126

Ngd Thi Minh Phwong

TOI UU HOA QUA TRINH CHIET XUAT MOT SO HQP CHAT CO HOAT TiNH
SINH HQC TRONG HAI SAM (HOLOTHURIA SCABRA)

OPTIMIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM
SEA CUCUMBERS (HOLOTHURIA SCABRA)

Ng6 Thi Minh Phuong”
Truong Pai hoc Sw pham Ky thudt - Dai hoc Pa Nc%ng1

*T4c gia lién hé: ntmphuong@ute.udn.vn
(Nhan bai: 07/9/2022; Chép nhén dang: 26/10/2022)

Tém tit - Bai b4o ndy nghién ctru tdi wu hda qué trinh chiét xuét
v6i su hd tro cia song siéu 4m dé chiét xuat mot sb hop chét co
hoat tinh sinh hoc trong héi sam béng cach thiét ké thi nghiém va
tinh toan trén phan mém Design expert (phién ban 7.1 Trial, Stat-
Easelnc., Minneapolis, USA). Két qua cho thiy, nhiét d6 va thoi
gian siéu am co anh hudng dén qua trinh chiét xuit. Didu kién tbi
vu dé chiét xut 1a nhiét do 51,9°C; Thoi gian 38,97 phut va ham
luong flavonoid, phenolic va saponin thu dugc tir hai sam twong
tmg la 5,02 mg GAE/g; 1,48 mg RE/g; 0,36 mg DE/g. Két qua
nay cho thdy, tiém nang trong viée chiét xuit voi sy hd tro cua
song siéu 4m dé san xuét hop chét hoat tinh sinh hoc tir hai sim
nham mg dung trong y hoc va thyc phdm chirc ning.

Tir khoa - Flavonoid; hai sam; phenolic; saponin; t6i wu hoa

1. Pit van dé

Trong nhimg nam gan day, Viét Nam c6 c4c cong trinh
khoa hoc nghién ctru v& sinh vat bién, mot trong cac xu huéng
méi mé ra 1a tim kiém céc hop chét thién nhién c¢6 hoat tinh
sinh hoc cao tir sinh vét bién. Tir d6 nghién ctru thanh phan,
cu tric va tong hop nén cac hop chét co gia tri y hoc cao [1].

Trong su da dang cua sinh vat bién thi hai sim 1a mot
trong nhitng loai nhan dugc sy quan tam dac biét cua cac
nha khoa hoc trong va ngoai nudc. O Viét Nam va cac quic
gia ven bién Thai Binh Duong hai sim khong nhimg c6 gia
trj am thyc ma con mang gié tri y hoc. Nhiéu loai c6 cac c¢6
hoat tinh sinh hoc dugc sur dung dé ché tao cac duge pham
tri hen suy@n, thdp khép, chét diéu tri ung thu... Dic biét,
cadc mon an tur hai sam cé gia tri dinh dudng rat 16n, dac
biét trong viéc tri cac chimg bénh vé sinh 1y [2].

Theo cac nghién ctru trudc cho thay, trong hai saim chira
mdt lugng cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc nhu phenolic,
flavonoid, saponin... Cac hop chét nay thé hién cac hoat
dong duoc hoc vo cung phong phti da dang nhu chdng ung
thu, khang sinh, khang viém, khang virus, chdng oxy hoa, ..
[3-5]. Hién nay, cac nghién ctru, danh gia ciing nhu v ing dung
cac hoat tinh sinh hoc cua hai sam ¢ Viét Nam van con rat
khiém tén, chua tan dung dugc hét ngudn tai nguyén bién
quy gla ndy. Song siéu dm co tac dung lam tang su hoa tan
clia chat tan vao dung moi va tang qué trinh khuyech tan chét
tan. Song siéu &m cuong dg cao cling co thé phd v cau triic
té bao, thac day qua trinh chiét. Uu diém cua phuong phap
chiét xut voi sy hd tro ciia siéu am la rat ngan dang ké thoi
gian chlet, 6 thé ap dung duogc cho hau hét cac loai dung
modi c6 d6 phan cuc khac nhau, luong dung méi str dung it,
chi phi thip va giam 6 nhiém moi trudng [6].
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Dé khai thac hiéu qua ngudn tai nguyén quy nay, viéc
nghién ciru tach chiét cac hoat chét sinh hoc tir hai sam 1a rat
can thiét va ciing 13 1i do chon dé tai “Nghién ciru t6i uu hoa
qua trinh chiét xuét mot sd hop chét c6 hoat tinh sinh hoc tir
hai sam”. Nghién ctru thye hién khao sat anh hudng cta nhiét
d6 va thoi gian siéu am dén ham luong cac hop chat co hoat
tinh sinh hoc chtra trong hai sam, ciing nhu ti wu hoa cac diéu
kién thuc nghiém dé c6 dugc hiéu qua chiét xut cao nhét. Tir
do, tao co s cho nhimg nghién ciru tiép theo trong linh vuc
tim kiém nhimg hoat chét c6 thé img dung véo trong thyc té
cudc sdng dong thoi gdp phan bao ton cac loai quy hiém, cac
loai c6 vai tro quan trong dbi v6i hé sinh vat bién.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru
2.1. Vit liéu va chudn bi méu
2.1.1. Nguyén liéu

_ Hai sm c6 t€n khoa hoc 1a Holothuria scabra c6 ngudn
goc 6 Cam Ranh, Khanh Hoa. Sau khi thu nhén, dwa vé phong
thi nghiém, lam sqch va sﬁy kho ¢ 60°C dén d6 am cudi cung
12 6%, sau d6 nghién min dén kich thuéc khoang 0,2 —0,5mm.
Sau do, bao quan bot trong lo kin ¢ nhiét do phong.
2.2. Phuwong phdp nghién cieu
2.2.1. Thi ng~hiém chiét xudt mét sé chit cé hoat tinh sinh
hoc co su ho trg cua song siéu am

Céc thi nghiém cta qu trinh chiét xuat dudi tac dung

cua song siéu am dugc thuc hién trong bé si€éu am
(WUC.D2211, Daihan, Han Quéc) v6i cong suit 528W,
tan s siéu am 40kHz.

Theo mdt sb tai liéu tham khao, c6 thé sir dung céc dung
moi ethanol:nudc; methanol:nudc; isopropyl alcohol: nuédc;
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methanol:acetone; isopropyl alcohol:acetone dé chiét xuat
mot sb hop chit co6 hoat tinh sinh hoc nhu phenolic,
flavonoid, saponin. Trong d6, dung mbi methanol:nude cat
cho két qua tot nhat va thuong dugc st dung [6, 7].

..

Hinh 1. Thiét bj siéu am

Trong mdi thi nghiém, 5g hai sdm dugc phéi tron voi
dung m6i methanol:nu6e cat (methanol:nude cat voi ti 1¢
3:1) véi ti 1¢ nguyén li¢u:dung moéi la 1:20 (g/ml). Tién
hanh chiét ¢ cac khoang nhiét do 40°C, 50°C, 60°C, 70°C
va thoi gian 20 phut, 30 phut, 40 phit va 50 phit, mirc nang
luong siéu am dugc co dinh 1a 60%. Sau khi chiét, mau
duoc lam ngudi trong bé nude da trong 5 phut va sau do ly
tam voi toc do 6000 vong/phut trong 10 phit d€ thu dich
chiét. Sau do, dich chiét fiuoc loc qua Whatman s6 1 va
loai b6 dung mdi bang thiét bi ¢6 quay chan khong ¢ 40°C.
Dich chiét dugce bao quan trong lo thuy tinh ¢ 4°C d¢€ phan
tich ham lugng mot sO hop chat cé hoat tinh sinh hoc [8].

Thi nghiém khdo sat don bién ctia qua trinh chiét xuéiNt
mot so0 hgp chat ¢6 hoat tinh sinh hoc tir hai sam cé sy ho
tro cua song siéu am

Nguyén liéu duoc xu li dua vao thuc hién qua trinh
chiét xuat dudi tac dung cua song si€u am, sy anh hudng
cua thoi gian siéu ém va nhiét d6 siéu am dugc nghién ctu
bdi khao sat don bién nhu sau:

- Khao sat anh huong cia nhiét d6 siéu am: Yéu 6 ¢b dinh
1a thoi gian si€u am 1a 30 phat, ti 1¢ nguyén li€u:dung méi 1a
1:20, mure nang luong siéu am 1a 60%. Thi nghiém duoc bo
tri khao sat & 4 moc nhiét do: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C.

- Khao sat anh huong cua thoi gian siéu am: Yéu t6 ¢b dinh
1a nhiét d9 siéu am 1a 500C, ti 1§ nguyén li¢u:dung moi 1a 1:20,
mure nang luong siéu am 1a 60%. Thi nghiém dugc bo tri khéo
sat & 4 moc thoi gian: 20 phit, 30 phdt, 40 pht va 50 phut.

Anh huong ciia timg yéu t6 duge danh gia bang cach
xac dinh ham lIugng phenolic, flavonoid va saponin.

Tbi wu hoa qué trinh chiét xuj?it mot $6 hop chét co hoat
tinh sinh hoc tir hai sdm c6 sy ho trg cia song si€u am

Bai toan dit ra 1a toi wu hoa bang thuc nghiém qua trinh
chiét tach phenolic, flavonoid va saponin c6 dang nhu sau:

Ymax = Y(x1, x2)

Y: ham luong phenolic, flavonoid va saponin thu nhéan;

x1: Nhiét d6 chiét; x2: Thoi gian chiét;.

Chon phuong an quy hoach truc giao cAp 2 TYT 2k

M6 ta toan hoc duoc biéu dién nhu sau:

Y = b0 + blx1 + b2x2+ b12x1x2 + b11x12 + b22x22

Trong d6: b1, b2 1a cdc h¢ s6 bac 1 vabl21ahé sb twong
tac gilra tirng cap yeu to; bl1, b22, 1a cac hé so bac hai.

S thi nghiém tién hanh: 2k + 2k + n0

k: s6 yéu t6 anh huong, ¢ day k =2

2k 1a s6 thi nghiém ctia quy hoach truc giao cip 1

2k 1a s6 thi nghiém tai cac diém sao

- np & s6 thi nghiém tai tam, chon ng = 3;

- Nhu vay s6 thi nghiém can thyc hién 1a N = 11.

Thiét ké ma tran thi nghiém va téi wu hoa cac diéu kign
chiét tach bang phan mém Design expert 7.1.

2.2.2. Phirong phdp xdc dinh ham heong phenolic tong

- Nguyén tic: Tong ham luong phenolic dugc xac dinh bang
cach str dung thuoc thir Folin-Ciocalteu [9, 10]. Trong thanh
phén thudc thir Folin-Ciocalteu co phuc hop phospho-wolfram-
phosphomolydat. Phuc hop nay s& bi khir boi cac hop chat
polyphenol tao thanh san pham san tng mau xanh tham.

- Céch tién hanh: P& xac dinh tong ham luong phenolic,
ta ticn hanh lay 0,5 ml dich chict (50 mg / ml) dugc thém
vao 2,5 ml thuée thir Folin-Ciocalteu 10% va 1,25 ml natri
cachonat 20% cho vao 6ng nghiém va day kin. Ong nghi¢m
duoc lac déu va i ¢ nhiét do moi truong (28°C) trong 40
phut. Do hap thu cua hon hop sau d6 duge do ¢ budce song
725 nm trong may quang pho.

Tong ham luong phenolic cua dich chiét dugc tinh toan tir
mot phuong trinh thu duoc tir duong chuan dugc tao ra VaGi
dung dich acid gallic hoa tan trong metanol va dugc biéu thi
bang duong lugng axit gallic (GAE) trén mot gam chat kho.

cxXV
m

Trong d6:

P: tong ham luong cua cac hop chat phenolic (mg GAE/g);

¢: ndng do cua acid gallic duong luong tir duong chuan (Lg/g);

V: thé tich dich chiét (ml);

m: khéi luong chat kho cé trong V (g).

2.2.3. Phuong phap xdc dinh ham lugng flavonoid
_ -Nguyén tac: Tong ham lugng flavonoid dugc xac dinh
bang cach su dung xét nghiém so mau nhém clorua [9,11].

- Cz"ach tién hanh: Tong ham luong flavonoid dugc thuc
hién bang cach thém 0,5 ml dich chiet (50 mg/ml) vao
0,3 ml NaNO (5%) trong mot 6ng nghiém dugc day kin
va lac deu. Sau khi u trong 5 phut; 0,3 ml AICIs(10%) duoc
thém vao 6ng nghiém va tiep tuc u trong 1 phuat. Khoang 2
ml NaOH (1M) va 1.4 ml nuéc cét dugc thém vao hon hop
va lac déu trudce khi do do hap thu & budc séng 510 nm
trong may quang pho.

Tong ham lugng flavonoid doi voi mdi dich chiét dugc
tinh todn tir phuong trinh thu dugc tir duong chuan duoc
tao ra vei dung dich rutin hoa tan trong metanol, trong d6
Tong ham lugng flavonoid dugc bicu thi bang duong luong
rutin (RE) trén mot gam chat khé.

Ham luong flavonoid trong rutin duong lugong duoc
tinh theo cong thurc sau:

cxXV

F=
m
Trong d6:
F: tong ham lugng ctia cac hop chét flavonoid (mg QE/g);

¢: ndng do ciia quercetin dwong lrong tir dudng chuan (Lg/g);
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V: thé tich dich chiét (ml);

m: khéi lwong chit kho c6 trong V (g).

2.2.4. Phuong phap xdc dinh ham lwong saponin

- Nguyén téc:»Téng ham lugng saponin duoc xac dinh
theo nhiing stra doi nho doi voi phuong phap do lugng axit
vanilin-sulfuric [9, 12].

- Cach tién hanh: D'é xéc dinh tong ham lugng saponin,
ta tien hanh cho vao ong nghiém 0,25 ml dich chiet (50
mg/ml); 0,25 ml thuoc thwr vanilin (8%) va 0,25 ml H2SO4
72% trong 6ng nghiém duoc day Kin.

- Ong nghiém duoc lic déu va dun trén n(j)i cach thay
nong duy tri ¢ 60°C. Sau 10 phdt, hon hop mau duoc lam
lanh trong nugc da lanh trong 4 phut, sau do, do do hap thu
& budc séng 544 nm, sir dung may quang pho. Ham luong
saponin duoc tinh toan tir phuong trinh thu duoc tir duong
chuan duoc tao ra véi dung dich diosgenin hoa tan trong
metanol va tong ham luong saponin dugc biéu thi bang
duong lugng diosgenin (DE) trén gam chat kho.

Ham lugng saponin trong duong luong diosgenin dugc
tinh theo cong thuc sau:

cxV
m

S:

Trong do:

S: tng ham lwong cua cac hop chat Saponin (mg DE/g);

¢: ndng do cua diosgenin duong lwong tir duwong chuan (Ug/g):;

V: thé tich dich chiét (ml);

m: khéi luong chat khd cé trong V (g).

2.2.5. Phirong phdp xir Iy s6 liéu

Céc sb liéu thi nghiém duge xu ly bang phan mém
Microsoft Excel 2010 va phan mém thong ké Minitab 18. Két
qua phén tich ANOVA véi do tin cdy 95%, so sanh sy khac
biét c6 y nghia ciia cac s6 liéu biéu dién gia tri trung binh.

3. Két qua va thio luin
3.1. Anh hwéng ciia nhigt dj siéu am dén ham lugng mgt
so hop chat c6 hogt tinh sinh heoc cé trong hdi sdm

Anh hudng cia nhiét d siéu 4m dén ham lugng mot s6
hop ch@t ¢6 hoat tinh sinh hoc trong hai sam duoc biéu dién
& cac do6 thi Hinh 2, Hinh 3 va Hinh 4.

Nhigt do 1a yéu t6 quan trong khdng nhitng anh husng toi
hiéu suat chict ma con anh hudng dén chat luong phenolic.
Nhiét do lam giam do nhp*t cua dung dich, tang toc do tham
thau cua dung mdi vao te bao va tang hiéu suat trich li. Tuy
nhién, chict ¢ nhi¢t do qua cao thi tang chi phi on nhiét va tang
nguy co giam chat lugng cua dich chiet do cac chat c6 hoat
tinh sinh hoc trong dich chiét nhay cam véi yéu t6 nhiét do.

D4 thi & Hinh 2 cho thay, ham lugng phenolic trong hai
sam thu dugc cao nhat khi duoc siéu am & nhiét d6 50°C
va 60°C (voi ham lugng phenolic twong tng la 5,46 va
5,52 mg GAE/g chat khd) va thap nhat khi ¢ 70°C (3,38mg
GAE/g chat kho). Hop chat phenolic c6 xu huéng ngay
cang tang trong thoi gian dau cua qua trinh chiét xuat la do
c6 chénh léch ve nong do cua cac hop chat phenolic giira
dung moi va trong te bao. Nhung khi tang nhiét do siéu am
dén 70°C thi ham luong phenolic giam cé thé do bi phan
hiy ¢ nhiét d6 cao 70°C.
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3.38

H
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N
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Nhiét d¢ siéu am (oC)
Hinh 2. Ank hwéng cia nhiét dg dén ham hrong
phenolic (mg GAE/g) trong hai s&m
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Hinh 3. Anh huong cia nhiét dg dén ham hrong
flavonoid (mg RE/g) trong hdi sam

Tir d6 thi Hinh 3, cd thé thiy ham lwong flavonoid trong
hai sdm tang dan khi nhiét do chiét siéu am tang tir 40°C
dén 50°C. Khi nhiét do chiét tang dén 60-70°C thi ham
luong flanonoid khong ting ma bat dau giam. Tang nhiét
d6 c6 thé day nhanh qua trinh truong né cia nguyén lidu
thd, 1am mém va v& sinh thuc vat, 1am suy yéu tuong tac
phenol-protein va phenol-polysaccharide, ting kha nang
hoa tan cua cac hop chat chiét xuat va téc do khuéch tan
dung méi, va giam do nhét va sic cang bé mat [13]. Két
qua 13, khi nhiét d6 tang dan, su chuyén khéi lwong cua cac
hop chét tir hai sém dwoc cai thién. Nhung dén mot gia tri
nhat dinh, ham luong flavonoid giam dan. C6 thé giai thich,
duéi tac dung cua nhiét do cao thi hop chét phenolic bi
chuyén hoa dong thodi nhiét do cao l1am cho dung méi bay
hoi anh huéng dén hiéu qua chiét phenolic.

0.4 -
£ 0.30 032 0.28
S 03 ' 0.25
Q -
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3T 02
X0
5 W
3E o1
£
T
T o0

a0°c 50°C 60°C 70°C

Nhiét dé khao sét (oC)
Hinh 4. Anh hieéng cia nhiét dg dén ham hrong
saponin (mg DE/g) trong hdi sdm

Két qua & do thi Hinh 4 cho thay ham luong saponin trong
hai sdm cao nhét khi duoc chiét siéu am & nhiét do 50°C (0,32
mg DE/g chét kho) va thap nht khi & 70°C (0,25mg DE/g chit
kh6). Ham lugng saponin ting khi nhiét do siéu am tang tir 40
— 50°C, tuy nhién sau d6 giam xudng dan. Diéu nay c6 thé
duoc giai thich la do trong qué trinh chiét bang dung méi
methanol:nuée, khi tang nhiét d6 lam cho dong hoc cia qué
trinh chiét ciing tang 1én va cac chat dugc chiét ra khoi té bao
t6t hon. Tuy nhién, khi nhiét do cang ting, mot s chat cd thé
bi phan huty, d6ng thoi nong do ciia cac chat c6 mat trong dung
moi chiét ting dan dén bdo hoa va 1am giam kha ning chiét
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tach cac chat. Ngoai ra, ham lugng saponin giam dan khi ting
nhiét do chiét Ién 60°C, 70°C cd thé lién quan dén mirc do bay
hoi ciia dung moi [14].

T nhitng két qua thu dugc, nhiét do hop 1y dé siéu am
nham chiét xuat mot s6 hop chat co hoat tinh sinh hoc tir
hai sdm la 50°C.

3.2. A}lh hwong ciia thoi gian siéu am dén ham lwong
m@t so hop chat co hoat tinh sinh hoc co trong hdi sdm
Anh huéng cta thoi gian siéu am dén ham lugng mot
s0 hop chat c6 hoat tinh sinh hoc trong hai sim dugc bi€u
dién & cac biéu d6 Hinh 5, Hinh 6 va Hinh 7.
5.5

4.96

4.86
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>
3]

Ham lugng Phenolic
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>
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20 30 40 50
Thoi gian siéu Am (phut)
Hinh 5. Anh hudng ciia thoi gian dén ham heong
phenolic (mg GAE/g) trong hdi sam

Két qua ¢ Hinh 5 cho thay ham luong phenolic trong
hai sdm cao khi dugc chiét siéu 4m trong khoang 40 phut
(4,96 mg GAE/g chat kho). Khi kéo dai thoi gian siéu 4m
dén 50 phit thi ham lugng phenolic hau nhu khong ting
(5,04 mg GAE/g chat kho).

Ham luong phenolic ting dan theo thoi gian siéu am.
Theo mét vai nghién ctru cho thdy, thoi gian trich ly qua
dai s& tao diéu kién cho cac phan tng hda hoc xay ra, mot
phan phenolic bi oxy héa, mot phan do phan Gmg phéan hity
nhiét va phan (g tring hop cua cac hop chit phenolic véi
nhau, 1am anh huéng dén chét luong phenolic thu duoc.
Nguoc lai, néu rat ngan thoi gian trich thi ciu triic nguyén
liéu chua kip bi pha v3, lugng phenolic chua dugc trich hét,
lam giam hiéu suét trich ly.

Két qua ¢ dd thi Hinh 6 cho thdy, trong ciing mét diéu
kién, nhung & céc thoi gian chiét khac nhau thi ham luong
flavonoid toan phan thu dugc ciing khac nhau. Thoi gian
siéu 4m cho ham luong flavonoid cao nhat 1a & 40 phit
(1,50mg RE/g chat kho), va thip nhit & 20 phut (0,77mg
RE/g chit kho). Ham luong flavonoid ting dan tir 20 phut
dén 40 phut va giam ¢ 50 phut.

gian siéu 4m, cac hop cht c6 khéi lugng phan tir 1on s& dugc
trich ly ra khoi nguyén li¢u dudi anh hudng ciia dung moi
phén cyc, do d6 ham Iugng flavonoid toan phan thu duoc ciing
tang 1én. Khi dén mot giai doan nhdt dinh, ham lugng
flavonoid toan phan hau nhu khong ting 1én ma c6 xu huéng
giam xudng. Nguyén nhan ciia né ¢6 thé 1a do tac dong ctia
cudng do séng siéu 4m trong thoi gian dai da lam cho mot s6
flavonoid toan phan nhay cam véi song siéu 4m bi phan hiy
[8]. Mat khac, nguyén liéu duge ngdm trong dung méi mot
thoi gian dai s truong nd 1am che 1ap cac khoang trng trong
nguyén liéu, can tré kha nang tham théu ctia dung méi vao
nguyén liéu nén hiéu suat chiét flavonoid toan phan giam.
Diéu nay chimg to rang thoi gian siéu m anh huong dén ham
luong flavonoid nhiéu hon so v6i ham lugng phenolic.

0.4
0.32 0.36°

0.28

o
w

0.22

o
()

o
-

Ham lugng Saponin
(mg DE/g)

0.0
20 30 40 50
Thoi gian siéu Am (phut)
Hinh 7. Anh hieéng ciia thoi gian dén ham lieong
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Két qua & Hinh 7 cho thiy ring, & cac thoi gian chiét
khac nhau thi ham luong saponin thu dugc ciling khac nhau.
Thoi gian siéu am cho ham lwong saponin cao nhét 1 40
phiit (0,34mg DE/g chit kho), va thip nhit ¢ 20 phat
(0,22mg DE/g chét kho). Ham luong saponin ting dan tir
20 phut dén 40 phut va giam & 50 phat. Didu nay co thé
giai thich rang tai thoi diém siéu am 40 phut 1a thoi diém
hoa tan luong chit bido hoa nhidu nhét. Tuy nhién sau do,
céc chat trong nguyén liéu hau nhu da dugc chiét tach va
trong thoi gian dai c¢6 thé bi bay hoi.

T nhitng két qua thu duogc, thoi gian siéu &m hop ly dé
chiét xuat mot sd hop chét co hoat tinh sinh hoc tir hai sim
la 40 phdt.

3.3. Téi wu héa qud trinh chiét xudit mét sé hop chit cé
hoat tinh sinh hoc tir hdi sim

Theo cac nghién ciru khéo sat trude, da chon dugc dung
moi thich hop cho viée chiét xuat mot sd hop chét c6 hoat
tinh sinh hoc tir hai sdm la dung mo6i methanol:nudce (ti 1€
3:1) véi ti 1€ nguyén li€u:dung moi 1a 1:20 (g/ml) va cac

B 2.0 \ ok

g 1.492 diéu kién thi nghiém, cac muc yéu to dugc mo td & Bang 1.

3 : ) ‘

23 15 Bang 1. Cdac mirc ctia yéu to anh huéng

L:n H:J 0.97 1.05 Mite céc véu t

o 1.0 0.77 .z, uc cac yeu to

&g Céc yéu to anh - . - - . -

ERS huong Mutc *| Muac |Muc cosdé| Muc | Muac *

E 05 -o | dudi-1 0 trén+1l | +a

= 0.0 X1, Nhiét @6 (°C) | 64,14 | 60 50 40 35,86
' 20 30 40 50 X2, Thoi gian (phtt) 54,14 | 50 40 30 25,86

Thoi gian siéu 4m (phut)
Hinh 6. Anh hirong ciia thoi gian dén ham lieong
flavonoid (mg RE/g) trong hai sam
Két qua nay co thé dugc giai thich 1a do thoi gian tiép xiic
gilta nguyén liu va dung moi ngan nén chi c6 nhirng hop chat
hitu co c6 kich thudc nhd hoa tan vao dung méi. Khi tang thoi

Thiét ké trén phan mém Design expert 7.1, thu dugc ma
tran thyc nghiém va td chuc thi nghiém thi thu duoc két
qua nhu ¢ Bang 2.

Phan tich phuong sai ANOVA ciia m hinh hdi quy bac
hai d6i véi ham lugng phenolic, thu dugc két qua dugc
trinh bay ¢ Bang 3.
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Bing 2. Ma trdn thic nghiém va két qua thi nghiém (TN)

Thi | Nhiétdd | Thoi gian P F S
nghiém | (°C) (phat) | (mgGAER)| (mg RE/g) | (mgDEE/)
1 -0 0 341 0,95 034
2 552 0,90 0,28
3 0 5,01 1,42 0,36
4 0 +a 4,96 0,93 0,26
5 0 0 4,82 1,56 034
6 +o 0 411 0,89 0,32
7 - + 3,99 0,74 0,16
8 - - 423 074 03
9 0 -0 464 0,87 0,27
10 + + 4,09 053 0,42
11 0 0 5,05 15 0,37

Bing 3. Bing phdn tich hoi quy giita ham lrong phenolic va
cdc diéu kién chiet xuat

C:éc 1?{},:“ Cic h¢ Mean F p-value K;e::;g;:h
quy sob Square Value | Prob>F (0,05)
Xo 4,97 +
X1 0,3 0,71 5,48 0,0663 -
Xz -0,15 0,19 1,43 0,2849 -
X1X2 -0,3 0,35 2,74 0,1588
Xi2 -0,56 1,75 13,57 0,0142 +
X2 -0,037 7,853.10° 0,061 0,8151 -
Lack of 022 | 1426 | 0,0662 -

Ghi cha: +: ¢ nghia,; -: khong cé nghia

Dua vao cac két qua phéan tich & Bang 3, tim duoc
phuong trinh hdi quy c¢6 dang nhu sau:

Y = 4,96 - 0,56x:2 1)
Trong d6: Y: Ham luong phenolic (mg GAE/g chit kho);
x1: Nhiét do chiét (°C).

Gia tri “Lack of Fit” 13 0,0662 > p = 0,05 cho thiy m6 hinh
da chon 14 phtt hop vai thuc nghiém khi tién hanh thi nghiém.

Két qua phan tich ANOVA va phuong trinh hdi quy
cling cho thdy nhiét do chiét anh hudéng t6i ham luong
phenolic thu dugc, cu thé 1a trong khoang nhiét do khao sat
t6i wu, khi nhiét do cang cao thi ham luong phenolic thu
dugc cang thap. Didu d6 ching to, phenolic 1a mot hop chét
nhay cam v6i nhiét. Nhiét d§ cao lam pha v& cAu trac cua
phenolic, 1am giam ham lugng phenolic thu dugc.

Phan tich phuong sai ANOVA ctia m6 hinh hoi quy bac
hai d6i véi ham luong flavonoid, thu dugc Kkét qua duoc
trinh bay 6 Bang 4.

Bdng 4. Bang phan tich héi quy giita ham lirong flavonoid va
cac diéu kién chiet xuat

bgﬁcs 5 |Caché s6| Mean F p-value K;é:r:gg;:h
héi quy b Square Value | Prob>F (0,05)

Xo 15 +

X1 -0,017 2,273.10° 0,11 0,7526 -

Xo 0,036 0,010 0,50 0,5128 -

X1X2 -0,092 0,034 1,67 0,2528 -

X412 -0,34 0,62 30,42 0,0027 +

Xo? -0,35 0,66 32.28 0,0024 +
L""g‘i‘t of 0031 | 626 | 0,409 ;

Ghi cha: +: ¢é nghia; -: khong c6 nghia
Dua vao két qua trinh bay trong Bang 4 va két qua phan

tich cua phan m;ém Design expert 7.1, da dua ra dugc phuong
trinh hoi quy thé hién moi lién h¢ giira cac dai lwong nhu sau:

Y =1,5-0,0027x:2 — 0,024x2? 2)
Trong d6: Y: Ham lugng flavonoid (mg RE/g chat kho);
X1: Nhiét do chiét (°C); X2: Thoi gian chiét (phut).

Gia tri “Lack of Fit” 12 0,1409 > p = 0,05 thdy mo hinh
da chon 1a phu hgp véi thyc nghiém khi tién hanh thi
nghiém. He so hoi quy (R?) tim dugc 1a 0,91. K&t qua nay
cho thay rang ¢6 91% s6 liéu thyc nghiém tuong thich voi
s0 liéu tién doan theo md hinh.

Két qua phan tich ANOVA va phuong trinh hdi quy
cling cho thay nhiét do chiét va thoi gian chiét anh hudng
tryc tiép toi ham lugng flavonoid thu dugce, cu thé 1a khi
nhiét do va thoi gian cang cao thi ham lugng flavonoid thu
dugc cang it. Diéu d6 ching t0, flavonoid cling 1a hop chat
de bi bién doi theo thoi gian va nhiét d6.

Phan tich phuong sai ANOVA ctia m6 hinh hoi quy bac
hai d6i véi ham lugng saponin, thu dugc két qua dugc trinh
bay ¢ Bang 5.

Bdng 5. Bang phdan tich Igéi quy gitta ham lwong saponin va cdc
dieu kién chiet xuat

bi%gcsé Céc hé sb Mean F p-value K;,le:;l?i!:h
hdi quy b Square Value |Prob>F (0,05)

Xo 0,36 +

X1 0.026 5,603.10° 2,92 0,1483 -

X2 -1,768.10° 2,5.10° 0,013 0,9136 -

X1X2 0,07 0,020 10,21 0,0241 +

X1° -0,015 1,306.10°° 0,68 0,4471 -

Xo? 0,048 0,013 6,69 0,0490 +
Laﬁ'i‘t of 3,045.10° | 1305 | 00720

Ghi chl: +: ¢6 nghia; -: khong c6 nghia

Két qua phan tich ANOVA bang phan mém Design
expert 7.1, cho thay nhiét do chiét (x1); thoi gian chiét (x2)
1a cac yéu td anh huong t6i hiéu sudt chiét xuat saponin
trong hai sam. Cu thé, cac yéu té d6 duoc cho 1a c6 y nghia
& gia tri p < 0,05 va cac hé s6 sau khi phan tich hdi quy
ANOVA dugc trinh bay & Bang 5. Dya vao két qua trinh
bay trong 5 va két qua phén tich & phan mém Design expert
7.1, da dua ra dugc phuong trinh hdi quy thé hién mdi lién
hé gitra cac dai lwong nhu sau:

Y =0,36 +0,07x1x2 + 0,048x,? 3)
Trong d6: Y: Ham luong saponin (mg DE/g chat kho); Xi:
Nhiét do chiét (°C); xo: Thoi gian chiét (phut).

Két qua phan tich ANOVA va phuong trinh hdi quy
cling cho thay nhiét do chiét va thoi gian chiét hd tro 13n
nhau anh huéng truc tiép t6i ham lwong saponin thu duoc,
cu thé 1 khi nhiét d6 va thoi gian cang cao thi ham lugng
saponin thu dugc cang nhiéu.

Dé t6i uru hoa ham lugng ba hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc
tir hai sdm bang phuong phap siéu am (cu thé 1a diéu kién thoi
gian va nhiét d¢ siéu am), str dung phuong phap ham ki vong
trén phin mém quy hoach thuc nghiém Design expert 7.1. Két
qua di tim duoc diéu kién t6i wu dé chiét xuat phenolic,
flavonoid va saponin 1a nhiét d6 51,90°C; thoi gian 38,97 phut
va ham Iuong phenolic, flavonoid va saponin thu duoc 1an
luot 1a 5,02 mg GAE/g; 1,48 mg RE/g; 0,36 mg DE/g.
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Tién hanh 1am thi nghiém kiém chimg thi thu dugc két
qua gan ding véi két qua dy doan theo mo hinh véi ham
luong phenolic, flavonoid va saponin thu dwoc lan luot 1a
5,00 mg GAE/g; 1,46 mg RE/g; 0,37 mg DE/qg.

Bing 6. Bing két qua du dodn theo mé hinh va thuwc nghiém

Théng s6 do Pon vi do Dun?gi?ntr:l co Ke;(glll:?ég“'rc
Phenolic mg GAE/g 5,02 5,00
Flavonoid mg RE/g 1,48 1,46
Saponin mg DE/g 0,36 0,37

So sanh voi két qua nghién citru clia tac gia A.Ceesay va cong
sy hay nhom tac gia S. Van Dyck, P. Gerbaux, and P. Flammang,
ham Iuong mot sb hop chét c6 hoat tinh sinh hoc cia hai sam
trong nghién ctru nay cao hon hoac twong duong [7, 15].

Két qua ti wu hoa dugc biéu din bang biéu ¢ Hinh 8:

L LT

40.00 60.00 30.00 50.00 341 5.52

Nhiet do = 51.90 Thoi gian = 38.97 Ham luong phenolic = 5.01768

Desirability = 0.814

- T

053 1.56 0.16 042

Ham Iuong flavoneid = 1.47992 Harm luong saponin = 0.359455

Hinh 8. Biéu @6 biéu dién két qud téi wu héa ham heong
phenolic, flavonoid va saponin ter hai sam

s
‘ ‘s‘,;\

S
Q:\\}}:‘

Ham luong flavonoid,
mg RE/g

o

ﬁt-n:‘<,~_\_\
0 4000 B ——————— " Hm 00
* 30,00 40.00 e

Thoi gian, phat

Ham lugng saponin,

————— G000

JSHE\JW a PR e T
B e .00 e
30,00 40.00

Thoi gian, phut Nhiét do, °C

Hinh 9. Bg”‘ thi biéu dién sw anh hwong cua nhiét do va thoi gian

siéu am dén ham luong phenolic, flavonoid va saponin thu dwoc
Céc d6 thi & Hinh 9 thé hién sy anh huong cua nhiét do

va thoi gian siéu am yeu to dén ham lugng phenolic,

flavonoid va saponin trong hai sam.

4. Két luan

Bai bao da su dung phuong phap qui hoach thuc
nghiém va tinh toan két qua dya trén phin mém Design
expert (phién ban 7.1 Trial, Stat-Easelnc., Minneapolis,

USA) dé tim duoc cac didu kién t6i wu dé chiét xuat mot
s0 hop chét c6 hoat tinh sinh hoc tir hai sém (ham lugng
phenolic, flavonoid va saponin) 1a nhiét d6 51,9°C; thoi
gian 38,97 phut va ¢ didu kién nay ham luong phenolic,
flavonoid va saponin thu dugc tir hai sim lan luot 1a 5,02
mg GAE/g; 1,48 mg RE/g; 0,36 mg DE/g. Két qué nay mé
ra co hdi moéi cho viée tng dung hai sdm trong linh vuc san
xut thyc pham chtc nang va y duoc.
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