chiếu với khóa phân loại chi Euphorbia, bản mô tả loài Euphorbia hirta L. trong Thực vật chí Trung Quốc và Khóa xác định và hệ thống họ Thầu dầu Việt Nam của GS.TSKH Nguyễn Nghĩa Thìn để xác định tên khoa học.


Mô tả đặc điểm vi phẫu thân, lá: Mẫu thân, lá cỏ sữa lá lớn được cắt vi phẫu bằng máy cắt cầm tay, tẩy bằng Cloramin B, nhuộm theo phương pháp nhuộm kép. Quan sát dưới kính hiển vi, chụp ảnh và mô tả các đặc điểm vi phẫu.

Mô tả đặc điểm bột thân, lá, hoa, quả: Sấy dược liệu (thân, lá, hoa, quả) trong tủ sấy ở nhiệt độ 60oC, sau đó dùng thuyền tán và chày cối sứ nghiền nhỏ. Rây lấy bột mịn, dùng kim mũi mác lấy bột dược liệu cho lên phiến kính đã nhỏ sẵn một giọt nước cất, đặt lamen lên. Quan sát dưới kính hiển vi, chụp ảnh và mô tả các đặc điểm bột.


Chụp ảnh các đặc điểm vi phẫu và bột bằng máy ảnh Canon. Xử lý ảnh bằng phần mềm PHOTOSHOP CS6.

2.2.1.2. Nghiên cứu thành phần hóa học


Định tính các nhóm hợp chất bằng phản ứng hóa học: Tiến hành theo phương pháp ghi nêu trong tài liệu Phương pháp nghiên cứu dược liệu, Bộ môn dược liệu - Trường Đại học Y Dược thành phố Hồ Chí Minh, thành phố Hồ Chí Minh.

Định tính các phân đoạn dịch chiết n-hexan, chloroform, ethyl acetat bằng sắc ký lớp mỏng

- Chiết xuất các phân đoạn dịch chiết từ phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn:

Dược liệu (1,0320 kg, H= 9,4%) được đun sôi với nước cất trong 1 giờ, thỉnh thoảng bổ sung nước cất. Sau đó lọc nóng bằng bơm hút chân không. Bổ sung thêm nước cất và tiến hành chiết lần 2 và lần 3 như trên. Gộp các dịch chiết và cô đặc dịch chiết đến tỷ lệ 1 kg dược liệu: 1 L dịch chiết, để nguội. Dịch chiết thu được được chiết với các dung môi n-hexan, chloroform, ethyl acetat thu được các phân đoạn dịch chiết tương ứng là phân đoạn n-hexan, phân đoạn chloroform ,phân đoạn ethyl acetat. Cất thu hồi dung môi các phân đoạn dịch chiết dưới áp suất giảm và cô cách thủy thu được các cắn phân đoạn tương ứng là cắn n-hexan (0,1001 g), cắn chloroform (0,5912 g), cắn ethyl acetat (14,4499 g).

· Chuẩn bị các dung dịch để chấm sắc ký:


Dung dịch thử: Lấy 1 mg cắn mỗi phân đoạn vào 3 ống nghiệm rồi thêm vào mỗi ống 1 ml methanol; Dung dịch chuẩn: Dung dịch quercitrin có nồng độ 0,1 mg/ml trong methanol và dung dịch rutin có nồng độ 0,1 mg/ml trong methanol.

- Thuốc thử: vanilin-acid sulfuric
- Quy trình thực hiện:


Bản mỏng silica gel F254 đã hoạt hóa ở 110oC trong 1 giờ. Chấm các dịch chiết lên bản mỏng và khai triển với hệ dung môi tương ứng. Quan sát vết ở ánh sáng thường, sau đó quan sát dưới ánh sáng tử ngoại (UV254 và UV366). Hiện vết bằng thuốc thử vanillin-acid sulfuric. Phân đoạn ethyl acetat được chấm so sánh với quercitrin và rutin chuẩn.


Định lượng flavonoid có trong cây cỏ sữa lá lớn bằng phương pháp đo quang

· Chuẩn bị dung dịch chuẩn gốc



Cân chính xác 0,98 mg quercitrin chuẩn, cho vào bình định mức 10 ml, thêm 6 ml methanol, lắc cho tan hoàn toàn. Bổ sung methanol đến vạch thu được dung dịch chuẩn gốc S có nồng độ 98 μg/ml.

· Khảo sát cực đại hấp thụ

Lấy chính xác 1 ml dung dịch chuẩn gốc vào bình định mức 10 ml, thêm 0,3 ml dung dịch nhôm clorid 10% (TT), 0,3 ml dung dịch natri acetat 1M (TT), thêm nước cất đến vạch, lắc đều, sau đó để yên trong 30 phút. Tiến hành quét phổ từ bước sóng 200-600 nm. Kết quả quét phổ cho thấy dung dịch có 3 cực đại hấp thụ ở các bước sóng 207,5 nm, 270,5 nm và 412,0 nm. Do đó, chọn bước sóng 412,0 nm làm bước sóng đo quang.

-  Xây dựng đường chuẩn

· Chuẩn bị dãy chuẩn: Lấy chính xác 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2; 1,3 ml dung dịch chuẩn gốc S cho vào lần lượt 8 bình định mức 10 ml đem cô cách thủy cho bay hết dung môi, để nguội, thêm vào mỗi bình 1 ml methanol lắc cho tan hoàn toàn, thêm 0,3 ml dung dịch nhôm clorid 10 % (TT), 0,3 ml dung dịch natri acetat 1 M (TT), thêm nước cất đến vạch, lắc đều, thu được dãy chuẩn ký hiệu lần lượt S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 có nồng độ tương ứng là 5,88; 6,86; 7,84; 8,82; 9,80; 10,78; 11,76; 12,74 μg/ml.

· Xây dựng đường chuẩn: Tiến hành đo độ hấp thụ dãy dung dịch chuẩn S1 – S8 ở bước sóng 412,0 nm với mẫu trắng được chuẩn bị bằng cách lấy chính xác 1ml methanol, 0,3 ml dung dịch nhôm clorid 10% (TT), 0,3 ml dung dịch natri acetat 1M (TT) cho vào bình định mức 10 ml, bổ sung nước cất đến vạch. 


Kết quả đo độ hấp thụ dãy dung dịch chuẩn và đồ thị biểu diễn sự tương quan tuyến tính giữa độ hấp thụ và nồng độ quercitrin được trình bày ở bảng và hình sau. 

Sự phụ thuộc của độ hấp thụ vào nồng độ quercitrin chuẩn

	Nồng độ quercitrin (μg/ml)
	Độ hấp thụ

	
	Lần 1
	Lần 2
	Lần 3
	Trung bình

	5,88
	0,233
	0,233
	0,233
	0,233

	6,86
	0,280
	0,280
	0,280
	0,280

	7,84
	0,321
	0,321
	0,321
	0,321

	8,82
	0,366
	0,365
	0,366
	0,366

	9,80
	0,394
	0,392
	0,397
	0,394

	10,78
	0,432
	0,433
	0,434
	0,433

	11,76
	0,480
	0,480
	0,480
	0,480

	12,74
	0,516
	0,516
	0,516
	0,516


[image: image6.png]D (ABS)

o6
D = 0.0406.C - 0.0004 0516

05 R=0.9989 0450

04 [

[ —

0z

01

C (ng/mb




Đồ thị biểu diễn sự tương quan tuyến tính giữa độ hấp thụ và nồng độ quercitrin cho thấy trong khoảng nồng độ khảo sát, độ hấp thụ và nồng độ quercitrin có quan hệ tương quan tuyến tính rất chặt chẽ với hệ số tương quan R= 0,9989 (hệ số xác định R2 = 0,9978).

Phương trình hồi quy tuyến tính: D = 0,0406.C – 0,0004 (*)


Trong đó: 
D: Độ hấp thụ của dung dịch.






C: Nồng độ dung dịch (μg/ml).

- Chuẩn bị dung dịch thử

Cân chính xác khoảng 5 g bột dược liệu cho vào bình nón dung tích 250 ml, thêm 75 ml nước cất, đun sôi trong 30 phút. Lọc nóng qua giấy lọc vào cốc có mỏ dung tích 250 ml. Bổ sung thêm nước cất vào bình nón tiến hành chiết lần 2 và lần 3 như trên. Gộp các dịch chiết, đem cô cách thủy cho đến cắn. Sau đó thêm 20 ml methanol vào cốc cắn đem siêu âm trong 10 phút, để lắng, lọc qua giấy lọc vào cốc có mỏ dung tích 100 ml. Lặp lại quy trình hòa tan trên đến khi dịch chiết thu được phản ứng âm tính với sắt (III) clorid (khoảng 4-5 lần). Lấy dịch chiết methanol cho vào bình định mức 100 ml, bổ sung methanol vừa đủ tới vạch thu được dung dịch thử T.

- Đo độ hấp thụ của mẫu thử

Lấy chính xác 0,4 ml dung dịch thử T vào bình định mức 10 ml, đem cô cách thủy cho bay hơi hết dung môi, để nguội, thêm chính xác 1 ml methanol, 0,3 ml dung dịch nhôm clorid 10% (TT), 0,3 ml dung dịch natri acetat 1M (TT), thêm nước cất đến vạch , lắc đều được dung dịch ký hiệu T1. Để yên dung dịch T1 trong 30 phút rồi đem đo quang ở bước sóng 412,0 nm với mẫu trắng được chuẩn bị bằng cách lấy chính xác 1 ml methanol, 0,3 ml dung dịch nhôm clorid 10 % (TT), dung dịch natri acetat 1M (TT) cho vào bình định mức 10 ml, bổ sung nước cất đến vạch, lắc đều.


Tiến hành định lượng flavonoid toàn phần trong phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn 6 lần ở cùng điều kiện.


Từ độ hấp thụ của mẫu thử, tính nồng độ flavonoid toàn phần trong dung dịch thử tương ứng theo phương trình (*).


Hàm lượng flavonoid toàn phần trong cỏ sữa lá lớn được tính theo công thức (**):

	Hàm lượng flavonoid toàn phần (%)
	=
	c × k
	× 100 (**)

	
	
	m × 102 (100 - H) 
	


	Trong đó:
	C : nồng độ dung dịch (μg/ml).
	m : Khối lượng dược liệu (g).

	
	k : Hệ số pha loãng (k=25).
	H : Độ ẩm (%).


- Quy trình tiến hành thí nghiệm: Tiến hành chiết xuất dịch chiết cỏ sữa lá lớn và loại tạp; Làm phản ứng với dung dịch nhôm clorid 10% trong nước; Khảo sát cực đại hấp thụ; Khảo sát khoảng tuyến tính; Sử dụng kĩ thuật đường chuẩn để xác định được nồng độ chất cần phân tích có trong mẫu định lượng. Hàm lượng flavonoid toàn phần được tính toán theo chất chuẩn quercitrin trong dược liệu khô tuyệt đối.



- Xử lý kết quả thực nghiệm


Kết quả thực nghiệm được lưu trữ và xử lý thống kê bằng phần mềm Microsoft excel.
2.2.2. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn, đánh giá tính an toàn và hiệu quả của chế phẩm trong kiểm soát glucose máu

2.2.2.1. Khảo sát yếu tố ảnh hưởng đến quá trình điều chế cao cỏ sữa lá lớn 

Áp dụng phương pháp định lượng hợp chất flavonoid toàn phần theo phương pháp đã được xây dựng. Sử dụng phương pháp thay đổi một nhân tố, các nhân tố khác giữ nguyên, sau khi chọn được giá trị thích hợp của nhân tố đó thì giá trị này được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo, tác giả lựa chọn quy trình chiết xuất chung với quy mô 10g dược liệu/mẻ để khảo sát các yếu tố chính ảnh hưởng đến quy trình  điều chế:

Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến quá trình chiết

Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi và dược liệu

Thí nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng của số lần chiết

Thí nghiệm 4: Khảo sát ảnh hưởng của thời gian chiết 

Thí nghiệm  5:  Khảo sát ảnh hưởng của kích thước dược liệu đến quá trình chiết

2.2.2.2. Phương pháp thu nhận cao từ dịch chiết cỏ sữa lá lớn
Cỏ sữa lá lớn phơi khô (độ ẩm <10%), cắt nhỏ 1-3 cm, chiết 3 lần với nước ở 95oC, thể tích dung môi/cỏ sữa lá lớn khô lần lượt là 10/8/8 lần. Chiết trong thời gian tương ứng lần lượt là 2,5h/2h/1,5h. Dịch chiết 3 lần chiết được lọc, gộp chung dịch chiết, cô cạn ở điều kiện áp suất giảm (nhiệt độ cô 60oC), sấy trong tủ sấy chân không ở nhiệt độ 50oC đến cao khô (độ ẩm <5%). 
2.2.2.3. Đánh giá tính an toàn của cao cỏ sữa lá lớn 

Sau khi khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình điều chế, cao cỏ sữa lá lớn được thu nhận ở điều kiện phù hợp, tác giả đã dùng chế phẩm trên trong các nghiên cứu tiếp theo:

Đánh giá độc tính  cấp

· Chuột được nuôi 3 ngày trước khi thí nghiệm để chuột thích nghi điều kiện thí nghiệm. Trước khi thí nghiệm, cho chuột nhịn đói 12 giờ, để nước uống theo nhu cầu của chuột, Chuột được chia thành các lô thí nghiệm (mỗi lô 10 chuột), mỗi lô chuột được uống các mức liều khác nhau của mẫu thử dựa vào tính toán và thăm dò. Cho chuột uống bằng cách dùng bơm tiêm có kim đầu tù để đưa mẫu thử một cách nhẹ nhàng vào dạ dày chuột.

· Mẫu thử: Cao chiết được nghiền tan trong nước với những nồng độ khác nhau. Chuột được cho uống cao với những liều khác nhau tính theo gam cao. Chuột được cho uống thử liều khác nhau với thể tích 0,2ml/10g thể trọng chuột. Sau khi được uống mẫu thử, chuột được cho ăn và uống đầy đủ, để ở phòng thí nghiệm có khí hậu đảm bảo để mọi hoạt động của chuột bình thường. Theo dõi và quan sát các biểu hiện về hành vi, hoạt động, ăn uống, bài tiết của chuột và số chuột sống chết trong 3 ngày (72 giờ).

· Tìm liều tối đa mà không có chuột nào của lô thí nghiệm chết (LD0) và  liều tối thiểu để 100% chuột của lô thí nghiệm chết (LD100). Thử thêm 2-4 liều trung gian giữa 2 liều nói trên để xác định LD50.

LD50 được tính theo phương pháp Behrens-Karber.

· Công thức tính: LD50 = LD100 - ( (d x z)

                                                            n

Trong đó: 

d: hiệu số của hai liều kế tiếp

z: trung bình số chuột chết giữa 2 liều kế tiếp

n: số chuột trong 1 lô



Đánh giá độc tính bán trường diễn

Chuột cống được nuôi ổn định 5 ngày trước khi thực hiện nghiên cứu, được nuôi dưỡng bằng thức ăn chuẩn, uống nước tự do. Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên thành 3 lô:


- Lô chứng (n =10): uống nước với thể tích 1ml/100g chuột


- Lô thử liều 1 (n = 10): uống cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 0,30 g/kg chuột


- Lô thử liều 2 (n = 11): uống cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 3,0 g/kg chuột



Chuột được cho uống cao chiết cỏ sữa lá lớn liên tục trong 30 ngày. Cân chuột hàng tuần để theo dõi cân nặng. Để theo dõi chức năng gan, thận, chức năng tạo máu, chuột được lấy máu vào 4 thời điểm khác nhau: trước khi dùng mẫu thử (N0), sau khi uống 15 ngày (N15), sau khi uống 30 ngày (N30) và sau khi dừng uống 15 ngày. Máu chuột được lấy thành 2 loại: Loại 1 máu được chống đông bằng EDTA (để xác định các thông số huyết học), loại 2 máu được để động tự nhiên, ly tâm thu huyết thanh để làm xét nghiệm sinh hóa.


Theo dõi chức năng gan, thận, tạo máu và xét nghiệm mô bệnh học

Xử lý số liệu


Kết quả được thể hiện dưới dạng giá trị trung bình cộng/trừ sai số chuẩn: M ± SEM (M: giá trị trung bình từng lô, SEM: sai số chuẩn) và được so sánh thống kê sử dụng phần mềm SPPSS 16.0. Sử dụng test Mann Whitney và Wilconxon để kiểm định trung bình 2 nhóm, 2 thời điểm khác nhau. Kết quả được xem là có ý nghĩa thông kê khi p < 0,05.

2.2.2.4. Đánh giá hiệu quả kiểm soát glucose máu của cao cỏ sữa lá lớn
Khảo sát hoạt tính ức chế enzyme α-amylase in vitro 

Hoạt tính ức chế α-amylase được xác định dựa trên phương pháp sử dụng cơ chất Blocked p-nitrophenyl maltoheptaoside (BPNPG7). Khả năng ức chế enzyme được xác định thông qua chỉ số IC50. IC50 được định nghĩa là nồng độ (µg/mL) của mẫu khảo sát có thể ức chế 50% hoạt tính của enzyme. 


Khảo sát hoạt tính ức chế enzyme α-glucosidase in vitro 


Hoạt tính ức chế α-glucosidase được xác định dựa trên phương pháp sử dụng cơ chất p-nitrophenyl- α-D-glucopyranoside (PNPG). Khả năng ức chế enzyme được xác định thông qua chỉ số IC50. IC50 được định nghĩa là nồng độ (µg/mL) của mẫu khảo sát có thể ức chế 50% hoạt tính của enzyme. 

Đánh giá tác dụng kiểm soát glucose máu trên mô hình động vật thực nghiệm.

Gây tăng glucose máu cho chuột bằng cách tiêm phúc mạc dung dịch streptozocin (STZ) pha trong nước muối sinh lý 0,9% lạnh với liều 100 mg/kg. Sau 7 ngày tiêm STZ, lấy máu chuột để định lượng glucose máu. Những chuột có glucose máu ≥ 10 mmol/L được đưa vào nghiên cứu tiếp theo. Chuột được chia thành 4 (n = 10/ nhóm): 


Nhóm 1 (chứng sinh lý): chuột khỏe mạnh, uống nước cất; Nhóm 2 (chứng bệnh lý): chuột bị tăng glucose máu, uống nước cất; Nhóm 3 và 4: chuột bị tăng glucose máu, uống cao cỏ sữa lá lớn liều lần lượt là 250 và 500 mg/kg. Chuột được uống mẫu nghiên cứu hoặc nước trong 8 tuần liên tiếp. Đến ngày cuối cùng của tuần thứ 8, sau khi uống mẫu nghiên cứu 1 giờ, lấy máu tĩnh mạch chuột, ly tâm thu huyết thanh để định lượng glucose máu và HbA1c theo Kít của nhà sản xuất.


Cách đánh giá kết quả: So sánh giá trị glucose máu sau khi uống mẫu thử 8 tuần so với nhóm chứng. Các số liệu thực nghiệm được xử lý bằng phương pháp phân tích phương sai (one way ANOVA), sử dụng kiểm định Mann-Whitney.


2.2.3. Ứng dụng cao cỏ sữa lá lớn thử nghiệm sản xuất đồ uống dinh dưỡng dùng trong kiểm soát glucose máu

2.2.3.1. Phương pháp công nghệ

Lựa chọn công thức


Nguyên liệu chính để làm đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa đóng lon là cây cỏ sữa lá lớn. Theo các tài liệu y dược học cổ truyền thì nước cỏ sữa có màu vàng nhạt, vị hơi chát, ngái. Để sản phẩm nước uống cỏ sữa giữ được hương vị đặc trưng của cỏ sữa, tác giả đã nghiên cứu cải tiến màu sắc và hương vị bằng dược liệu có tính chất điều vị như mật ong, chất tạo ngọt, quế, gừng. Việc lựa chọn công thức phối trộn cần đáp ứng được hai yêu cầu: Thành phần nguyên liệu phụ ở tỷ lệ nào giúp tăng chất lượng cảm quan về màu sắc và vị ngọt cho sản phẩm và đảm bảo sản phẩm vẫn giữ được mùi vị đặc trưng của cỏ sữa mà không bị nguyên liệu phụ lấn át mùi vị.
	Công thức
	Công thức 1 (CT1)
	Công thức 2 (CT2)
	Công thức 3 (CT3)
	Công thức 4 (CT4)
	Công thức 5(CT5)

	Cao cỏ sữa lá lớn
	X
	X
	X
	X
	X

	Mật ong
	
	X
	X
	X
	X

	Chất tạo ngọt
	
	X
	X
	X
	X

	Quế
	
	
	X
	
	

	Gừng
	
	
	
	X
	

	Cao sâm
	
	
	
	
	X


Phương pháp nghiên cứu bao bì đóng gói

Sản phẩm sau phối trộn được đóng trong 2 loại bao bì là lon nhôm và chai thủy tinh màu trắng có dung tích V=200 ml. Tiến hành ghép nắp và thanh trùng ở 900C trong 15 phút rồi được theo dõi sự thay đổi chất lượng của sản phẩm khi bảo quản ở điều kiện nhiệt độ phòng. Sau 6 tháng, xác định các chỉ tiêu lý hóa và vi sinh vật của sản phẩm. 

Phương pháp xác định thời gian thanh trùng 

Sản phẩm đóng trong lon nhôm và chai thủy tinh được thanh trùng ở 90oC, thời gian giữ nhiệt a: 5, 10, 15 phút.  Sản phẩm được theo dõi bảo quản ở điều kiện nhiệt độ phòng. Sau 6 tháng, xác định các chỉ tiêu lý hóa và vi sinh vật của sản phẩm.
2.2.3.2. Phương pháp kiểm nghiệm
Chỉ tiêu hóa lý và vi sinh: sử dụng các phương pháp tin cậy để xác định.


Hiệu suất điều chế: Hiệu suất chiết được xác định bằng tỷ lệ của khối lượng cao chiết thu được so với khối lượng bột dược liệu được tách chiết 

- Công thức tính như sau:

[image: image7.png]M =—%x 100%




- Trong đó:

- M: Hiệu suất chiết (%)

- M2: Khối lượng cao thu được (mg)

- M1: Khối lượng bột dược liệu (bột cỏ sữa lá lớn) đưa vào tách chiết (mg)

2.2.3.3. Đánh giá chất lượng, an toàn thực phẩm 

Đánh giá chất lượng, an toàn thực phẩm theo Quy chuẩn kỹ thuật quốc gia đối với các sản phẩm đồ uống không cồn QCVN 6-2:2010/BYT và Tiêu chuẩn Việt Nam TCVN 7041:2009 về đồ uống không cồn.

2.2.3.4. Đánh giá sự chấp nhận của cộng đồng


Sản phẩm đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa khi sản xuất thử nghiệm được đánh giá sự chấp nhận của cộng đồng bằng phép thử cho điểm thị hiếu thực hiện trên cỡ mẫu 98 người tiêu dùng trưởng thành tại Hà Nội và Hưng Yên, có độ tuổi trung bình từ 24-65 tuổi, cả nam và nữ, hiện tại không hút thuốc, không bị các bệnh về mũi họng và tự nguyện tham gia nghiên cứu.
CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn

3.1.1. Nghiên cứu đặc điểm thực vật

3.1.1.1. Mô tả đặc điểm hình thái


Cây thảo, sống hằng năm, cao từ 20-50 cm, có nhựa mủ trắng. Thân mọc thẳng đôi khi gấp khúc, hình trụ, đường kính 1-4 mm, màu từ xanh nhạt (khi còn non) đến hồng, đỏ tím (khi trưởng thành), chia thành nhiều đốt, các đốt ở gần rễ thường ngắn hơn dài 2-3 cm, các đốt ở phía trên dài từ 3-7 cm, các mấu giữa các đốt thân hơi phình ra. Lá đơn, mọc đối, thành hàng, có 2 lá kèm mỏng hình lông cứng dài 1-2 mm ở hai bên cuống lá. Cuống lá ngắn, dài 1-3 mm, có lông. Phiến lá hình bầu dục hoặc elip dài, lá non dài từ 1-2 cm, rộng 0,4-0,8 cm; Gốc lá không đối xứng một bên tròn, một bên hình khiên, mép lá có răng cưa, ngọn lá nhọn. 
3.1.1.2. Xác định tên khoa học của mẫu nghiên cứu

Căn cứ vào đặc điểm hình thái của mẫu nghiên cứu, đối chiếu với khóa phân loại chi Euphorbia, bản mô tả loài Euphorbia hirta L. của Thực vật chí Trung Quốc và Khóa xác định và hệ thống họ Thầu dầu Việt Nam của GS.TSKH Nguyễn Nghĩa Thìn cùng với sự giúp đỡ của TS. Nguyễn Quốc Huy, mẫu cỏ sữa lá lớn nghiên cứu đã được xác định tên khoa học là Euphorbia hirta L., thuộc họ Thầu dầu (Euphorbiaceae).

3.1.1.3. Đặc điểm vi phẫu

	
Đặc điểm vi phẫu lá

[image: image8.jpg]



	Đặc điểm vi phẫu thân

[image: image9.jpg]





Chú thích :

	Gân lá
	Thân

	1. Lông che chở
	5. Libe
	
	1. Lông che chở đa bào

	2. Biểu bì dưới
	6. Gỗ
	
	2. Biểu bì

	3. Mô mềm
	8. Mô giậu
	
	3. Mô mềm vỏ

	4. Mô dày
	10. Biểu bì trên
	
	4. Libe

	7. Tế bào mô mềm bao quanh bó libe-gỗ
	
	5. Gỗ
	

	
	
	6. Mô mềm ruột
	

	Phiến lá
	
	

	11. Lông che chở
	14. Mô giậu
	
	

	12. Biểu bì dưới
	15. Biểu bì trên
	
	

	13. Mô mềm
	
	
	


3.1.1.4. Đặc điểm bột dược liệu: Bột lá có màu xanh lục, mùi thơm, không vị. Bột thân có màu vàng nâu, mùi thơm, vị hơi đắng. Bột hoa có màu nâu, mùi thơm, vị hơi đắng và Bột quả màu nâu, mùi thơm, không vị.
3.1.2. Xác định thành phần hóa học

3.1.2.1. Định tính các nhóm hợp chất bằng phản ứng hóa học

Tiến hành phản ứng định tính các nhóm hợp chất có trong phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn cho thấy trong phần trên mặt đất cây cỏ sữa lá lớn có các nhóm hợp chất: flavonoid, tanin, saponin, alcaloid, sterol, đường khử, polysaccharid.

3.1.2.2. Định tính các phân đoạn dịch chiết bằng sắc ký lớp mỏng

Định tính các phân đoạn dịch chiết n-hexan, chloroform và ethyl acetat  bằng sắc ký lớp mỏng với hệ dung môi tương ứng là: toluene-ethyl acetat-acid formic (7:1,5:0,1); toluen-chloroform-methanol (5:4:0,5) và toluen-ethyl acetat-methanol-acid formic (3:6:1:1). Đối chiếu với chất chuẩn nhận thấy, trong phân đoạn ethyl acetat có quercitrin cho vết có độ đậm lớn chứng tỏ quercetrin là 1 thành phần chính trong phân đoạn ethyl acetat.

3.1.2.3. Định lượng flavonoid toàn phần trong cỏ sữa lá lớn

Tiến hành định lượng flavonoid toàn phần trong phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn cho thấy, hàm lượng flavonoid toàn phần trong phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn tính theo quercitrin là 0,375 ± 0,014 % trong dược liệu khô tuyệt đối. Kết quả định lượng có độ chính xác chấp nhận được với RSD = 3,676 %.

3.2. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn, đánh giá tính an toàn và hiệu quả của chế phẩm trong kiểm soát glucose máu
3.2.1. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn

3.2.1.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình điều chế cao cỏ sữa lá lớn

	Ảnh hưởng của nhiệt độ
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	Ảnh hưởng của tỷ lệ dung môi và dược liệu
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	Ảnh hưởng của số lần chiết
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	Ảnh hưởng của thời gian chiết
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	Ảnh hưởng của kích thước dược liệu
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3.2.1.2. Xây dựng quy trình điều chế cao cỏ sữa lá lớn ở quy mô 1kg dược liệu/mẻ
3.2.2. Đánh giá tính an toàn của cao cỏ sữa lá lớn
3.2.2.1. Đánh giá độc tính cấp 

Đã cho 5 lô chuột uống mẫu thử ở các liều tương ứng là 40,35 g; 30,30 g; 25,84 g; 20,67 g và 16,54 g cao/kg thể trọng chuột. Số liệu thử độc tính cấp của cao chiết nước cỏ sữa.

	Lô thí nghiệm
	Liều uống (g /kg)
	N
	Số chuột chết / lô
	d
	z
	d x z

	1
	16,54
	10
	0
	
	
	

	2
	20,67
	10
	1
	4.13
	0.5
	2.07

	3
	25,84
	10
	5
	5.17
	3.0
	15.51

	4
	32,30
	10
	6
	6.46
	5.5
	35.53

	5
	40,35
	10
	10
	8.05
	8.0
	64.40

	 (d x z)
	117,51


LD50   =  40,35  -  (117,51/10) =  28,6 (g cao/kg)


Như vậy, đã xác định được liều LD100 là 40,35 g/kg và liều LD0 là 16,54 g/kg. Liều LD50 của cao chiết nước cỏ sữa là 28,6 g cao tương đương 147,4 g dược liệu/kg. Nếu liều dùng có tác dụng dược lý trên chuột là 500 mg cao/kg thì liều LD50 này gấp khoảng 57 lần. 

3.2.2.2. Đánh giá độc tính bán trường diễn

Đánh giá các chỉ số huyết học, chỉ số sinh hóa, tỷ lệ khối lượng các cơ quan so với khối lượng cơ thể và xét nghiệm mô học  của các lô chuột thí nghiệm cho thấy, cao chiết cỏ sữa với liều 0,3 g/kg và 3,0 g/kg dùng theo đường uống liên tục trong 30 ngày trên chuột cống trắng không ảnh hưởng đến các chỉ số huyết học như số lượng bạch cầu, hồng cầu, hàm lượng hemoglobin và các thông số hóa sinh máu, cấu trúc đại thể, vi thể.

3.2.3. Đánh giá hiệu quả của cao cỏ sữa lá lớn trong kiểm soát glucose máu

3.2.3.1. Khảo sát hoạt tính ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase
 Hoạt tính ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase của mẫu cao cỏ sữa lá lớn ở các độ pha loãng khác nhau:
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Dựa trên đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc giữa nồng độ mẫu thử và hoạt tính ức chế enzyme α-amylase, giá trị IC50 được xác định là 967 µg/mL.

Dựa trên đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc giữa nồng độ mẫu thử và hoạt tính ức chế enzyme α-glucosidase, giá trị IC50 được xác định là 53,96 µg/mL.

3.2.3.2. Hiệu quả kiểm soát glucose máu trên mô hình động vật thực nghiệm

Theo một số công trình nghiên cứu trên thế giới, liều dùng của cao chiết cỏ sữa lá lớn dao động trong khoảng 100-800 mg cao/kg thể trọng chuột nhắt trắng. Do vậy, tác giả đã dùng liều 250 mg/kg và liều 500 mg/kg thể trọng chuột nhắt trắng làm liều thử tác dụng hạ glucose máu trên mô hình động vật thực nghiệm. Kết quả sự thay đổi nồng độ glucose máu và HbA1c sau 8 tuần điều trị cao chiết cỏ sữa lá lớn 
	               Chỉ tiêu

Nhóm chuột
	n
(con)
	Glucose máu (mmol/L)
	HbA1c (%)

	
	
	Ban đầu
	Sau 8 tuần
	Ban đầu
	Sau 8 tuần

	Chứng sinh lý
	10
	6,0 ± 0,8
	6,1 ± 1,9
	4,2 ± 0,6
	4,3 ± 0,5

	Chứng bệnh lý
	10
	10,9 ± 1,1
	14,3 ± 1,5*
	4,8 ± 0,9
	5,3 ± 0,8

	CSLL (250 mg/kg)
	10
	11,3 ± 1,2 
	14,1 ± 2,5 
	4,9 ± 0,8
	5,2 ± 0,5

	CSLL (500 mg/kg)
	10
	11,2 ± 1,1
	10,2 ± 1,3*,a 
	4,8 ± 0,6
	4,7 ± 0,6


*: p < 0,005 so với nhóm chứng bệnh lý
a: p < 0,01 so với nhóm sinh lý

Nồng độ glucose máu ở nhóm chứng bệnh lý cao hơn rõ rệt so với nhóm chứng sinh lý (p < 0,05) chứng tỏ mô hình gây tăng glucose máu trên chuột nhắt trắng đã thành công. Sau khi điều trị 8 tuần liên tục bằng cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 500 mg/kg thể trọng, nồng độ glucose máu ở nhóm chuột đái tháo đường can thiệp đã giảm thấp hơn đáng kể so với nhóm chứng bệnh lý với p < 0,05, 10,2 ± 1,3 mmol/L so với 14,3 ± 1,5 mmol/L. Như vậy, cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 500 mg/kg thể trọng chuột nhắt trắng có tác dụng điều trị đái tháo đường trên mô hình động vật thực nghiệm.

3.3. Ứng dụng cao cỏ sữa lá lớn để thử nghiệm sản xuất đồ uống dinh dưỡng dùng trong kiểm soát glucose máu
Cao cỏ sữa lá lớn thu được có thể thử nghiệm sản xuất các sản phẩm thực phẩm dinh dưỡng. Trong khuôn khổ luận án, tác giả đã thực hiện tạo ra một sản phẩm đồ uống đồ uống dinh dưỡng cao cỏ sữa lá lớn dễ sử dụng cho nhiều đối tượng khác nhau, trong đó có người bị bệnh đái tháo đường.

3.3.1. Nghiên cứu lựa chọn công thức sản phẩm

Tác giả đã thử nghiệm 5 công thức phối chế đồ uống dinh dưỡng cao cỏ sữa lá lớn khác nhau, kết quả phân tích hàm lượng flavonoid và hàm lượng đường. 
	Công thức
	Nguyên liệu
	Hàm lượng Flavonoid toàn phần (mg/l)
	Hàm lượng đường khử 

(g/l)
	Hàm lượng đường tổng số (g/l)

	CT1
	Cao CSLL 25 g/l
	501,2
	0,2
	0,2

	CT2
	Cao CSLL 25 g/l, mật ong 30 g/l; chất tạo ngọt 0,3 g/l
	511,5
	19,0
	21,2

	CT3
	Cao CSLL 25 g/l, mật ong 30 g/l; chất tạo ngọt 0,3 g/l, quế 5 g/l
	510,4
	19,2
	21,3

	CT4
	Cao CSLL 25 g/l, mật ong 25 g/l; chất tạo ngọt 0,3 g/l; gừng 10 g/l
	508,9
	15,95
	17,70

	CT5
	Cao CSLL 25 g/l, mật ong 25 g/l; chất tạo ngọt 0,3 g/l; cao sâm 3g/l.
	512,0
	15,75
	17,50



Kết quả đánh giá chất lượng cảm quan của các công thức phối chế đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn trên. Công thức 4 (Cao cỏ sữa lá lớn 25 g/l, mật ong 25 g/l; chất tạo ngọt 0,3 g/l; gừng 10 g/l) có điểm cảm quan trung bình cao nhất (8,86 điểm), vị hơi ngọt, chát hài hòa, mùi dễ chịu và dễ uống được lựa chọn cho các nghiên cứu tiếp theo.
3.3.2. Nghiên cứu bao bì sản phẩm và điều kiện thanh trùng sản phẩm 

Mẫu đồ uống cỏ sữa lá lớn được đóng trong lon nhôm có hàm lượng flavonoid cao hơn ở mẫu chai thủy tinh, là 506,7 mg/l so với 480,4 mg/l. Khi đánh giá cảm quan thì chất lượng của sản phẩm trong lon nhôm đạt 8,68 điểm, cao hơn so với sản phẩm đóng trong chai thủy tinh. Do vậy, xét về tổng thể thì sử dụng lon nhôm để đóng đồ uống CSSL là thích hợp hơn so với dùng chai thủy tinh sáng màu. 

Mẫu đồ uống cỏ sữa lá lớn được thanh trùng ở 90oC trong 10 phút cho sản phẩm có giá trị cảm quan tương đồng với mẫu thanh trùng trong 5 phút. Ở điều kiện này, màu sắc của sản phẩm đẹp, không bị nâu quá, mùi thơm đặc trưng, không bị nồng như mẫu thanh trùng trong 15 phút. Tuy nhiên, mẫu thanh trùng trong 5 phút vẫn còn tồn tại 1 lượng nấm men và nấm mốc, điều này sẽ ảnh hưởng đến chất lượng sản phẩm trong quá trình bảo quản và không đảm bảo mức giới hạn về an toàn thực phẩm với các chỉ tiêu quy định trong QCVN 8-3:2012/BYT.

3.3.3. Xây dựng quy trình sản xuất đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn


Từ những thông số công nghệ đã xác định, quy trình sản xuất đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn đã được xây dựng.

3.3.4. Đánh giá chất lượng, an toàn thực phẩm  
Sản phẩm đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn trong nghiên cứu sản xuất thử nghiệm được kiểm nghiệm các chỉ tiêu chất lượng và các chỉ tiêu an toàn tại các phòng thử nghiệm đạt Tiêu chuẩn quốc gia TCVN ISO/IEC 17025 tại Viện Dinh dưỡng Quốc gia và Công ty TNHH Eurofins Sắc ký Hải Đăng. Sản phẩm đồ uống cỏ sữa lá lớn có hàm lượng flavonoid toàn phần cao (80,3 mg/100ml). Các chỉ tiêu hóa lý và an toàn thực phẩm đều đáp ứng mức giới hạn an toàn theo quy định tại QCVN 6-2:2010/BYT, QCVN 8-1:2011/BYT, QCVN 8-2:2011/BYT và QCVN 8-3:2012/BYT.
3.3.5. Đánh giá khả năng chấp nhận tại cộng đồng 

Có 85,7% người tiêu dùng thích màu của đồ uống cỏ sữa, 89,8% người tiêu dùng thích mùi hương và 87,7% người tiêu dùng thích vị của sản phẩm.
	Mức độ
	Màu
	Mùi
	Vị
	Chung

	
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n

	Rất thích
	9,2
	9
	18,4
	18
	15,3
	15
	14,3
	14

	Thích
	76,5
	75
	71,4
	70
	72,4
	71
	73,5
	72

	Chấp nhận
	14,3
	14
	10,2
	10
	14,3
	14
	12,2
	12

	Không thích và rất không thích
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Cộng dồn từ thích đến rất thích
	85,7
	89,8
	87,7
	87,8


Như vậy, xét chung các tiêu chí về sự chấp nhận sản phẩm đồ uống cỏ sữa cho thấy không có người tiêu dùng đánh giá không thích sản phẩm, còn lại là chấp nhận sản phẩm với tỷ lệ cộng dồn từ thích đến rất thích là 87,8%.
CHƯƠNG 4: BÀN LUẬN
4.1. Đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn

Nghiên cứu của tác giả là nghiên cứu đầu tiên về đặc điểm thực vật, mô tả hình thái của cỏ sữa lá lớn ở khu vực Miền Nam là tỉnh Bình Dương. Theo các tài liệu trên thế giới đã được công bố cho thấy cỏ sữa lá lớn chứa flavonoids nhiều hơn cỏ sữa lá nhỏ cũng như các thực vật cùng loài khác. Nhằm tìm hiểu và bổ sung thêm các thông tin khoa học về cây cỏ sữa lá lớn, tác giả đã thực hiện đề tài “Nghiên cứu đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cỏ sữa lá lớn (Euphorbia hirta L.)” để tìm hiểu chi tiết, hệ thống về đặc điểm thực vật, thành phần hóa học của cỏ sữa lá lớn.Tại Việt Nam, chưa có nhiều các nghiên cứu về cây cỏ sữa lá lớn, chỉ có một vài nghiên cứu phản ánh từng góc độ nhỏ lẻ, chưa toàn diện của cây như đặc điểm hiển vi, thành phần hóa học. Nghiên cứu này của chúng tôi đã mô tả cỏ sữa lá lớn một cách hệ thống, toàn diện.

4.1.1. Đặc điểm thực vật


Nghiên cứu của Nguyễn Thu Hằng so sánh về mặt vi phẫu giữa cỏ sữa lá lớn và cỏ sữa lá nhỏ cho phép phân biệt sự khác nhau rõ ràng giữa cỏ sữa lá lớn và cỏ sữa lá nhỏ dựa trên các đặc điểm vi phẫu và bột dược liệu. Tuy nhiên, nghiên cứu này không đề cập đến thành phần hóa học, cũng như định danh khoa học của hai loài cỏ sữa này. Bên cạnh việc xác định hình ảnh vi phẫu cho kết quả tương tự như nghiên cứu của Nguyễn Thu Hằng, tác giả còn xác định được tên khoa học của cỏ sữa lá lớn, thành phần hóa học của loài cây phát triển tự nhiên tại Bình Dương.


4.1.2. Thành phần hóa học


Tác giả đã tiến hành chiết xuất phân đoạn dịch chiết n-hexan, chloroform, ethyl acetat, định tính dịch chiết bằng bằng sắc ký lớp mỏng đã khẳng định quercitrin là một flavonoid chính trong cây. Đây là cơ sở khoa học để lựa chọn quercitrin làm chất chuẩn để định tính bằng sắc ký lớp mỏng và định lượng flavonoid toàn phần. Các kết quả nghiên cứu của tác giả không chỉ bổ sung thêm các thông tin khoa học cơ bản, quan trọng về đặc điểm thực vật và thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn phát triển tự nhiên ở Việt Nam mà còn mở ra hướng ứng dụng trong công nghiệp thực phẩm. 

4.2. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn, đánh giá tính an toàn và hiệu quả của chế phẩm trong kiểm soát glucose máu 

4.2.1. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn

Tác giả đã nghiên cứu các điều kiện chiết xuất để tìm được điều kiện phù hợp điều chế cao cỏ sữa lá lớn đạt hiệu suất cao, giảm giá thành, quá trình thao tác thuận tiện, an toàn, đầy đủ thông số kỹ thuật, quy trình ổn định. Để sản phẩm giữ được các thành phần hoạt tính sinh học trong quá trình sản xuất, việc tối ưu hóa quy trình điều chế cao là khâu then chốt. Trong nghiên cứu này, tác giả đã lựa chọn các thông số kỹ thuật thích hợp để tối ưu hóa quy trình điều chế cao như nhiệt độ chiết, thời gian chiết, tỷ lệ dung môi/dược liệu, số lần chiết. Điều này phù hợp với các nghiên cứu của nhiều tác giả ở Việt Nam đã sản xuất ra các sản phẩm ứng dụng trong bảo vệ và nâng cao sức khỏe, được tiêu thụ rộng rãi trên thị trường. Các nghiên cứu đã chỉ ra flavonoid là nhóm hoạt chất có tác dụng trong cây cỏ sữa lá lớn, khi chiết bằng nước nóng có thể chiết flavonoid với hàm lượng khá cao. Trong nghiên cứu này, tác giả đã sử dụng dung môi nước trong chiết xuất hoạt chất ra khỏi cỏ sữa lá lớn. Đây cũng là dung môi thân thiện với môi trường, an toàn, đầu tư thiết bị đơn giản phù hợp với hầu hết các đơn vị sản xuất tại Việt Nam, đặc biệt là giá thành sản xuất hợp lý. 

Quy trình chiết xuất cỏ sữa lá lớn xây dựng được ở quy mô nhỏ lặp lại và ổn định ở quy mô 1 kg/mẻ, cụ thể: hiệu suất chiết và hàm lượng flavonoid thu được ở qui mô 1 kg/mẻ đều đạt tương tự như ở qui mô nhỏ 10g/mẻ. Do vậy có triển vọng lớn khi áp dụng ở quy mô lớn hơn. Như vậy, sau khi khảo sát các yếu tố có ảnh hưởng đến hiệu suất, hàm lượng hợp chất flavonoid toàn phần, sự thuận tiện trong thao tác, hướng tới sản phẩm có giá thành hạ, quy trình ổn định và thân thiện với môi trường, tác giả đã xây dựng được quy trình điều chế cao cỏ sữa lá lớn ổn định với hiệu suất đạt trung bình là 21,8% so với nguyên liệu đầu vào, hàm lượng flavonoid toàn phần tính theo quercitrin ổn định và đạt trung bình 22,4 mg/g.

4.2.2. Đánh giá tính an toàn của cao cỏ sữa lá lớn

4.2.2.1. Đánh giá độc tính cấp


Tác giả đã xác định liều được liều LD0 là 16,54 g/kg, LD100 là 40,35 g/kg, liều LD50 là 28,6 g cao/kg. Ali Esmail Al-Snafi nghiên cứu trên chuột thực nghiệm để xác định tính an toàn của cỏ sữa lá lớn bằng việc cho chuột uống dịch chiết với các liều tương ứng 1, 10 and 50 mg/kg trong 50 ngày so với nhóm chứng.
4.2.2.2. Đánh giá độc tính bán trường diễn 


Ưu điểm của nổi trội của nghiên cứu này là được làm trên chuột thực nghiệm tại Viện Dược liệu, Bộ Y tế, là cơ sở nghiên cứu có uy tín, đội ngũ nhà khoa học nhiều kinh nghiệm trong nghiên cứu, đánh giá độc tính cấp, độc tính bán trường diễn trên mô hình động vật thực nghiệm đối với các diệu liệu của Việt Nam. Nghiên cứu được thực hiện theo đúng quy trình và các chỉ tiêu được theo dõi một cách chặt chẽ.


Với phương pháp đánh giá độc tính bán trường diễn, kết quả nghiên cứu cho thấy, cao cỏ sữa lá lớn không ảnh hưởng đến tình trạng chung của chuột cống trắng, không ảnh hưởng đến các chỉ số huyết học như số lượng bạch cầu, hồng cầu, hàm lượng hemoglobin, hematocrit, số lượng tiểu cầu, lympho bào; không ảnh hường đến các thông số hóa sinh máu như hoạt độ AST, ALT, creatinin, protein toàn phần, urê, bilirubin, glucose; không ảnh hưởng đến cấu trúc đại thể, vi thể cũng như tỷ khối gan, thận, lách, tim so với khối lượng cơ thể chuột. Từ nghiên cứu tính an toàn và hiệu quả trên mô hình động vật thực nghiệm là cơ sở để phát triển sản phẩm ứng dụng trong tương lai.

4.2.3. Đánh giá tính hiệu quả của cao cỏ sữa lá lớn trong kiểm soát glucose máu

4.2.3.1. Khả năng ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase của flavonoid

Sự ức chế enzyme thủy phân carbohydrate như α-amylase và α-glucosidase được biết đến như là quá trình làm trì hoãn sự tiêu hóa và sự hấp thụ carbohydrate từ hệ thống ruột non. Bởi có sự ức chế các enzyme này nên việc hấp thu glucose vào máu là thấp nhất. Khả năng ức chế enzyme α-amylase và α-glucosidase của mẫu khảo sát được đánh giá thông qua giá trị IC50. IC50 được định nghĩa là nồng độ (µg/mL) của mẫu thử khảo sát có thể ức chế 50% hoạt tính của enzyme, mẫu có hoạt tính ức chế càng cao thì giá trị IC50 càng thấp. Trong nghiên cứu này, dựa trên đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc giữa nồng độ mẫu thử và hoạt tính ức chế, giá trị IC50 được xác định lần lượt là 967 µg/mL (α-amylase), 53,96 µg/mL (α-glucosidase). Như vậy, kết quả nghiên cứu này phù hợp với các tài liệu tham khảo và phù hợp với các giả thuyết đặt ra. Trên cơ sở đó, tiến hành các nghiên cứu in vivo tiếp theo để khẳng định tác dụng giảm đường huyết của cao cỏ sữa lá lớn.

4.2.3.2. Hiệu quả kiểm soát glucose máu trên mô hình động vật thực nghiệm 


Theo một số công trình nghiên cứu trên thế giới, liều dùng của cao chiết cồn cỏ sữa lá lớn dao động trong khoảng 100-800 mg cao/kg thể trọng chuột cống trắng. Hơn thế nữa, theo y học cổ truyền cỏ sữa lá  lớn được dùng với liều 4-6 g dược liệu/ người/ngày, do vậy tác giả sử dụng cao chiết liều 250 mg/kg và cao chiết liều 500 mg/kg để thử tác dụng hạ glucose máu.  Trong nghiên cứu này, sau khi điều trị 8 tuần liên tục bằng cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 500 mg/kg thể trọng, nồng độ glucose máu giảm đáng kể so với nhóm chứng bệnh lý với p < 0,05. Như vậy, cao chiết cỏ sữa lá lớn với liều 500 mg/kg thể trọng chuột nhắt trắng có tác dụng điều trị đái tháo đường trên mô hình động vật thực nghiệm thông qua tiêu chí làm giảm nồng độ glucose máu. 

4.3. Ứng dụng cao cỏ sữa lá lớn để thử nghiệm sản xuất thực phẩm dinh dưỡng trong kiểm soát glucose máu


Lần đầu tiên, tác giả đã xây dựng thành công quy trình chiết xuất được dịch chiết ổn định từ bộ phận từ mặt đất trở lên của cây cỏ sữa lá lớn từ các công nghệ hiện đại thích hợp, các hóa chất thích hợp, thời gian chiết thích hợp. Tử đó, đã xây dựng công thức, tiến hành chọn lựa và đã sản xuất thành công nước uống dinh dưỡng kiểm soát glucose máu. Quá trình tiến hành từ thu hái nguyên liệu, làm sạch tạp chất và phơi khô, tách chiết để thu được cao cỏ sữa được tiến hành đúng nguyên tắc chiết tách dược liệu giúp đảm bảo hiệu suất và chất lượng của cao chiết. Cao chiết cỏ sữa lá lớn phối hợp với một số nguyên liệu để tạo ra sản phẩm nước đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn. 


Nghiên cứu này đã đưa ra được quy trình sản xuất thử nghiệm đồ uống từ cao cỏ sữa lá lớn với công thức phù hợp. Kiểm tra chất lượng sản phẩm sau sản xuất thử nghiệm cho thấy, sản phẩm đạt tiêu chuẩn chất lượng về các chỉ tiêu hóa lý, vi sinh (đạt QCVN 6-2:2010/BYT) với hàm lượng flavonoid toàn phần là 506,7 mg/L nằm trong giới hạn cho phép và kỳ vọng của nghiên cứu. Sản phẩm đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn được đánh giá chấp nhận cộng đồng trên 98 đối tượng là người trưởng thành có độ tuổi từ 24 đến 65 tuổi, có 85,7% người thử thích màu nước cỏ sữa, 89,8% thích mùi hương và 87,7% thích vị của sản phẩm (Tỷ lệ cộng dồn từ người thích đến rất thích là 87,8%). Một nghiên cứu của tác giả trong nước cho thấy, việc bệnh nhân rối loạn đường huyết tiêu thụ 30 g trà cỏ sữa/ngày tương ứng 972mg flavonoid/ngày có hiệu quả kiểm soát glucose máu và giảm nồng độ HbA1c sau 12 tuần can thiệp. Dựa vào hàm lượng flavonoid toàn phần trong đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn trong nghiên cứu này, ước tính lượng đồ uống dinh dưỡng cỏ sữa lá lớn cần tiêu thụ là 1,21 (lít/ngày).

KẾT LUẬN
1. Đặc điểm thực vật, thành phần hóa học của cây cỏ sữa lá lớn tại Bình Dương
1.1.  Về đặc điểm thực vật: Cỏ sữa lá lớn tại Bình Dương đã được nghiên cứu và xác định có tên khoa học là Euphorbia hirta L., họ Thầu dầu (Euphorbiaceae). Cây cao từ 20-50 cm, rễ cọc, màu vàng nâu, lá đơn, mọc đối.
1.2.  Về thành phần hóa học: Phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn có chứa: flavonoid, saponin, tanin, alcaloid, đường khử, polysaccharid, sterol. Nhóm flavonoid trong cỏ sữa lá lớn chứa chủ yếu là quercitrin. Hàm lượng flavonoid toàn phần trong phần trên mặt đất cỏ sữa lá lớn tính theo quercitrin là 0,375 ± 0,014 % trong dược liệu khô tuyệt đối.
2. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn, đánh giá tính an toàn và hiệu quả của chế phẩm trong kiểm soát glucose máu
2.1. Điều chế cao cỏ sữa lá lớn: Điều kiện thích hợp cho điều chế cao chiết cỏ sữa lá lớn là: Kích thước nguyên liệu 2-3cm; chiết xuất 3 lần với tỷ lệ dược liệu/dung môi 10/8/8 trong thời gian chiết xuất tương ứng 2,5h/2h/1,5h ở nhiệt độ chiết 950C, sau đó cô trên bếp cách thủy ở 700C. Hàm lượng flavonoid toàn phần đạt 20-21 mg/g cao khô (độ ẩm ≤ 5%).
2.2. Đánh giá tính an toàn của cao cỏ sữa lá lớn: Cao cỏ sữa lá lớn đã được xác định đảm bảo an toàn trên động vật thực nghiệm với LD50 là 26,8 g cao/kg thể trọng chuột nhắt trắng và sử dụng liều 0,3 g cao/kg và 3,0 g cao/kg bằng đường uống trong 30 ngày trên chuột cống trắng đã cho thấy không ảnh hưởng đến tình trạng toàn thân, sự phát triển khối lượng cơ thể, chức năng tạo máu, chức năng gan, thận, đại thể cơ quan và mô bệnh học. 

2.3. Đã đánh giá được hiệu quả của cao cỏ sữa lá lớn trong kiểm soát glucose máu
Khả năng ức chế hoạt động của enzyme α-amylase và α-glucosidase với giá trị IC50 tương ứng được xác định là 967 µg/mL và 53,96 µg/mL.
Sử dụng cao chiết cỏ sữa lá lớn liều 500 mg/kg thể trọng trong 8 tuần có tác dụng hỗ trợ giảm glucose máu trên chuột đái tháo đường thực nghiệm: nồng độ glucose máu ở nhóm chuột can thiệp thấp hơn đáng kể so với ở nhóm chuột đái tháo đường chứng (10,2 ± 1,3 mmol/L so với 14,3 ± 1,5 mmol/L, p<0,05).

3. Đã ứng dụng cao cỏ sữa lá lớn để sản xuất đồ uống dinh dưỡng dùng trong kiểm soát glucose máu: Quy trình sản xuất thử nghiệm đồ uống dinh dưỡng từ cao chiết cỏ sữa lá lớn đã được xây dựng: Công thức (cao Cỏ sữa lá lớn 25 g/L, mật ong 25 g/L; chất tạo ngọt 0,3 g/L; gừng 10 g/L); Đóng lon 200ml; Thanh trùng ở điều kiện 900C trong 10 phút đã tạo ra sản phẩm có hàm lượng flavonoid toàn phần là 80,3 mg/100ml, đạt chất lượng về mặt dinh dưỡng, cảm quan và đảm bảo yêu cầu theo QCVN 6-2:2010/BYT. Sản phẩm được đánh giá cao bởi người tiêu dùng (85,7% thích màu, 89,8% thích mùi hương và 87,7% thích vị). 
KHUYẾN NGHỊ

1. Tiếp tục nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng và thử nghiệm trên cộng đồng về hiệu quả kiểm soát glucose máu, chống oxy hóa của đồ uống cỏ sữa lá lớn trong hỗ trợ phòng và điều trị bệnh đái tháo đường.
2. Tiếp tục hoàn thiện qui trình công nghệ sản xuất đồ uống cỏ sữa lá lớn và ứng dụng ở qui mô công nghiệp.
3. Đề nghị các cơ quan nghiên cứu và quản lý nhà nước quan tâm trong việc phát triển vùng trồng cây cỏ sữa lá lớn, nâng cao chất lượng nguồn thảo dược này ứng dụng trong chăm sóc và nâng cao sức khỏe của nhân dân.
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