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NGHIEN CUU BIEU KIEN CHIET XUAT SIEU AM
SAPONIN TRITERPENOIT TONG VA POLYSACCHARIDE
TU RE CAY CAT SAM (Millettia speciosa)
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TOM TAT

Ré cta cay Cat sam (Millettia speciosa) duoc sit dung nhu 1a mot loai duoc litu dung dé hé tro
boi bé va tiang stic dé khang cho co thé. Nghién ctru nay c¢6 muc dich t6i uu cac diéu kién chiét
xuét ham lwong saponin triterpenoit tdng va polysaccharide tir ré cay Cat sam véi s ho tro cta
song siéu am. St dung phuong phap dap tmg bé mit (RSM) va bo tri thi nghiém theo thiét ke
Box - Behnken da xay dung dugc mo hinh toi wu quy trinh chiét xuit saponin triterpenoit tong
va polysaccharide voi 3 yéu t6 la: Cong suat siéu am, thoi gian chiét xuat va ty 1é nuéc/nguyén
lieu. Piéu kién toi uu chia qua trinh chiét xuat siéu am dé thu duoc ham luong saponin
triterpenoit téng va polysaccharide cao nhat la cong sudt siéu am 375 W, thoi gian chiét xudt 65
phut va ty 1&é medc/nguyén liéu 38 mL/g. Véi diéu kién cong nghé nay, dich chiét thu duge co
ham luong saponin triterpenoit téng 1a 1,25 + 0,02 mg/g va ham luong polysaccharide 1a 7,86 +
0,03 mg/g.

T khod: Bé mdt ddp iumg, chiét xuat siéu am, Millettia speciosa, polysaccharide, saponin

triterpenoit.

1. AT VAN BE

Cay Cat sam (Millettia speciosaChamp),
thuoc ho Canh buém (Fabaceae), bo Dau
(Fabales), 1op Hai 14 mam (Magnoliopsida) 1a cay
day leo g0, c6 ré ct nac. Cay moc tu nhién & rimg
cac tinh viing nti Bac bo va Bac Trung bé, sinh
trudng binh thuong & hau hét cac dang dit va moc
tot trén dat c6 do pH trung tinh hoac hoi kiém.
Sinh truéng manh trong mua xuan heé, tai sinh tu
nhién cht yéu bang hat va tai sinh choéi sau khi bi
chat. Mot cay Cat sam cé thé thu hoach dugc 2-3
kg ré (ch). O Viét Nam, cay Cat sam duoc coi nhur
la mot vi thudc bé mat, thuong dung trong nhimg
truong hop suy nhuoc, ho, s6t khat nudc, nhic
d4u, tiéu tién kho khan, dung riéng hay phéi hop
nhiéu vi thuéc khac dudi dang thudce sic [1]. Ré
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cua cay Cat sam co6 nhiéu loi ich cho stc khde con
ngudi nhu thic day luu thong mau, diéu tri bénh
thap khop, viem khap, té cé tay, dau goi, viem phé
quan va viém gan man tinh [2], [3]. Nghién ctu
ctia Zhao va cs (2017) cho thdy, cay Cat sam chira
hon 50 hop chit goém: Alkaloid, terpenoids,
flavones, phenylpropanoids, volatile oil,
phytosterol, cic saponin va polysaccharide [4].
Hién nay, cong nghé chiét xuat siéu am duoc
stt dung rong rai trong nganh duoc phdm, sit dung
dung méi hé tro siéu am dé chiét xuat. Cac song
am voi toc do cao tao ra s xam thuc manh cé thé
pha hiy cac té bao cta cay thudc, dé dung moéi
xam nhap vao cac té bao ctia mau chiét. So vai
cong nghé chiét xuit truyén théng, cong nghe
chiét xuat siéu am c6 thé lam tang nang suit cla
cac thanh phan duoc chiét xuat va rut ngin thoi
gian chiét xuat, bén canh d6 cong nghé chiét xuat
situ am trong qua trinh trich ly khéng can gia
nhiét, c6 thé duoc ap dung dé chiét xuat cac thanh
phan nhiét d@o thap. Cong nghé chiét xuit st dung
song siéu am lam tang dang ké ty 1é thu héi cac
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hop chat ¢6 hoat tinh sinh hoc so voi phuong phap
chiét xuit truyén thong. Thoi gian chiét xuat bang
cong nghé nay ciing giam rat nhiéu lan so véi cong
nghé chiét xuat truyén thong, nho do tiét kiém
niang luong, thoi gian va giam gia thanh khi sit
dung cong nghé chiét xuat siéu am.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat liéu

Ré cay Cat sam duoc thu nhan huyén Ky Son,
tinh Nghé An. Mau dugc say kho va nghién nho va
sang qua ludi sang kich thude 2 mm dé thu duoc
mau c6 kich thuéc dong nhat, miu duoc hat chan
khéng va bao quan ¢ - 20°C trude khi tién hanh cac
budc tiép theo.

2.2. Phuong phap chiét xuat siéu am

Maoi thi nghiém cin 10 g mau cho vao binh
tam giac thé tich 500 mL, thém nuéc véi ty 1& cho
trudc theo phuong phap bé tri thi nghiém t6i wu.
Cho binh vao thiét bi siéu am CYF - TES600N - 4S,
diéu chinh cong suat séng siéu am theo cac diéu
kién thi nghiém. Tién hanh chiét xuat theo thoi
gian cho trudc. Két thic qua trinh chiét xuat, dich
duoc loc qua gidy loc va mang di phan tich.

2.3. Phuong phap bo tri thi nghiém va téi wu
héa diéu kién chiét xuit

Lua chon phuong phap bé méat dap tng
(Response Surface Methodology) dé téi uu hoa
diéu kién chiét xuit ham lwong saponin
triterpenoit téng va polyshaccharide tir ré cay Cat
sam c6 hé tro bang ky thuat siéu am. Ba thong s6
quan trong cta qua trinh chiét xuat duoc nghién
ctru bao gom: Cong suat siéu am (X,), thoi gian
chiét xuit (X,) va ty lé nudc/nguyén lieu (Xy).
Cac thi nghiém duoc bé tri theo phuong phap
Box — Behnken gom 17 thi nghiém, véi 12 thi
nghiém ¢ 2 muc (trén va duoi) va 5 thi nghiém &
tam. Méi thi nghiém duoc tién hanh 3 1an va lay
két qua trung binh. Mé hinh toan hoc mé ta anh
huéng ctia cac bién doc lap doi voi bién phu
thuoc c6 dang ham da thic bac hai va cé6 dang
téng quat nhu sau (1):

}’ - BD+2§'=1B:X| +Z‘:‘=151X2 +ZZH_;B§J‘ E‘x:‘ (]‘)

Trong do: Y la bién phu thudc (ham muc tiéu);
X, ;1a bién ma hoa (bién doc 1ap) anh huong dén
ham muc tiéu Y; B, B, B;1a cac hé sé hoi quy.

2.4. Phuong phép phan tich

2.4.1. Xdc dinh ham liuong saponin triterpenoit
tong

Ham luong saponin triterpenoit téng duoc xac
dinh theo Dong va Gu (2001) [5]. Mau sau khi
chiét xuat duoc loc va pha loang 10 lan, hat 0,2 mL
mau da pha loang vao 6ng nghiém, thém lan luot
14 0,2 mL vanilin - axetat (10%), 1,2 mL HC10,, dun
cach thiy va 0 & 70°C trong 15 phat. Sau 15 phiit,
cac 6ng nghiém duoc 14y ra lam mat trong 2 phuit,
ethyl axetat dugc bd sung sao cho tong thé tich du
5 mL. Téng ham luong saponin triterpenoit dugc
phan tich dua trén phuong phap do dé hap thu
quang phé & budc séng 548 nm voi chat chudn 1a
escin (May do quang phd Agilent 8453).

2.4.2. Xdc dinh ham lnong polysaccharide

Ham luong polysaccharide dugce xac dinh theo
Dat Tran Do va cs (2021) [6]. St dung phuong
phap so mau axit phenol-sunfuric dé xac dinh ham
luwong polysaccharide voi dung dich chuan la D-
glucose. Sau dung dich chuian D-glucose bao gém
50, 100, 200, 300, 400 va 500 pg/mL dugce diéu ché
tir D-glucose dung dich c6 nong do 1.000 pg/mlL.
Sau do, 1 mL cta timg dung dich chuin duoc lay
va chuyén sang binh dinh mic (20 mL), thém 1
mL dung dich phenol 5% va 5 mL dung dich axit
sunfuric dam dac 98%. Ngoai ra, mau tring duoc
chudn bi véi 1 mL nuoc cat duoe thém vao 1 mL
dung dich phenol 5% va 5 mL axit sunfuric dam
dac 98%. Mau phan tich dugc chuin bi bang cach
thém 1 mL dich chiét ré cay Cat sam, 1 mL dung
dich phenol 5% va 5 mL dung dich dam dac 98%
axit sunfuric. Sau 30 phut, do do hap thu duoc tién
hanh & budéc séng 488 nm. Ham Iluong
polysaccharide duoc xac dinh theo do hip thu cta
dich chiét dugc tinh theo chat chudn D-glucose.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAD LUAN

3.1. Thiét 1ap m6 hinh

Tién hanh nghién ctru da yéu t6 cac diéu kién
chiét xudt voi cac thong so cong nghé 1a cong sudt
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siéu am 300 - 400 W, thoi gian 50 - 70 phut va ty lé Trong do: xi la gia tri ma hoa cta yéu to bién
nuoc/nguyén liéu 1a 30/1-50/1 mL/g. thién thit i, X, 1a gia tri that caa yéu to thir i, X, 14
x=(XX.)/AX, Q). gia tri that cta X; tai diém trung tam, AX 1a buoc
nhay.
Bang 1. Ma héa ctia cdc bién doc lap
Cac murc ma hoa
Céc bién doc lap Ki hiéu
-1 0 +1
Cong suat siéu am (W) X, 300 350 400
Thai gian chiét xuat (phat) X, 50 60 70
Ty 1é nuée/nguyén lieu (mL/g) X, 30/1 40/1 50/1

Str dung phan mém Design - Expert®, phién triterpenoit téng va polyshaccharide c6 su hé tro
ban 7.0. dé danh gia anh huong cha cac théng s6  ciia song siéu am trong ré cay Cat sam.
qua trinh chiét xudt ham Iluong saponin
Bang 2. Két qua thi nghiém

) Cong suat | Thoi gian Ty 1é& nude/ Ham lugng saponin Ham luong
ngﬂfllilém siéu Am chiét xuat nguyén liéu triterpenoit tdng Polysaccharide
’ X; (W) X, (phut) X; (mL/g) Y; (mg/g) Y, (mg/g)
I 0 0 0 1,22 7,62
2 -1 0 -1 0,84 6,65
3 0 +1 -1 112 8,01
4 +1 -1 0 0,81 7,77
5 0 -1 -1 0,78 7,51
6 -1 -1 0 0,74 6,18
7 0 0 0 1,28 7,79
8 -1 0 +1 0,96 6,59
9 +1 +1 0 1,24 7,61
10 0 0 0 1,20 7,88
11 0 -1 +1 0,98 7,52
12 0 0 0 1,19 7,81
13 0 0 0 1,25 7,75
14 0 +1 +1 1,14 7,68
15 +1 0 1 1,07 7,91
16 +1 0 +1 1,18 7,69
17 -1 +1 0 0,81 6,67
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3.2. Phan tich sur ¢6 nghia va sy tuong quan
ctia mé hinh

Két qua & bang 2 va phan tich héi quy tuyén
tinh cia 17 thi nghiém da xay dung duoc phuong
trinh da thirc bac hai cia qua trinh chiét xuit ham
lugng saponin triterpenoit tong va polyshaccharide
¢6 ho tro ctia siéu am tir ré cay Cat sim nhu sau:

Y, =123+012X, + 0,13 X, + 0,056 X; + 0,09
XX, - 0,0025 XX, - 0,045 X,X; - 0,16 X,2 - 0,17 X,2-
0,055 X2 )

Y,= 777 + 0,61 X, + 0,12 X, - 0,075 X, - 0,16
XX, - 0,04 XX, - 0,085 X,X; - 0,59 X,2- 0,12 X,2 +
0,031 X2 @

Céc gia tri F, p va R? duoc thé hién & bang 3.
Giatri F, pciia Y, 13 75,79 va 0,0001; Y, 13 69,56 va

0,0001 ca 2 gia tri déu thoa man diéu kién p < 0,05
va 2 mé hinh hoan toan co y nghia thong ké voi
do tin cay déu 1a 99,99% (p < 0,0001). He so tuong
quan boi (R?) cta mo6 hinh Y, 1a 0,9898 va Y, la
0,9889 cho thay, mé hinh ham muc tiéu ham
lwgng saponin triterpenoit téng Y, mé ta dén
98,98%, md hinh cta ham muc tiéu ham luong
polysaccharide Y, mé ta dén 98,89% s thay déi
cta cac ham muc tiéu phu thudc vao cac yéu to
anh huong. Chuin F cia mo hinh Y, 12 0,079 (p =
0,9680) va ctia mo hinh Y, 1a 0,63 (p = 0,6341) chi
ra “su khong tuong thich” cta 2 mé hinh la vo
nghia. Diéu nay phu hop véi bic tranh thuc
nghiém va tot cho qua trinh thiét 1ap mé hinh mé
phong thuc nghiém.

Bang 3. Két qua phan tich héi quy ham luong saponin triterpenoit téng va polyshaccharide

Ham lugng saponin triterpenoit tong Y, Ham lugng Polyshaccharide Y,
Ngudn
GiatriF Giatrip GiatriF Giatrip
Mo hinh 75,79 <0,0001° 69,56 <0,0001°
X, 136,04 <0,0001° 384,44 <0,0001°
X, 150,73 <0,0001° 15,76 0,0054°
X, 30,52 0,0009° 5,79 0,0471°
XX, 39,07 0,0004° 13,59 0,0078°
XX 0,03 0,8671™ 0,82 0,3944™
XX 9,77 0,0167° 3,72 0,0952°
X2 130,39 <0,0001° 189,31 <0,0001°
X7 142,88 <0,0001° 7,96 <0,0257°
X5 15,50 0,0056° 0,53 0,4907"%
Khéng tuong thich 0,079 0,9680™° 0,63 0,6341™°
R* 0,9898 0,9889
CV% 2,78 0,53
Ry 0,9563 0,9775
R, 0,8326 0,9738

70

Ghi chu: S (significant) - cé nghia (p < 0,05); NS (non-significant) — khéng cé nghia (p > 0,05)
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3.3. Anh huémg clia cac yéu t6 dén qué trinh
chiét xuét

Dir litu thuc nghiém dugc phan tich bang
phuong phap bé mit dap ung st dung phan mém

Design - Expert 7.0. Cac truc X va Y cia bé mat

TsTe

C: Ty be nuscinguyen e

B Thai gian

A Cong suat sise am

5

b)

dap ung 3 chiéu dai dién cho 2 yéu t6, truc Z 1a
mot trong 2 chi s6 danh gia 1a ham luong saponin
triterpenoit téng va polyshaccharide. Ba bé mat
dap tmg duoc xay dung nhu mo ta trong hinh 1 va
2

TC

€ Tylwmochguyenbey 3%

9

8: Thoi gan

¥ & Congtust seu am

Hinh 1. Bé mat dap tmg ctia ham heong saponin triterpenoit téng ctia qua trinh chiét xuét dich chiét tir ré
cay Cat sim

Hinh 1 va bang 3 thé hién anh hudng cta cac
yéu t6 dén qua trinh chiét xuat ham luong saponin
triterpenoit téng tir ré cay Cat sam. Hinh la cho
thay, anh hudng tuong tic clia cong suit siéu am
va thoi gian dén qua trinh chiét xuat ham luong
saponin triterpenoit téng khi ty 1é nudc/nguyén
liéu duoc gitr tai thm (40 mL/g). Su twong tac cta
hai yéu t6 nay la c6 y nghia dén ham luong
saponin triterpenoit téng thu duoc (p < 0,05). Ham
lugng saponin triterpenoit téng tang dan khi cong
suat siéu am ting va dat cuc dai tai cong suat 360
W va ham luong nay giam dan khi cong sudt siéu
am tiép tuc ting tir 360 - 400 W. Ham leong cac
chat chiét xuit ting lén nho sy ho tro cta song
siéu 4m cang tuin theo quy luit nhu nghién ciu
cua Ji va cs (2006) [7]. Tuong tu nhu vay, voi yéu
to thoi gian thi khi thoi gian tang tir 50 - 62 phut thi
ham lugng saponin triterpenocit téng ting, tuy
nhién khi thoi gian tiép tuc ting thém tir 62 - 70
phut thi ham lugng saponin triterpenoit tdng cé xu
hudng giam, ham lugng saponin triterpenoit tong

Polysaacharide
Folysacchande

B Thol gian "B 4 Cong sust sieuam

C: Tylemuocinguyenlies ™ "

2

Hinh 2. Bé mit dap tmg ctia ham lugng polysaccharide ctia qua trinh chiét xudt dich chiét
tir ré cay Cat sam
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cao nhat khi thoi gian siéu am & khoang 60 - 65
phut.

Hinh 1b va 1c cho thdy, anh hudng ctia cac
cap yéu t6 cong sudt siéu am voi ty e
nuédc/nguyén liéu va thoi gian véi véi ty 1é nuoc
trén nguyén liéu. 0] tuong tac gitta cong sudt siéu
am voi ty 1é nuéc/nguyén liéu (hinh 1b) thi yéu to
cong suat siéu am anh huéng 1én hon yéu t6 ty 1é
nuoc trén nguyén lieu. Voi yéu to ty e
nuéc/nguyén liéu thi ham luwong saponin
triterpenoit téng ting khi ty 1é nudc/nguyén lieu
tang, ham lwong saponin triterpenoit téng cao nhat
khi ty 1é nwéc/nguyeén lieu nam trong khoang 42 -
47 mL/g. Yéu t6 cong suidt situ am ciing giong
nhu phan tich & hinh 1a. Theo bang 3, tuong tac
gitta 2 yéu t6 cong sudt siéu am véi voi ty lé
nudc/nguyén lieu khong anh huong dén qua trinh
chiét xuat ham luong saponin triterpenoit téng do
gia tri p > 0,05 (p = 0,8671), con hai cap tuong tac
kia c6 anh hudmg dén qua trinh chiét xuat do gia
tri p < 0,05 (lAn Tuot 12 0,0004 va 0,0167).

Polysaccharide

.

|
—

T

£ P =
o
|

A Cang sus sieu am C: Ty le nuoc/nguyen fieu  *% B: Thoi gian
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Hinh 2 va bang 3 thé hién anh hudng clia cac
yéu t6 dén qua trinh chiét xuit ham luong
polysaccharide tit ré cay Cat sam. Hinh 2a va bang
3 cho thay, anh hudng tuong tac clia cong suit
siéu am va thoi gian dén qua trinh chiét xuat ham
lugng polysaccharide khi ty 1&é nudc/nguyén liéu
duoc gitr tai tam (40 mL/g). Su twong tac cta 2 yéu
t0 nay co nghia dén ham lugng polysaccharide thu
duoc (P < 0,05). Dua vao hinh 2a dé dang nhan
thdy tuong tac ctia yéu té cong suat siéu am lon
hon so véi yéu té6 thoi gian. Ham luong
polysaccharide tang dan khi cong suit siéu am
tang tir 300 - 380 W, khi céng sudt siéu am tiép tuc
tang thi ham luong polysaccharide giam nhe, ham
luong polysaccharide cao nhét khi cong suat siéu
am nam trong khoang tir 360 - 400 W. Khi thoi gian
siéu am tang thi ham luwong polysaccharide tiang,
két qua nay cing tuong tu nghién ciru ctia Liu va
cs (2014) [8]. Hinh 2b va bang 3 thé hién anh
huéng tuong tac ctia cong sudt siéu am va ty 1é
nudc/nguyén liéu khi thoi gian siéu am gitr & muc
tam (60 phut). Ty 1é nudc/nguyén liéu anh hudng
it dén su thay d6i cia ham luong polysaccharide,
khi ty 1é nudc/nguyén liéu tang tir 30 - 50 mL/g thi
ham luong polysaccharide giam dan. Theo bang 3
str twong tac cta hai yéu to (cong xudt siéu am — ty

lé nudc/nguyén liéu va thoi gian - ty 1é
nudc/nguyén liéu) khong anh hudong dén qua
trinh chiét xuat thu hoi ham luong polysaccharide
do gia tri p > 0,05 (lan luot 1a 0,3944 va 0,0952).

3.4. Téi 1ru hoa qué trinh chiét xuat

Qua trinh chiét xudt ham luong saponin
triterpenoit tdng va polysaccharide tir ré cay Cat
sdm duoc tién hanh nham thu duoc gia tri cia cac
ham luong nay cao nhat. Két qua phan tich t6i uu
hoa trén phan mém Design-Expert® 7.0 cho thdy,
voi cong suat siéu am 373,89 W, thoi gian siéu am
64,73 phut va ty 1é nuéc/nguyeén liéu 37,80 mlL/g
thi ham lugng saponin triterpenoit tong thu duoc
du doan la 1,28 mg/g va ham luong
polysaccharide thu duoc du doan 7,95 mg/g.

Pé phu hop cac thong s6 cong nghé cia thiét
bi, tién hanh thuc nghiém lai mé6 hinh téi wu tai cac
thong sé: Cong sudt siéu am 375 W, thoi gian siéu
am 65 phut va ty 1é nuéc/nguyén lieu 38 mL/g, két
qua thu dugc nhuw sau: ham lugng saponin
triterpenoit tong 1a 1,25 + 0,02 mg/g va ham luong
polysaccharide 7,86 + 0,03 mg/g. Két qua thuc
nghiém ciing cho thdy, quy trinh chiét xuat phu
hop voéi gia tri toi vu ctia mé hinh.

Bang 4. Két qua chiét xuit ham lrong saponin triterpenoit tdng va polysaccharide tir ré cay Cat sim theo
diéu kién t6i wu

biéu kién toi uu

Cac ham muc tiéu

Gia tri thuc nghiém" tai
cac thong so toi uu

X, X, X,

(Ham luong saponin triterpenoit téng) Y,

1,25+ 0,02 mg/g

375W | 65phdt | 38 mL/g

(Ham luong polysaccharide) Y,

7,86+ 0,03 mg/g

Ghi chu: * Gid tri trung binh ctia 3 Iin thuc nghiém (n = 3)

4, KET LUAN

ba xac dinh duoc cac diéu kién toi tu dé chiét
xudt saponin triterpenoit téng va polysaccharide tir
ré cay Cat sam (Millettia speciosaChamp) thu
nhan huyén Ky Son, tinh Nghé An nhu sau: Cong
sudt siéu am 375 W, thoi gian siéu am 65 phut va
ty 1& nude/nguyén lieu 38 ml/g thi thu duoc dich
chiét xuat c6 ham luong saponin triterpenoit tong
dat gia tri 1,256 + 0,02 mg/g va ham luong
polysaccharide dat 7,86 + 0,03 mg/g.
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STUDY OF ULTRASONIC EXTRACTION THE TOTAL SAPONIN TRITERPENOID AND
POLYSACCHARIDE FROM ROOTS OF Millettia speciosa
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Hoang Thi Thanh Xuan?, Tran Dinh Thang®
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Summary

The roots of Millettia speciosa is used as a medicinal herb to support fortification and increase
the body’s resistance. This study has a purpose optimal extraction condition of total saponin
triterpenoit and polysaccharide from roots of Millettia speciosa with. Using response surface
methdology (RSM) and experimental according to Box - Benhken design has optimized
extraction process total saponin triterpenoit content (TSTC) and polysaccharide content (PC)
with three factors: ultrasonic power (X,), time extraction (X,) and ratio of water raw material (X;).
Folow this model, the optimal parameter for extraction process to obtain the highest content of
total saponin triterpenoit and polysaccharide is ultrasonic power of 375 W, time of 65 mins and
ratio of water raw material of 38 mL/g. The experimental values of TSTC and PC were 1.25 + 0.02
mg/g and 7.86 + 0.03 mg/g.

Keywords: FExtraction ultrasonic - assisted, Millettia speciosa, polysaccharide, saponin
triterpenoit, response surface methodology.
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