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SUMMARY

ULTRASOUND-ASSISSTED EXTRACTION OF POLYPHENOL
FROM PHELLINUS IGNIARIUS

Phellinus igniarius has strong cell structure properties, making it difficult to extract and acquire
bioactive compounds. Therefore, this study investigated the extraction process (alcohol solvent) of
collecting polyphenol compounds from this fungus under the assistance of ultrasonic waves (UAE). The
influencing factors include ultrasonic amplitude, alcohol solvent concentration, material-solvent ratio,
extraction time and extraction temperature to total extracted polyphenol content were investigated. The
total obtained polyphenols reached a maximum of 22.7 + 0.8 mg/g at the extraction conditions
including alcohol solvent concentration of 80%, ultrasonic amplitude of 25%, material-solvent ratio 1 -
30 (%w/v), extraction time of 280 minutes and use temperature at 60°C. These results of this study have
useful reference value for studies related to polyphenol extraction from Phellinus igniarius.
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1. GIOI THIEU dung méi so véi mau, nhiét do va thoi gian
Phellinus igniarius (L.) Quel,1886, mot loai trich ly, cac bién phap ho tro khac nhu séng
nim ndi tiéng thudc chi Phellinus 1 loai nAm siéu am, hdng ngoai, v.v.

dugc liéu duoc sir dung rong rdi ¢ Pong A nhu Phuong phép trich ly ¢ hd trg séng siéu am
Trung Quédc, Nhat Ban, Han Quéc va cac québc (Ultrasound Assisted Extraction — UAE) Ia
gia khac dé diéu tri cac bénh véi cac hop chit phuong phap sir dung néng lugng song siéu am
chuyén hoéa thir cip khac nhau bao gdm trong qua trinh trich ly, lam ting cwdng qua
polysaccharide, flavonoid, polyphenol, steroid trinh pha v& cau trdc té bao, ting cudong qua
va c4c acid hitu co [1-4]. C4c nghién ciu gan trinh chuyén khéi, tir do co thé lam ting hiéu
day da chi ra riang polyphenol tir Phellinus suét trich ly [10]. UAE duoc ap dung dé hd tro
igniarius co dac tinh chong oxy hoa va gay doc viéc thu nhan cac hop chat bi phan huy bai
té bao, ngin ngira dot quy do thiéu méau cuc bd nhiét va khong 6n dinh. UAE thuong duoc st
[5], chéng ung thu biéu md gan & ngudi [6]. dung trong viéc khai théc nhiéu loai san pham
Qua trinh trich ly duoc st dung rong rai nhu ty nhién [11]. Trich Iy véi su hd trg cia séng
mét qué trinh tach chiét chat co hoat tinh sinh siéu am la mot trong nhiing phuong phap hiéu
hoc tir thuc vat [7]. Cho dén hién nay nhiéu quéa dé téi uu hoa ham luong cua cac hop chat
loai dung méi khac nhau di dwoc sir dung dé polyphenol duogc biét dén 1a co tac dong tich
chiét xuat polyphenol tir nguyén liéu thuc vat cuc dang ké dén toc do chiét xuét trong cong
[8-9]. Cac yéu tb anh huong téi hiéu suat trich nghiép hoa chat va thuc pham [12]. Céc yéu té
ly bao gom loai dung méi, nong do va ty I¢ k¥ thuat anh huong téi higu suat trich ly ciing
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nhu mic d6 pha v& té bao bao gém cong suit
siéu am, bién d6 song siéu am, tan so siéu am;
trong d6 tan sb siéu am 1a yéu té c6 anh huong
manh nhat [13, 14].

Nghién ctu nay khao sat anh huong cua cac
yéu t6 (bao gdom bién do séng siéu am, nong do
dung mdi EtOH, ty Ié dung mdi so voi mau,
nhiét d6 chiét va thoi gian chiét) dén viéc trich
ly polyphenol tir nguyén liéu nim thuong
hoang. Tir d6, xac dinh diéu kién thong sb cua
quéa trinh trich ly véi su hd trg cua song siéu
am phu hop. Bén canh ham muc tiéu chinh la
ham luong polyphenol thu nhan dugc, sy pha
V& cAu trdc cua té bao ndm thuong hoang dudi
tac dong cua vi song ciing dugc xac dinh.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN
CcUU

2.1. Nguyén ligu

Nam thuong hoang (P. igriarius) sau khi siy
lanh duoc tién hanh nghién min. Bot nam
thuong hoang duoc cung cdp tr Cong ty
TNHH Linh Chi Vina. Dia chi tai 394/1 Ha
Huy Giap, phuong Thanh Loc, quan 12, thanh
phé HS Chi Minh.

Thuéc thtr Folin-Ciocalteau dwoc cung cap bai
Merck, Ptc (HC97724201). Céc hda chét khac
(cdn, sodium carbonate) ¢ dang hda chat phan
tich.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Khdo sat @nh hwong cua bién dj song
siéu am dén kha nang phd vé cau tric té bao
Thi nghiém duoc tién hanh véi thiét bi siéu am
Ultrasonic Processor (My), tan s6 20 kHz,
cong suat 750 watts. May c6 thé chinh cac mirc
% cdng suit khac nhau. Khao sat kha niang pha
v& té bao qua viéc siéu am & cac mic 0, 25 va
37%. Céc yéu t6 cb dinh khac bao gom: khdi
lwong nim thuong hoang (dd dugc nghién va
ddng nhét) 7g, ndng do dung moi 80%, ty 1&
nguyén liéu véi dung méi 1/ 20 (w/v), nhiét do
trich ly 40°C va thoi gian trich ly 20 phat.

Sau khi trich ly, tién hanh loc dé thu b4 nguyén
lieu. Cau tric té bao dugc xac dinh bing
phuong phap chup SEM.

2.2.2. Khdo st danh hwéng cia nim yéu to
dén dén polyphenol téng thu duwpc
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Anh huong cua nam yéu té bao gom nong do
dung méi con, bién do séng siéu am, ty Ié
nguyén liéu - dung moi (w/v), nhiét @6 trich ly,
va thoi gian trich ly dén polyphenol téng thu
duoc duoc khao sét 1an luot.

Khoang sét st lan luot caa cac bién dugc trinh
bay trong Bang 1.

Bang 1. Tén va khoang khdo sét cia cac yéu to

khdo sat
0 e Lz L, Khoang Buéc
TT Tén hién khao sat khaosit  nhay
Nong do dung moi
1 ’ - 1
¢n (%) 60 - 90 0
2 Biéndosongsitudm (%) 20-35 5
Ty 1€ nguyén liéu vai
3 . 1/70-1/10 1/20
dung méi (% w/v)
4 Nhiétdotrichly (°C)  40-70 10
Thoi gian trich |
5 notglnirichly o0 340 30

(phat)

Chuan bj 4 6ng falcon, méi 6ng chira 0,5g nam
thuong hoang. Thém dung méi con (nong do
xac dinh) vao 4 6ng chira mau theo ty &
nguyén liéu — dung moéi xac dinh. Cai dat nhiét
do trich ly xac dinh bang bé on nhiét (water
incubator), bién d¢ song siéu am dugc diéu
chinh theo cac mirc % khac nhau, va tién hanh
trich ly & cac khoang thoi gian khao sat. Mau
dugce dem di loc dé thu dwoc dung dich trich
ly. Sau d6 dinh mirc dung dich téi 50ml bang
dung mai con.

Mau tring va mau phén tich duoc chuan bi va
do do6 hap thu theo muc 2.2.7. Ham luong
polyphenol tong thu dugc dugc tinh theo cong
thae (1) va duge dung lam tiéu chi danh anh
huéng ciing nhu chon kién chiét tét nhit cua
yéu t6 khao sat.

Diéu kién chiét tét nhat cua thi nghiém trudc
dugc ap dung vao thi nghiém sau dé khao sat
anh huong cua yéu t6 ké tiép.

2.2.3. Pinh luong polyphenol téng thu duwpc
Chudan bi mdu do @@ hap thu quang:
Polyphenol tong duoc xac dinh theo phuong
phép Folin — Ciocalteu (hay Folin — Denis) st
dung acid galic 1am chat chuan [15]. Ly 1,0
ml dich chiét mau da dugc pha lodng 20 lan
vao 6ng nghiém. Cho 5,0 ml thuéc thir Folin —



Ciocalteu 10% vao 6ng nghiém va lic déu.
Cho 4,0 ml Na2CO3 7,5% vao 6ng nghiém roi
day nap va lic déu. Mau duoc giir ¢ nhiét do
phong trong 1 gio. Mau dugc do do hap thu ¢
budc song & 765nm. Mau tring duoc tao trong
ty nhu cic mau phéan tich nhung 1,0 ml miu
dich chiét duoc thay bang 1,0 ml nuéc cét.
Xac dinh polyphenol tong:
Polyphenol tong thu duoc duge xac dinh theo
khéi Iwong mau niam va dugc tinh theo cong
thuce (1):

C.

x 1 Vim
X (mg/g) = ?';'mu—w'k ()

Trong do:

X: Ham lugng chét trong 1 gam mau kho (mg/
g mau kho)

Cx: polyphenol téng c6 trong dich trich ly
duoc tinh toan tir dwong chuan (ug/ml)

a: khéi lvong mau ngam cao chiét (g)

C: gi& tri quy doi ppm (C = 10%)

Vam: thé tich dich chiét sau khi dinh mic (ml)
k: hé s6 pha lodng (néu c6)

W: d6 4m mau (%)

2.3. Xir Iy va danh gia s6 ligu

Tét ca cac thi nghiém déu duoc l3p lai 3 lan.
Két qua duoc lay 1a trung binh cua 3 lan lap lai
+ do léch chuan. Phan tich phwong sai
ANOVA véi khoang tin cay 95% duogc lua
chon két hop Vvéi kiém dinh hau nghiém Tukey
HSD duoc ap dung dé xac dinh sy khac biét cd
¥ nghia thdng ké hay khong khi thay doi gia tri
cua cac yéu t khao sét.

3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Anh hwéng cia bién d song siéu am
dén kha ning pha vé cau tric té bao

Trich ly 1a qua trinh tic dong I1én cau tric té
bao dé& giai phéng cac hop chit bén trong
nguyén liéu viéc nay la qua trinh dwa vao mot
tac dong 1én té bao nguyén liéu. Viéc st dung
séng siéu am 1a sir dung cdng suét tac dong
vao té bao lam pha v ciu tric cua no dé giai
phéng cac hop chét ra ngoai dung mai chiét.
Két qua thi nghiém duoc trinh bay trong Hinh
1 cho thay, viéc sir dung song siéu &m cé anh
huong dén viéc pha v cau tric té bao nam.
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.
Hinh 1. Két qua chup SEM cia c4c mau ndm
Thuong hoang & ¢ phong dai 5000. Mau
khoéng co tac dong ciia song siéu am (A); Mau
¢ tac dong cuia sdng siéu &m & muc 25% (B);
Mau c6 tac dong cua siéu am ¢ muc 37% (C)
Hinh 1 cho thay, so véi mau khong c6 tac dung
ctia s6ng siéu am thi mau cé bién do séng siéu
am 1a 25% thi da c6 sy thay d6i vé cau tric té
bao va khi ting 1én 37% thi mirc do thay doi vé
mit cau tric nam c6 ty 1 cao hon va cac soi
nim c6 mirc do dut giy cao hon nhiéu so voi
mau c6 bién do thap.
Diéu nay c6 thé noi bién d6 song siéu am co
muc d6 anh huong dén cau tric té bao nam,
viéc sir dung song siéu am lam phé v& cu trac
té bao cua cac soi nAm véi bién d6 cao hon thi
mirc d6 pha v& cang cao. Ma viéc pha v ciu
trdc té bao gilp giai phong cac hop chét chia
hoat tinh sinh hoc bén trong néi bao ra bén
ngoai dung méi trong d6 c6 hop chat
polyphenol. C6 thé nai, trich ly c6 hd trg séng
siéu am c6 hiéu qua trich ly cac hop chit néi
chung va polyphenol néi riéng tir nAm Thuong
hoang dem lai hiéu qua cao.
3.2. Anh hwéng cia nong dd dung mdi dén
hiéu suit trich ly tinh theo ham lwong
polyphenol
Két qua thi nghiém duoc trinh bay trong Hinh
2, cho thiy ndng do dung mai 1a yéu t6 c6 anh
hudng dén qua trinh trich ly polyphenol tir nAm
Thuong hoang.
T Hinh 2 cho thiy, khi ndng d6 dung moi
tang tir 60 1én 80% ham luong polyphenol tong
trong c4c mau tang dan tir 11,1 + 0,6 1én 15,9 +
0,6 mg/g va khi nong do con la 90% thi ham
luong lai giam (15,1 + 0,3 mg/g). Nguyén nhéan



duoc giai thich 12 khi nong do tang qué cao s&
lam thanh té bao bi mit nuéc cuc bd dan dén
hién twong céac té bao bi khd va co lai ngin
chan qua trinh trich ly [16]. C6 thé thay nong
d6 dung mdi anh huong nhidu dén viéc hoa tan
cac chét c6 hoat tinh sinh hoc vi thé can khao
sat va chon loai dung moi thich hop véi
phuong phap trich ly va hop chit mong muén
trich ly. Diéu ndy phd hop vai nghién ciiu cua
Nguyén Thi Ngoc Thdy va cong su (2020) khi
khao st sy anh hwoéng cua dung moi va pH
anh huong dén qua trinh trich ly cac hop chat
€6 kha nang khang oxy hoa tir tia t6 [17].

Két qua cho thay c6 ton tai su khac biét co y
nghia thdng ké (p < 0,05); két hop véi két qua
kiém dinh hau nghiém cho thay mau trich ly
bang dung méi con c6 nong d6 80% cho gid tri
polyphenol téng cao nhit.

Anh hwéng ciia nong dé dung méi

Polyphenol tong (mg/g)

60 70 80 90
Noéng dé dung moéi (%)

Hinh 2. Anh hirong cia nong dg dung méi dén
polyphenol tong thu diwrpc3.3. Anh hirong cua
bién do séng siéu am dén ham liong
polyphenol tong thu duwoc
Bién do séng siéu am 1a mot yéu té quan trong
trong viéc chiét xuat hop chéat trong nguyén
liu. Két qua thu duoc dugc trinh bay trong
Hinh 3 cho thidy bién do séng siéu am anh
huéng dén qué trinh trich ly nam Thwong
Hoang. Polyphenol tong thu duoc tang tir 13,1
+ 0,4 1én 15,9 £ 0,4 mg/g khi bién d song tang
tur 20 1én 25%. Tuy nhién khi tang bién d6 Ién
30% (14,4 £ 0,3 mg/g) va 37% (14,1 = 0,7
mg/g) thi ham luong polyphenol lai giam véi

su khéc biét c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05).

Bién d6 song siéu &m c6 anh huong dén cau
trdc t& bao nam, tir 6 cac hop chat mang hoat
tinh s& dugc giai phong di ra ngoai dung méi
nén khi bién do cang cao thi s€ phd v& duogc
nhiéu cau tric té bao lam giai phéng dugc
nhiéu hoat tinh sinh hoc nhu polysaccharide va
polyphenol. Tuy nhién theo két qua thu dugc
ham luong polyphenol trong dich trich ly caa
mau qua xu ly siéu am tai bién do 30 va 37%
thap di so voi ham lwong nay trong mau dugc
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xtr ly & bién do 25%. Diéu nay c6 thé giai thich
1a do & bién d6 séng 16n, cau truc té bao nam bi
tac dong manh, c6 thé 1am cho céc hop chat
trong d6 bi bién tinh nén 1am giam ham luong
polyphenol trong dich trich ly.

Két qua cho thay véi gia tri bién do cia song
siéu am la 25%, dich trich ly thu dugc ham
luong polyphenol tong cao nhit. Pay la mot
két qua hap dan va c6 tinh tham khao cao cho
céc nghién cau tiép theo lién quan dén trich ly
thu nhan polyphenol tir nAm Thuong hoang.

Anh hwéng ciia bién do séng siéu Am
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Hinh.3. Anh hurong ciia bién dé song siéu am
dén ham lwong polyphenol téng thu dioc
3.4. Anh hwéng cia ty 1é nguyén ligu — dung
méi dén ham lwong polyphenol téng thu

dugcC

Ty 1& nguyén liéu — dung méi 1a mot yéu té anh
huéng dén qua trinh trich ly polyphenol.
Lwong dung moi téi thiéu phai dam bao ngap
qua bé mat ciia nguyén liéu khi d6 nguyén liéu
méi c6 thé tiép xGc véi dung mdi. Két qua thi
nghiém duoc trinh bay trong Hinh 4.

Anh hwéng ciia ty 1 nguyén li¢u - dung
mol
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Hinh 4. Anh hirong cua ty 1é nguyén liéu — dung
méi dén ham luong polyphenol tong thu dicoc
Két qua khao sat anh huong cua ty 1& nguyén
lieu — dung moi dén ham lwong polyphenol



tong thu dugc dugc trinh bay ¢ Hinh 4. Véi két
qua phan tich phuwong sai va kiém dinh hau
nghiém, ty 1€ nguyén liéu — dung mdi giam tur
1-101én1-30 (10,8 £ 0,6 I1én 15,1 + 0,5
mg/g) thi ham luwong polyphenol thu dugc cang
tang va cao nhat & ty 18 1a 1/30 véi p < 0,05 ¢6
su khéc biét c6 y nghia théng ké (theo két qua
phan tich ANOVA 1 yéu t5). Tuy nhién khi
tiép tuc ting ty 1& 1én thi thi ham lwong
polyphenol lai giam nhe véi 2 ty 1€ con lai (1 —
50, 1 — 70).

Theo bai nghién ctru cia Cacace va cong su
(2003) cho rang ty 1& dung méi cao co thé thic
day muac d6 chénh léch gradient nong d6 cang
tang, viéc nay dan dén ting toc d6 khuéch tan
cua qué trinh trich ly chat ran bang dung moi
dugc tét hon [18]. Viéc nay tro gilp cac hop
chat mang hoat tinh sinh hoc tiép xtc véi dung
méi trich ly 1am ting hidu suat.

Véi ty I& dung mbi va nguyén liéu cang I6n thi
hiéu suat chiét xuat cang cao tuy nhién néu dat
dugc ty 18 véi hiéu suét trich ly cao nhat khi
cang ting nong d6 thi ham lugng hop chit
chiét xuét ra la giam. Nguyén nhan 1a khi dat
duoc ty 1 téi wu giita cAc mau thi ham lwong
polyphenol di chiét xuét ra hét Iic nay cé su
chénh léch nong do giira bd miu va dung moi
trich ly nén 1 phan nong do s& di vao bi dé tao
nén can biang nong do nén s& ¢ hién tuong
giam nhe & mau ty I& 1/50, tuy nhién & cac ty
Ié mau sau cung lai gitr & mic 6n dinh.

Viéc nay néu lya chon ty 1¢ khong hop ly s&
lam tén thoi gian va dung méi trich ly néu
lwong dung méi it thi dan dén trich ly khong
hoan toan, lwrong dung méi 16n thi c6 thé gay
I&ng phi vi vay vai ty 1€ 1 — 30 1a phu hop.

3.5. Anh hwéng caa nhiét dé trich ly dén
ham lwong polyphenol téng thu dwgc

Nhiét d6 co tac dung lam tang kha nang hoa
tan va khuéch tan cac hop chit, khi nhiét do
ting qua cao s& dan dén pha v& hay bién ddi
hop chat sinh hoc. Két qua khao sat giita cac
mau dugc trinh bay ¢ Hinh 5 cho thiy dugc
viéc anh huong dang ké cua nhiét do trich ly
dén ham luong polyphenol tong. Tir két qua &
Hinh 5 ta thy khi nhiét do trich ly ting tir 40
[én 60°C thi ham luong polyphenol ciing tang
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tir 13,6 + 0,6 1én 19,6 + 0,8 mg/g tuy nhién khi
tip tuc tang lén 70°C thi ham lwong
polyphenol lai giam (19,2 + 1,1 mg/g) didu nay
c6 thé giai thich 1a khi ting nhiét I&n cao thi
polyphenol trong dich trich ly bi ph& hay maot
phan dan dén viéc giam. Phan tich phuong sai
két hop véi kiém dinh hau nghiém cho thay két
qua c6 ton tai su khéc biét dang ké co ¥ nghia
thdng ké (p < 0,05).

Céc nghién ciru trudc day da nhan dinh nang
Sut chiét xuat hop chat polyphenol s& tang Ién
khi tang nhiét do chiét. Bén canh d6 nhiét do
c6 thé tang cudong thu hdi cac hop chit
polyphenol tir nguyén liéu thyc vat bang cach
tang muc do khuéch tan cua dung moi vao té
bao thuc vat va ciing ting cuong kha nang hoa
tan cua hop chat polyphenol vao dung moi
chiét [18, 19].

Anh hwéng cia nhiét dd trich Iy

Polyphenol tong (mg/g)

40 50 60 70
Nhiét d6 trich ly (°C)

Hinh 5. Anh huong cua nhiér do trich ly dén
ham lrong polyphenol tong thu duwoc
Thém vao d6 theo nghién cttu ciia Juntachote
va cong su (2006) di bao cao rang nhiét d6 qua
trinh trich ly cao s& lam ting sy chuyén khdi
cua cac hop chét polyphenol va ciing lam giam
d6 nhot caa dung mdi va sirc cang bé mat nén
thuc ddy qué trinh trich ly polyphenol. Ngoai
ra, viéc gia nhiét nhe s& 1a mém mo thuc vat do
d6 thuan loi cho viéc giai phong cac hop chat

polyphenol trong nguyén liéu [20].

3.6. Anh hwéng cia thoi gian trich ly dén
ham lrgng polyphenol téng thu dugc

Thoi gian siéu am 1a yéu té quan trong trong
viéc chiét cac hop chat polyphenol vi thoi gian
siéu 4m co tac dong dén hiéu suét trich ly dong
thdi con co tac dong dén thoi gian va chi phi
tién hanh. Nhiét do trich ly anh huéng nhiéu



dén ban chét caa hoat tinh sinh hoc. Két qua
nghién ciru duoc thé hién trong Hinh 6.

Anh hwéng ciia thei gian trich Iy

J
]

L I

Polyphenoltdng (mg.g)
w & a8
Ly
,

(=]

250 280 310 340
Théi gian trich ly (phut)
Hinh 6. Anh huong cua thoi gian trich Ly dén
ham leong polyphenol téng thu diroc
Két qua phan tich dugc trinh bay trong Hinh 6,
Vv6i két qua phan tich phuong sai va kiém dinh
hau nghiém, thoi gian trich ly tang tir 250 1én
280 phut thi ham luwong polyphenol thu dugc
ciing tang dang ké (tir 19,6 + 0,8 1én 22,7 + 0,8
mg/g) Véi su khéac biét co y nghia thdng Ke.
Tuy nhién khi tiép tuc tang thoi gian Ién thi
ham luong polyphenol lai giam dan voi 310 va
340 phut. Didu nay c6 thé giai thich 1a do hau
hét cac hoat chat sinh hoc nhay cam véi nhiét
do cao, gitr gia nhiét & thoi gian dai s& dan dén
sy phan hiy céc hoat chat sinh hoc twong tu
trong bao c4o nghién ctru cia Vit Hong Son va
Ha Duyén Tu (2009) [21].
4. KET LUAN
S6ng sidu &m ¢ anh hudng dén su pha vo té
bao nim thwong hoang. Diéu nay dan dén hé
quéa anh huong dén téng ham lugng polyphenol
thu nhan trong qua trinh trich ly khi c6 hé tro
cta song siéu &m. Bén canh anh hwong cua
séng siéu am, cac yéu té khac bao gdbm ndng
d6 dung mdi con, ty 1& nguyén liéu - dung moi
(w/v), nhiét d6 trich ly, va thoi gian trich ly
ciing déu c6 anh huong dén téng polyphenol
thu dwoc sau qua trinh chiét. Biéu kién trich ly
ph hop dd duogc xac dinh. Tai diéu kién trich
ly nay, ham lugng polyphenol tong dat duoc 1a
22,759 + 0,858 mg/g.
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