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TÓM TẮT 
Betacyanin là nhóm chất màu tự nhiên quan trọng dùng để thay thế chất màu tổng hợp 
do đặc tính bền, không độc hại và có nhiều hoạt tính sinh học có lợi cho sức khỏe. 
Trong nghiên cứu này, betacyanin từ vỏ quả thanh long ruột trắng (Hylocereus 
undatus) được chiết bằng ethanol và xử lý siêu âm. Ảnh hưởng của các thông số đến 
hiệu suất chiết và bền màu của betacyanin  đã được khảo sát. Kết quả cho thấy việc bổ 
sung các acid hữu cơ vào ethanol làm tăng đáng kể hiệu quả chiết và bền màu của 
betacyanin, trong đó ascorbic acid hiệu quả hơn citric acid. Điều kiện chiết tốt nhất 
đạt được là 40% (v/v) ethanol, 0,005 mol/L ascorbic acid, pH 2, 1/20 g/mL tỷ lệ rắn 
lỏng, 40oC, và 20 phút. Hiệu suất chiết betacyanin là  0,472 mg/g và sự phân hủy màu 
sau 24 giờ là nhỏ hơn 5%. Cao chiết chứa betacyanin có hoạt tính kháng oxi hóa và 
gây độc tế bào ung thư biểu bì KB. Như vậy, vỏ quả thanh long là nguồn nguyên liệu 
tiềm năng để sản xuất betacyanin, mang đến giá trị kinh tế và môi trường. 
Từ khoá: Ascorbic acid, betacyanins, chất màu tự nhiên, chiết dung môi với hỗ trợ 
siêu âm, vỏ quả thanh long 
ABSTRACT 
Betacyanin is an essential natural colorant to replace synthetic ones due to its durable, 
non-toxic properties and health-beneficial biological activities. In this study, 
betacyanin was extracted from dragon fruit peel (Hylocereus undatus) using ethanol 
and an ultrasonic treatment. The influence of parameters such as ethanol 
concentration, organic acid type and concentration, pH, temperature, time, and solid-
liquid ratio on the extraction efficiency of betacyanin and their color stability in the 
extract were investigated. The results showed that the best condition for betacyanin 
extraction was 40% (v/v) ethanol, 0.005 mol/L ascorbic acid, pH 2, 1/20 g/mL solid-
liquid ratio, at 40oC, and 20 minutes of ultrasonic time. Under the best extraction 
condition, the efficiency of betacyanin extraction was 0.472 mg/g and their color 
decomposition was less than 5% after 24 hours. The betacyanin extract showed 
antioxidant activity and toxicity to KB epidermoid cancer cells. Thus, with assisted 
ultrasound waves, betacyanin has been successfully extracted with high and stable 
extracting efficiency from dragon fruit peels. The dragon fruit peel can be a potential 
raw material for producing betacyanin, bringing high economic and environmental 
value. 
Keywords: Ascorbic acid, betacyanin, dragon fruit peel, natural colorants, 
ultrasound-assisted extraction 
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1. GIỚI THIỆU 

Trong những năm gần đây, xu hướng sử dụng 
các hợp chất màu tự nhiên và có hoạt tính sinh học 
có lợi làm phụ gia thực phẩm thay thế cho các phụ 
gia tổng hợp ngày càng tăng, nhằm tăng giá trị dinh 
dưỡng, tính cảm quan, và an toàn khi sử dụng sản 
phẩm (Kanatt, 2020; Zin et al., 2020). Tuy nhiên, so 
với chất màu tổng hợp, chất màu tự nhiên có một số 
nhược điểm như giá thành cao và tính ổn định màu 
kém do dễ bị ảnh hưởng của các yếu tố bên ngoài 
như nhiệt độ, pH, oxy, ánh sáng, và kim loại như Fe 
và Cu trong quá trình chế biến hoặc bảo quản 
(Ramadan & Mörsel, 2003). Hiện nay, có nhiều loại 
chất màu tự nhiên khác nhau và việc phân loại có 
thể dựa vào nguồn gốc như thực vật, động vật và vi 
sinh vật (Singh et al., 2023). Trong các nhóm màu 
thực vật, các betalain (còn gọi là anthocyanin 
nitrogen) với đặc tính sắc tố đỏ vàng đang thu hút 
nhiều mối quan tâm. Các betalain là chất chuyển hóa 
nitrogen thứ cấp, có cấu trúc khung cơ bản là 
betalamic acid (4-(2-oxoethylidene)-1,2,3,4-
tetrahydropyrid-ine-2,6-di-carboxylic acid) và được 
chia làm hai nhóm gồm betaxanthin (màu vàng) và 
betacyanin (màu tím đỏ) dựa vào các nhóm thế trên 

nguyên tử nitrogen (Hình 1) (Slimen et al., 2017). 
So với các hợp chất anthocyanin (một chất màu đang 
được sử dụng phổ biến hiện nay), betalain có nhiều 
đặc tính vượt trội như tính ổn định màu ở dãy pH 
rộng (khoảng pH 3 ÷ 7), nhiệt độ bền cao và dễ tan 
trong nước (Singh et al., 2023). Ngoài ra, nhiều hoạt 
tính sinh học của betalain cũng được tìm thấy như 
kháng khuẩn, kháng oxi hóa, chống tế bào ung thư 
và hạ lipid máu (Gengatharan et al., 2016; Otalora 
et al., 2019; Hu et al., 2020). Do đó, betalain có tiềm 
năng ứng dụng rất lớn trong nhiều lĩnh vực khác 
nhau như công nghệ thực phẩm, thực phẩm chức 
năng, dược phẩm và vật liệu thông minh (Sivakumar 
et al., 2009; Qin et al., 2020).  

Betalain được tìm thấy nhiều trong hạt, quả, hoa, 
lá, thân và rễ của các loài họ Amaranthaceae, 
Cactaceae và Chenopodiaceae như lê gai, thanh 
long và xoconostle (Hu et al., 2020). Trong đó, 
thanh long ruột đỏ (Hylocereus polyrhizus) và lê gai 
(Opuntia spp.) được báo cáo là nguồn cung cấp 
betalain tuyệt vời, với hàm lượng lần lượt 18,67 mg 
betacyanins/100 g và 20,160 mg betalain/100 g 
(Ramli et al., 2014; Jimenez-Alvarado et al., 2015). 

 

Hình 1. Cấu trúc của betalamic acid, betacyanin, và betaxanthin 

Các dung môi phân cực như nước, methanol, 
ethanol, acetone và ethyl acetate thường được sử 
dụng để chiết xuất betalain từ các vật liệu; trong đó, 
một số phương pháp chiết phổ biến hiện nay như 
ngâm dầm, sử dụng enzyme, soxhlet, hỗ trợ siêu âm 
hay vi sóng hoặc chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn 
như carbon dioxide (CO2) (Moure et al., 2000; 
Naczk & Shahidi, 2004; Calva-Estrada et al., 2022). 
So với các phương pháp khác, phương pháp chiết 
với hỗ trợ siêu âm cho thấy có nhiều thuận lợi như 
hiệu quả chiết cao, thời gian chiết ngắn, nhiệt độ 
thấp, hạn chế phân hủy các hợp chất kém bền, ít tốn 
dung môi và thiết bị vận hành đơn giản (Sivakumar 

et al., 2009; Kumar et al., 2021). Với ưu điểm trên, 
phương pháp chiết dung môi với sự hỗ trợ của siêu 
âm được xem là phương pháp chiết thích hợp cho 
việc ly trích betalain.  

Tại Việt Nam, cây thanh long được trồng phổ 
biến ở các tỉnh Nam Trung Bộ và Nam Bộ với ba 
loại chính là thanh long ruột trắng vỏ đỏ (Hylocereus 
undatus), thanh long ruột đỏ (Hylocereus polyhizus) 
và thanh long ruột trắng vỏ vàng (Selenicereus 
megalanthus). Bình Thuận là tỉnh có diện tích trồng 
thanh long lớn nhất cả nước (khoảng 33.730 ha với 
sản lượng trên 650.000 tấn/năm và chủ yếu là thanh 
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long ruột trắng). Khoảng 80-85% quả thanh long 
được trồng xuất khẩu sang các nước Châu Á, Hà 
Lan, và Canada (Linh và ctv., 2019). Nhìn chung, 
thịt quả thanh long được sử dụng ở dạng quả tươi 
hoặc qua chế biến thành các sản phẩm đồ uống, 
trong đó vỏ được xem là phế phẩm trong quá trình 
chế biến. Một số nghiên cứu cho thấy rằng vỏ thanh 
long cũng chứa một lượng betalain đáng kể (chủ yếu 
là betacyanins) (Linh và ctv., 2019; Tran & Do, 
2019). Như vậy, có thể nhận thấy nguồn nguyên liệu 
thanh long trong nước luôn có sẵn và dồi dào, và 
việc tận dụng vỏ quả thanh long từ quá trình chế biến 
có thể nâng cao hơn nữa giá trị thương mại của loại 
quả này. Tuy nhiên, có rất ít nghiên cứu về chiết xuất 
betacyanins từ vỏ quả thanh long ruột trắng vỏ đỏ sử 
dụng phương pháp chiết dung môi với sự hỗ trợ siêu 
âm. 

Nghiên cứu chiết xuất và đánh giá sự bền màu 
của betacyanin trong dịch chiết từ vỏ quả thanh long 
ruột trắng bằng phương pháp chiết hỗn hợp dung 
môi ethanol nước với sự hỗ trợ sóng siêu âm đã được 
tiến hành. Trong đó, ảnh hưởng của các nhân tố đến 
hiệu suất chiết betacyanins như nồng độ ethanol, 
loại acid hữu cơ, nồng độ acid, pH, nhiệt độ, thời 
gian siêu âm, và tỷ lệ rắn lỏng đã được nghiên cứu. 
Ngoài ra, hoạt tính kháng oxi hóa và độc tính trên tế 

bào ung thư da KB của cao chiết chứa betacyanins 
cũng được xác định. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Nguyên liệu và hóa chất 

Chuẩn bị nguyên liệu: Quả thanh long ruột 
trắng (Hylocereus undatus) được thu mua tại chợ 
Cái Răng, Cần Thơ. Quả được chọn có khối lượng 
trung bình khoảng 500 g, chín hoàn toàn, vỏ không 
bị sâu hay dập nát. Vỏ được tách ra từ quả được loại 
bỏ phần xanh, rửa sạch, cắt nhỏ (kích thước 1 cm × 
1 cm) và sấy ở nhiệt độ 50oC đến khối lượng không 
đổi (khoảng 48 giờ). Vỏ sau sấy được nghiền thành 
bột mịn với kích thước nhỏ hơn 250 µm và được 
chứa trong lọ thủy tinh bao phủ bằng giấy bạc để 
tránh ánh sáng (Hình 2). Lọ chứa mẫu được bảo 
quản trong ngăn mát tủ lạnh và sử dụng cho các thí 
nghiệm chiết xuất tiếp theo.   

Hóa chất: Các hóa chất sử dụng trong nghiên 
cứu này được cung cấp từ Xilong Scientific Co., 
Ltd., Trung Quốc. Các dung dịch chiết ethanol 
(C2H6O, 99,7%) ở nồng độ khác nhau được điều chế 
bằng cách pha loãng với nước cất. Citric acid 
(C6H8O7, ≥99,5%) và ascorbic acid (C6H8O6, 
≥99,0%) được thêm trực tiếp vào dung dịch ethanol 
đến nồng độ mong muốn. Các dung dịch 
hydrochloric acid (HCl, ~37%) và sodium 
hydroxide (NaOH, ≥96,0%) loãng (0,1 mol/L) được 
dùng để điều chỉnh pH của các dung dịch.  

 
Hình 2. Mẫu vỏ thanh long trước sấy (a), sau sấy (b) và được nghiền mịn (c) 

2.2. Quy trình thí nghiệm 

Cân 1,0 g bột nguyên liệu cho vào bình tam giác 
100 mL chứa sẵn ethanol ở thể tích, nồng độ ethanol, 
nồng độ acid, và pH xác định. Sau đó, hỗn hợp được 
đặt vào bể siêu âm (Guangdong GT Ultrasonic Co., 
Ltd, China) và tiến hành siêu âm ở tần số 40 kHz với 
công suất 150 W trong khoảng thời gian và nhiệt độ 
xác định. Phần dịch lọc được tiến hành phân tích 
UV-Vis để xác định hàm lượng betacyanin chiết 
xuất. Để tìm điều kiện tốt nhất cho chiết xuất 
betacyanin từ bột nguyên liệu, ảnh hưởng của các 
yếu tố như nồng độ ethanol (20÷90% (v/v)), loại 
acid (citric acid và ascorbic acid), pH (2÷10), nồng 

độ acid (0,001÷0,100 mol/L), nhiệt độ (33÷60oC), 
thời gian (10÷60 phút), tỷ lệ rắn lỏng (R/L) 
(1/10÷1/40 g/mL) được khảo sát; trong đó, phương 
pháp thay đổi lần lượt từng yếu tố với sự cố định các 
yếu tố còn lại được áp dụng. Mỗi thí nghiệm được 
lặp lại 3 lần để xác định sai số.   

2.3. Phương pháp phân tích 

Định lượng betacyanins: Betacyanins trong dịch 
chiết ethanol được định lượng bằng phương pháp đo 
quang phổ phân tử (UV-Vis, Biochrom Ltd., UK) tại 
bước sóng 532 nm. Hàm lượng betacyanins (m, 
mg/g) chiết xuất được từ bột vật liệu được tính theo 
công thức (1) (Das et al., 2019). 
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m (mg/g) = A × V × MW × DF ×1000
ε× L×W

           (1) 

Trong đó: A là độ hấp thụ quang tại 532 nm. MW 
là khối lượng phân tử betacyanin (550 g/mol). V và 
DF lần lượt là thể tích dung môi (mL) và hệ số pha 
loãng. ε = 65000 L/mol. L là chiều dày cuvette thạch 
anh (1 cm) và W là khối lượng mẫu bột nguyên liệu 
(1,0 g).  

Ngoài ra, để đánh giá độ bền của betacyanin 
trong dịch chiết ethanol, hàm lượng betacyanin 
trong các dung dịch chiết cũng được phân tích sau 
24 giờ tại nhiệt độ phòng. 

2.4. Phương pháp thử hoạt tính sinh học  

Dung dịch ethanol chứa betacyanins ở điều kiện 
chiết xuất tốt nhất được cô quay chân không 
(Biolase Biodusty, Co., Ltd, Trung Quốc) để loại bỏ 
dung môi. Cao chiết thô thu được được tiến hành đo 
hoạt tính kháng oxi hóa bằng phương pháp DPPH 
và độc tính tế bào KB (Human epidermic 
carcinoma), ung thư biểu mô.  

2.4.1. Phương pháp DPPH 

Hoạt tính kháng oxi hóa của cao chiết thô được 
xác định dựa trên khả năng ức chế chất 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), chất tạo ra gốc 
tự do thông qua việc làm giảm màu của DPPH và 
được xác định bằng phương pháp đo hấp thu quang 
ở bước sóng 517 nm (Marxen et al., 2007). Đầu tiên, 
dung dịch DPPH 1 mM trong methanol (MeOH) và 
chất thử (cao chiết) được pha trong nước khử ion. 
Trên đĩa 96 giếng, một dãy chất thử ở các nồng độ 
khác nhau được kết hợp với dung dịch DPPH trong 
30 phút ở 37oC. Độ hấp thu quang của DPPH sau 
phản ứng được đọc trên máy quang phổ Biotek ở 
bước sóng 517 nm. Phần trăm bẫy gốc tự do DPPH 
của mẫu thử (SC%) được tính theo công thức (2). 

SC% = (Amẫu trắng - Amẫu thử) × 100/Amẫu trắng     (2) 

EC50 được tính theo giá trị SC tương quan với 
các nồng độ khác nhau của chất thử, thí nghiệm 
được lặp lại 3 lần. Curcumin được sử dụng làm chất 
đối chứng dương và dung dịch DPPH 1 mM trong 
methanol được dùng làm mẫu trắng.  

2.4.2. Phương pháp thử độc tính tế bào 

Dòng tế bào ung thư ở người KB được cung cấp 
bởi ATCC (the American Type Culture Collection). 
Dòng tế bào ung thư nghiên cứu được nuôi cấy trong 
các môi trường nuôi cấy phù hợp có bổ sung thêm 
10% huyết thanh phôi bò (FBS) và các thành phần 
cần thiết khác ở điều kiện tiêu chuẩn (5% CO2; 

37oC; độ ẩm 98%; vô trùng tuyệt đối) (Scudiero, 
1988; Fresney; 1993).  

Thử độc tế bào: 200 µL dung dịch tế bào KB ở 
nồng độ 3x104 tế bào/mL được cho vào đĩa 96 giếng 
trong môi trường DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium) chứa các mẫu thử được pha loãng 
đến nồng độ 256 µg/ml và các nồng độ pha loãng 
thấp hơn. Các giếng được ủ ở 37oC, 5% CO2 trong 
3 ngày. Trong đó, đối chứng dương gồm 200 µL 
dung dịch tế bào 3x104 tế bào/mL và đối chứng âm 
gồm 200 µL môi trường nuôi cấy. Ellipticine 
(Sigma-Aldrich) được dùng làm chất đối chiếu. Sau 
3 ngày nuôi cấy; tế bào được ủ với 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT, Sigma-Aldrich) 0,2 mg/mL ở 37oC 
trong 4 giờ; loại bỏ môi trường, thêm 100 µL 
dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich), lắc đều 
và đo hấp thu quang ở bước sóng 540 nm. Phần trăm 
ức chế sự phát triển của tế bào (Growth inhibition) 
được tính theo công thức (3). 

𝐼𝐼𝐼𝐼(%) =
𝐴𝐴𝑀𝑀ẫ𝑢𝑢 𝑡𝑡ℎử−𝐴𝐴Đố𝑖𝑖 𝑐𝑐ℎứ𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑑𝑑ươ𝑛𝑛𝑛𝑛

𝐴𝐴Đố𝑖𝑖 𝑐𝑐ℎứ𝑛𝑛𝑛𝑛 â𝑚𝑚−𝐴𝐴Đố𝑖𝑖 𝑐𝑐ℎứ𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑑𝑑ươ𝑛𝑛𝑛𝑛
× 100    (3) 

Giá trị IC50 được tính dựa trên kết quả số liệu 
phần trăm kìm hãm sự phát triển của tế bào. 

Đồ thị và dữ liệu thu thập trong nghiên cứu được 
xử lý bằng phần mềm Origin version 2019b.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Ảnh hưởng của các yếu tố đến hiệu suất 

chiết betacyanin từ bột nguyên liệu 
3.1.1. Nồng độ ethanol 

Dựa vào đặc tính phân cực trong cấu trúc của các 
betalain mà các dung môi phân cực như nước, 
methanol, ethanol, và hỗn hợp của các dung môi đã 
được sử dụng để chiết xuất betalain (Silva et al., 
2020). Các nghiên cứu chỉ ra rằng các dung môi 
dung môi nước cho thấy khả năng chiết hiệu quả 
betacyanin từ rau dền đỏ, rễ củ cải đỏ, quả lê, quả 
thanh long ruột đỏ (Prakash-Maran et al., 2013; 
Ramli et al., 2014; Das et al., 2019 ). Đối với các 
nguyên liệu chứa hàm lượng carbohydrate hòa tan 
cao như vỏ thanh long (khoảng 19-33%), việc sử 
dụng nước làm dung môi chiết có thể gây khó khăn 
cho quá trình tinh chế betalain do độ nhớt cao của 
dung dịch sau khi chiết (Fathordoobady et al., 2016, 
Tripathi et al., 2023). Mặt khác, so với methanol và 
ethyl acetate thì dung môi ethanol có nhiều ưu điểm 
trong việc chiết betalain như độc tính thấp, ít bay 
hơi, rẻ tiền, và ngăn cản sự hòa tan các carbohydrate 
từ nguyên liệu (Sanchez-Gonzalez et al., 2013; Das 
et al., 2019). Tuy nhiên, betacyanin trong ethanol thì 
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kém bền hơn so với trong nước. Do đó, để hạn chế 
sự hòa tan của các carbohydrate và bền hóa chất 
chiết betacyanin, hỗn hợp ethanol/nước đã được sử 

dụng để chiết xuất betacyanin từ bột nguyên liệu 
trong nghiên cứu này. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của nồng đồ ethanol lên độ hấp thu quang A (a) và hiệu quả chiết betacyanin (b)  
([ethanol] = 20÷90 % (v/v), R/L=1/20 (g/mL), t = 30 phút, T = 33oC, pH = 6.8) 

Để xem xét ảnh hưởng của hàm lượng ethanol 
đến hiệu suất chiết xuất betacyanin từ bột vật liệu, 
nồng độ ethanol tăng từ 20% đến 90% (v/v). Hỗn 
hợp phản ứng chiết được siêu âm trong 30 phút, tỷ 
lệ rắn lỏng là 1/20 g/L tại nhiệt độ 33oC. Kết quả 
Hình 3(a) đã xác nhận rằng thành phần betalain 
chính trong vỏ thanh long là betacyanin, điều này 
được thể hiện qua độ hấp thu cực đại A của dung 
dịch chiết ở 532 nm (Tran & Do, 2019). Ngoài ra, 
sự suy giảm độ hấp thu A của dịch chiết cũng cho 
thấy sự suy giảm hiệu quả chiết betacyanin khi tăng 
nồng độ ethanol. Cụ thể, Hình 3(b) cho thấy rằng 
hàm lượng betacyanin giảm từ 0,279 xuống 0,033 
mg/g khi tăng nồng độ ethanol từ 20 đến 90% (v/v). 
Kết quả này là tương đồng với các kết quả nghiên 
cứu trước đây về hiệu quả chiết betalain bởi nước tốt 

hơn ethanol (Gonzalez et al., 2013; Das et al., 2019). 
Mặt khác, ảnh hưởng của ethanol đến sự bền của 
betacyanin trong các dịch chiết cũng được quan sát 
trong 24 giờ tại nhiệt độ phòng. Ở Hình 4, phần trăm 
phân hủy betacyanin trong dịch chiết tăng đáng kể 
từ 29,7% đến 57,8% khi tăng nồng độ ethanol. Kết 
quả này được cho là sự thân hạch của phân tử 
ethanol tấn công vào liên kết aldimine (N=CH) làm 
giảm độ bền của betacyanin (Das et al., 2019). Mặc 
dù các dung dịch ở 20 và 40 % (v/v) ethanol cho 
thấy hiệu quả chiết và sự bền betacyanin cao hơn so 
với các nồng độ khác nhưng độ nhớt cao của các 
dung dịch này cũng được quan sát. Do đó, 40% (v/v) 
ethanol được xem là nồng độ tốt nhất cho sự chiết 
betacyanin từ bột vật liệu.     
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Hình 4. Hình ảnh màu dịch chiết betacyanin ban đầu (a), sau 24 giờ (b), và ảnh hưởng của nồng độ 

ethanol đến phần trăm phân hủy màu betacyanin sau 24 giờ (c) 
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3.1.2. Loại acid và pH 

Một số nghiên cứu cho thấy rằng sự hiện diện 
của các acid hữu cơ có thể làm tăng hiệu quả chiết 
các betalain do sự bền của chúng, và hòa tan của 
carbohydrate phụ thuộc nhiều vào giá trị pH của 
dung dịch chiết cũng như sự tương tác giữa acid hữu 
cơ với chất chiết (Linh và ctv., 2019; Castro-
Enríquez et al., 2020; ). Do đó, citric acid (pKa = 
3,15; 4,78; và 6,40 tại 25oC) và ascorbic acid (pKa = 
4,17 tại 25oC) đã được sử dụng để xem xét ảnh 
hưởng của pH đến hiệu suất chiết và sự bền màu của 
betacyanin (Sinko et al, 2006). Nồng độ ethanol và 
các acid được cố định lần lượt tại 40% (v/v) và 0,01 

mol/L. Giá trị pH của dung dịch chiết được thay đổi 
từ 2 đến 10. Quá trình chiết sẽ được tiến hành siêu 
âm trong 30 phút tại 33oC với tỷ lệ rắn lỏng 1/20 
g/mL. Kết quả ở Hình 5 cho thấy ảnh hưởng của pH 
với sự hiện diện của citric acid đến hiệu suất chiết 
và độ bền betacyanin so với ethanol ở cùng điều kiện 
(0,236 mg/g). Cụ thể, hiệu quả chiết betacyanin tăng 
nhẹ từ 0,323 mg/g đến 0,364 mg/g trong khoảng  pH 
từ 2 đến 8 và sau đó giảm còn 0,290 mg/g tại pH 10. 
Tuy nhiên, sự phân hủy betacyanin trong dịch chiết 
từ 23,6 đến 43,4% cũng được quan sát ở nồng độ pH 
cao. Điều này được cho là do sự thủy phân 
betacyanin trong dung dịch kiềm (phương trình (4)) 
(Silva et al. 2022). 
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Hình 5. Ảnh hưởng của pH đến hiệu quả chiết (a) và phần trăm phân hủy betacyanin ((b)&(c)) có sự 
hiện diện citric acid  

([Ethanol] = 40% (v/v), [Citric acid] = 0,01 mol/L, pH = 2÷10, R/L = 20 g/mL, T = 33oC, t = 30 phút) 
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Trong khi đó, sự hiện diện của ascorbic acid 
trong dịch chiết đã làm tăng đáng kể hiệu quả chiết 
và độ bền của betacyanin và cao hơn so với citric 
acid (Hình 6). Cụ thể, hiệu quả chiết betacyanin đạt 
giá trị cao nhất tại pH 2 với 0,416 mg/g và giảm nhẹ 
còn 0,387 mg/g khi tiếp tục tăng pH. Điểm nổi bật 
là phần trăm phân hủy màu betacyanin chỉ nằm 
trong khoảng 4,2 đến 11,1%.  Kết quả này có thể là 
do sự tương tác của ascorbic acid với betacyanin 

thông qua liên kết hydrogen và ngăn cản sự phân 
hủy betacyanin theo phương trình (4). Ngoài ra, hoạt 
tính kháng oxi hóa của ascorbic acid cũng góp phần 
đáng kể làm tăng độ bền màu của betacyanin trong 
dịch chiết (Azeredo, 2009; Khan & Giridhar, 2014). 
Như vậy, pH 2 được chọn là điều kiện tốt nhất cho 
sự chiết betacyanin với sự hiện diện của ascorbic 
acid. 
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Hình 6. Ảnh hưởng của pH đến hiệu quả chiết (a) và tính bền của betacyanin ((b)&(c)) có sự hiện diện 
của ascorbic acid  

([Ethanol] = 40% (v/v), [Ascorbic acid] = 0,01 mol/L, pH = 2÷10, R/L = 20 g/mL, T = 33oC, t = 30 phút) 

3.1.3. Nồng độ của ascorbic acid 

Để khảo sát ảnh hưởng của nồng độ ascorbic 
acid đến hiệu quả chiết betacyanin từ bột vật liệu, 
nồng độ của ascorbic acid được thay đổi từ 0,001 
đến 0,1 mol/L với sự cố định pH của dung dịch tại 
2, tỷ lệ rắn lỏng 1/20 g/mL, nhiệt độ 33oC và thời 
gian siêu âm 30 phút. Ở Hình 7(a), hiệu quả chiết 
betacyanin tăng mạnh từ 0,375 mg/g đến 0,446 mg/g 
khi tăng nồng độ ascorbic acid từ 0,001 đến 0,005 

mol/L và sau đó giảm nhẹ đến 0,402 mg/g khi tiếp 
tục tăng nồng độ acid. Như vậy, việc tăng nồng độ 
acid quá cao có thể ngăn cản sự truyền khối của 
betacyanin vào dung dịch chiết và làm giảm sự 
chiết. Kết quả kiểm tra sự bền màu betacyanin sau 
24 giờ cho thấy rằng việc tăng nồng độ ascorbic acid 
trong dung dịch chiết sẽ làm giảm sự phân hủy của 
betacyanin từ 14,3% xuống còn 3,4% (Hình 7(b)). 
Dựa vào kết quả đạt được, nồng độ ascorbic acid tốt 
nhất được chọn là 0,005 mol/L. 
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Hình 7. Ảnh hưởng nồng độ của Ascorbic acid đến hiệu quả chiết (a) và phần trăm phân hủy 
betacyanin (b)  

([Ethanol] = 40% (v/v), [Ascorbic acid] = 0,001÷0,050 mol/L, pH = 2, R/L = 20 g/mL, T = 33oC, t = 30 phút) 

3.1.4 Nhiệt độ chiết  
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Hình 8. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hiệu quả 
chiết và tính bền của betacyanin ([Ethanol] = 

40% (v/v), [Ascorbic acid] = 0,005 mol/L, pH =2, 
R/L = 20 g/mL, T = 33÷60oC, t = 30 phút) 

Nhìn chung, khi tăng nhiệt độ có thể làm tăng 
hiệu quả chiết các hợp chất từ vật liệu do tăng tốc độ 
truyền khối và giảm độ nhớt của dung môi chiết (Al-
Dhabi, 2017). Tuy nhiên, ở nhiệt độ cao, các hợp 
chất hữu cơ như betacyanin có thể bị phân hủy dẫn 
đến sự mất màu, và giảm hoạt tính của chúng 
(phương trình (4)).  Ngoài ra, việc tăng nhiệt độ quá 
cao cũng làm giảm hiệu ứng tạo bọt của sóng siêu 
âm dẫn đến giảm hiệu suất chiết các hợp chất. Do 
đó, nhiệt độ đánh siêu âm sẽ được thực hiện ở nhiệt 
độ từ 33 đến 60oC. Các thông số chiết như nồng độ 
ethanol, nồng độ ascorbic acid, giá trị pH, tỷ lệ rắn 
lỏng, và thời gian siêu âm sẽ được cố định lần lượt 
tại 40% (v/v), 0,005 mol/L, 2, 1/20 g/mL, và 30 
phút. Kết quả ở Hình 8 cho thấy rằng 40oC là nhiệt 

độ tốt nhất cho sự chiết betacyanin dưới điều kiện 
siêu âm với hiệu quả chiết là 0,461 mg/g.  

3.1.5 Thời gian chiết  
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Hình 9. Ảnh hưởng của thời gian độ đến hiệu 

quả chiết ([Ethnaol] = 40% (v/v), [Ascorbic acid] 
= 0,005 mol/L, pH = 2, R/L = 20 g/mL, T = 40oC, t 

= 10÷ 40 phút) 

Để tìm thời gian siêu âm tốt nhất cho hiệu suất 
chiết betacyanin, thời gian siêu âm sẽ được tiến hành 
từ 20 đến 60 phút tại 40oC tại 40% (v/v) ethanol, 
0,005 mol/L ascorbic acid, pH 2, 1/20 g/mL tỷ lệ rắn 
lỏng. Ở Hình 9, 20 phút là thời gian siêu âm tốt nhất 
với hiệu quả chiết đạt 0,472 mg/g và việc kéo dài 
thời gian làm giảm hiệu quả chiết còn 0,425 mg/g 
sau 60 phút. Kết quả này được cho là tăng hiệu ứng 
xâm thực của dung môi được gây ra bởi sóng siêu 
âm do tăng sự hydrat hóa, phân mảnh và hình thành 
lỗ nhỏ trên mô thực vật khi kéo dài thời gian siêu âm 
(Silva et al., 2020), từ đó làm tăng sự phân tán chất 
tan vào dung dịch chiết. Tuy nhiên, việc tiếp xúc 
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nhiệt và năng lượng trong thời gian dài có thể dẫn 
đến sự phân hủy betacyanin.  

3.1.6 Ảnh hưởng của tỷ lệ rắn – lỏng 

Lượng dung môi chiết ảnh hưởng đến tốc độ 
truyền khối của hợp chất vào dung dịch chiết. Ở tỉ lệ 
dung môi thấp, độ nhớt của dung dịch cao, điều này 
gây khó khăn hơn cho hiệu ứng xâm thực do áp suất 
siêu âm trong chu trình phải vượt qua lực kết dính 
mạnh hơn trong dung dịch có độ nhớt cao. Sự chênh 
lệch nồng độ cao hơn của chất tan làm tăng độ 
khuếch tán và độ hòa tan của chất tan trong dung 
môi làm tăng thêm quá trình chiết. Ở mức dung môi 
cao, cường độ siêu âm tác động lên nền sản phẩm 
phụ cao hơn gây ra hiệu ứng phân mảnh, xói mòn và 
hình thành lỗ chân lông nhiều hơn, do đó làm tăng 
năng suất. Sự gia tăng diện tích tiếp xúc giữa vật liệu 
và dung môi cũng có thể làm tăng hiệu suất chiết 
(Maran & Priya, 2014). Tuy nhiên, việc sử dụng 
lượng lớn dung môi cũng đồng thời làm tăng chi phí 
cho quá trình thu hồi. Do đó, ảnh hưởng của tỷ lệ vật 
liệu và dung dịch chiết được khảo sát từ 1/10 đến 
1/40 g/mL. Các thông số chiết được cố định tại 40 
% (v/v) ethanol, 0,005 mol/L ascorbic acid, pH 2, 
40oC và 20 phút. Kết quả Hình 10 cho thấy rằng 
lượng dung môi tăng làm tăng đáng kể hiệu quả 
chiết betacyanin từ 0,140 đến 0,472 mg/g khi tỷ lệ 
tăng từ 1/10 đến 1/20 g/mL , tiếp tục tăng lượng 
dung môi thì hiệu quả chiết dao động không tăng 
đáng kể (khoảng 0,021 mg/g). Do đó, tỷ lệ rắn lỏng 
1/20 g/mL được chọn là điều kiện tốt nhất cho sự 
chiết betacyanin.  

Từ các kết quả đạt được, điều kiện tốt nhất chiết 
betacyanins từ bột vỏ thanh long bởi dung dịch 
ethanol với sự hỗ trợ của sóng siêu âm là 40% (v/v) 
ethanol, 0,005 mol/L ascorbic acid, pH 2, tỷ lệ rắn 
lỏng 1/20 g/mL, nhiệt độ 40oC và thời gian siêu âm 
là 20 phút. Trong điều kiện tốt nhất, hàm lượng chiết 
xuất betacyanins đạt được là 0,472 mg/g. Như vậy, 
phương pháp siêu âm cho thấy có sự rút ngắn thời 
gian chiết đáng kể, giảm tiêu thụ năng lượng, và sự 
phân hủy hợp chất màu betacyanins sau khi chiết 
bằng cách sử dụng ascorbic acid ở nồng độ thích 
hợp. Do đó, dung dịch ethanol chứa betacyanins sau 
khi chiết ở điều kiện tốt nhất được cô quay chân 

không để thu được cao chiết và đánh giá hoạt tính 
sinh học.   
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Hình 10. Ảnh hưởng của tỷ lệ rắn/lỏng đến hiệu 
quả chiết betacyanins (pH = 2, [Ascorbic acid] = 

0,005 mol/L, [Ethanol] = 40% (v/v), R/L = 
1/10÷1/40 g/mL, T = 40oC, t = 20 phút) 

3.2 Hoạt tính sinh học của dịch chiết 
betacyanins 

Vì hoạt tính sinh học của betacyanins phụ thuộc 
vào nguồn nguyên liệu và phương pháp chiết xuất 
nên trong nghiên cứu này, hoạt tính kháng oxi hóa 
của cao chiết chứa betacyanin dưới điều kiện chiết 
siêu âm tốt nhất đã được xác định. Ngoài ra, hoạt 
tính gây độc tế bào ung thư biểu mô KB cũng được 
kiểm tra, đây là hoạt tính sinh học ít được công bố 
trước đây. Kết quả đo hoạt tính kháng oxi hóa và độc 
tính tế bào KB của cao chiết từ vỏ quả thanh long ở 
các nồng độ khác nhau được trình bày ở Bảng 1 và 
Bảng 2. Mặc dù, khi tăng nồng độ của dịch chiết thì 
hoạt tính kháng oxi hóa của dịch chiết (EC50 > 250 
µg/mL) tăng nhưng thấp hơn so với chất đối chứng 
là curcumin (EC50 = 7,64 ± 0,50 µg/ml). Kết quả này 
là tương tự với tài liệu được báo cáo trước đây về 
hoạt tính kháng oxi hóa yếu của dịch chiết từ quả 
thanh long với sự hỗ trợ của siêu âm 
(Thirugnanasambandham & Sivakumar, 2017). 
Tương tự, hoạt tính gây độc tế bào KB của dịch chiết 
cũng cho thấy hoạt tính yếu với IC50 > 256 µg/mL 
so với chất tham chiếu Ellipticine với IC50 = 0,43 ± 
0,02 µg/mL. Như vậy, với hoạt tính kháng oxi hóa 
và độc tính tế bào của dịch chiết vỏ quả thanh long, 
các nghiên cứu sâu hơn là cần thiết để đánh giá toàn 
diện hoạt tính sinh học của từ vỏ quả này và hướng 
tới các ứng dụng thực tế.   
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Bảng 1. Kết quả đánh giá hoạt tính kháng oxy 
hóa 

Mẫu Nồng độ thử 
(µg/mL) 

%Bắt giữ 
gốc tự do 

Giá trị EC50 

(µg/mL) 

Dịch chiết 
từ vỏ thanh 
long 

256 
64 
16 

4 

20 
0 
0 
0 

>256 

Curcumin 
(Chất tham 
chiếu) 

32 
8 
2 

0,5 

95 
52 
19 

7 

7,64 ± 0,5 

Bảng 2. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào 
ung thư biểu bì KB  

Mẫu Nồng độ 
(µg/mL) 

Phần trăm ức chế 
dòng tế bào KB (%) 

Dịch chiết từ vỏ 
thanh long 

256 23 
64 13 
16 10 

4 2 
IC50 >256 

Ellipticine 
(Chất tham 
chiếu) 

IC50 
(µg/mL) 0,43 ± 0,02 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu chiết xuất betacyanin từ vỏ thanh 
long ruột trắng (Hylocereus undatus) bằng dung 
dịch ethanol kết hợp với đánh siêu âm đã thực hiện. 
Ảnh hưởng của các thông số chiết như nồng độ 
ethanol, loại acid hữu cơ, nồng độ acid, pH, thời 
gian, nhiệt độ, tỷ lệ rắn lỏng đến hiệu quả chiết xuất 
và sự bền màu betacyanin trong dung dịch sau khi 
chiết cũng đã được khảo sát. Việc thêm các acid hữu 
cơ vào dung dịch chiết đã làm tăng đáng kể sự bền 
màu của betacyanin so với chỉ dùng dung dịch 
ethanol; trong đó, ascorbic acid cho thấy hiệu quả 
bền màu tốt hơn citric acid. Điều kiện chiết xuất tốt 
nhất được xác định là 40% (v/v) ethanol, 0,005 
mol/L ascorbic acid, pH 2, 1/20 g/mL tỷ lệ rắn lỏng, 
40oC với  20 phút thời gian siêu âm. Hàm lượng 
chiết betacyanin dưới điều kiện tốt nhất là 0,472 mg 
betacyanin/g bột vỏ nguyên liệu. Cao chiết chứa 
betacyanin thu được cũng cho thấy có hoạt tính 
kháng oxi hóa theo phương pháp DPPH và độc tính 
trên tế bào biểu mô KB. Kết quả nghiên cứu xác 
nhận rằng khả năng thu hồi betacyanin từ vỏ thanh 
long bằng ethanol với sự hỗ trợ siêu âm là đạt được 
với hiệu suất cao. Betacyanin thu được có thể sử 
dụng như một phụ gia màu trong nhiều lĩnh vực khác 
nhau như thực phẩm, dược phẩm và vật liệu. Hơn 
nữa, việc tận dụng nguồn nguyên liệu phế phẩm như 
vỏ thanh long có thể mang lại lợi ích kinh tế cũng 
như môi trường.   
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