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TOMTAT

Muc tiéu cda nghién ciu nay la xac dinh diéu kién trich ly t6i uu cho hoat chat sinh hoc (saponin va phenolic téng s6) va kha nang chdng oxy héa tir ré cay
Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge). Bon yéu t6 anh hudng chinh duoc khao sat bang thuc nghiém la néng do ethanol (60 - 80%, v/v), nhiét dd trich ly (40 -
60°C), thoi gian trich ly (10 - 30 phit) va ti Ié dung mdi/nguyén liéu (60 - 100mL/g). Ham muc tiéu chinh [a ham lugng saponin tong s6 (TSC) va hiéu sudt trich
ly saponin (SEE), ngoai ra con ham lugng phenolic tdng s6 (TPC), kha nang khir g6c tu do ABTS (ARSC) va kha nang khir st (FRAP). Phuang phap bé mét dap ting
vGi md hinh Box-Behnken duoc st dung dé thiét ké thi nghiém. Diéu kién trich ly t6i uu dugc du doan tir m hinh thuc nghiém la néng d6 dung moi ethanol 80%
(v/v), nhiét do trich ly 40°C, thai gian trich ly 27 phit va ti I& dung méi/nguyeén liéu 88 (mL/g). O diéu kién téi wu nay, dich chiét thu dugc 6 TSC dat 65,38mg
escin (EE)/g chat kho (CK), SEE dat 89,26%, TPC dat 42,19mg gallic acid (GAE)/g CK, ARSC va FRAP dat tuang ting 91,24 va 85,67mg trolox (TE)/g CK.

Tirkhod: Box-Behnken, Dan sdm, bé mdt ddp uing, tdi uu hda, trich ly hd trg siéu dm.

ABSTRACT

The objective of the study was to determine the optimal extraction conditions for phytochemical compounds (total saponins and phenolics) and antioxidant
capacity from Dan sam root (Salvia miltiorrhiza). Four major influencing factors were experimentally investigated: ethanol concentration (60 - 80%, v/v),
extraction temperature (40 - 60°C), extraction time (10 - 30 minutes), and solvent to raw material ratio (60 - 100mL/g). The primary target functions were total
saponin content (TSC) and saponin extraction efficiency (SEE), in addition to total phenolic content (TPC), ABTS free radical scavenging capacity (ARSC) and ferric
reducing antioxidant power (FRAP). Response surface methodology with the Box-Behnken model was used to design the experiments. The optimal extraction
conditions predicted from the experimental model were ethanol solvent concentration 80% (v/v), extraction temperature 40°C, extraction time 27 min, and
solvent to raw material ratio 88 (mL/g). Under these optimal conditions, TSC, SEE, TPC, ARSC and FRAP of the extract were obtained to be 65.38mg escin
equivalents (EE)/g dry matter (DM), 89.26%, 42.19mg gallic acid equivalents (GAE)/g DM, 91.24 and 85.67mg trolox equivalents (TE)/g DM, respectively.

Keywords: Salvia miltiorrhiza, response surface methodology, optimization, ultrasound-assisted extraction.
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1. GIGI THIEU Bac...) va Nhat Ban, sau d6 di thuc vao Viét Nam. Cay it
Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) da xuat hién nhiéu xuzfat hién trong ty nhién ‘mé Ch‘] yéuvdqu trong 6“”\"”9
ndm trudc & Trung Quéc (TU Xuyén, An Huy, Son Tay, Ha Ui (Tam Bdo, Sa Pa) va dong bang (Van bBién, Ha N6i), cac
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tinh & Tay Bac (Lao Cai, Ha Giang), Lai Chau... [1]. Theo y
hoc c8 truyén, BPan sam thudng dugc dung chita dau that
nguc, nguyét réi loan kinh nguyét, dau bung hanh kinh,
bang huyét va mét s6 ching bénh phu khoa [2]. Theo
nhiéu nghién ctru hién dai, cac thanh phan trong Dan sam
c6 tac dung ch6ng oxy hda [3], chéng viém nhiém, ung
thu [4], xo hoa, ti€u dudng [5], c6 tac dung tét déi véi hé
tim mach [3, 6-8]. Theo béo cdo téng quan cla Mei va
cdng su [9], d&n nam 2019 da c6 201 hop chat hoa hoc
trong Pan sam dugc bao cdo. Trong d6 cé 81 hop chat
thudc nhom ua béo (diterpenoid va cac dan xuat quinone
¢6 lién quan) va 43 hgp chat thudéc nhém ua nuéce (acid
phenolic) va va 77 hop chat khac.

Trich ly 1a qud trinh quan trong trong quy trinh phan
tach cac hgp chat cé hoat tinh sinh hoc ra khoi nguyén
liéu [10]. Cac ky thuat trich ly truyén thong méc du dugc
st dung phé bién nhung c6 moét s6 nhugce diém nhu tén
thai gian, nhan luc, st dung dung moi khéng phan cuc
doc hai, gay that thoat cac hgp chat... [11]. Hon nia, anh
hudng cuia cac diéu kién trich ly méi chi dugc nghién ctu
mot cach riéng ré, chua chd trong dén su tuong tac va
tinh da chiéu cia chidng [10]. Do d6, nhiing nam gan day
da c6 nhiéu phuong phap thay thé day hia hen nhu trich
ly bdng chat long siéu téi han (SFE), trich ly hé trg enzyme
(AEE), trich ly ho trg vi song (MAE) va trich ly ho trg siéu
am (UAE) [12]. Trong d6, UAE st dung séng siéu am dé
tao ra suxam thuc va pha v& co hoc té€ bao thuc vat, tang
cudng khd nang thdm thdu dung méi va chuyén khéi.
UAE néi bat véi kha nang hoat déng & nhiét dé thap hon,
bdo vé cac hgp chat nhay nhiét, cung véi kha nang mé
rong va hiéu qua nang lugng khién né phu hop cho cac
ung dung cong nghiép. Hon nira, UAE thudng cé nang
suat cao hon déi véi cac hop chat phenolic va flavonoid
do su pha v hiéu qua thanh té bao va tang cudng tuong
tac dung méi [13]. Cac nha nghién ctu da ap dung thanh
cong ky thuat UAE dé tang cudng kha nang thu héi cac
hgp chat co hoat tinh sinh hoc tir cac ngudn khac nhau,
nhu vé nho [14], hat nho [15], ndm linh chi den [16], vd
qua chanh day [17]... Tuy nhién, nghién ctu vé qua trinh
trich ly va t6i uu héa diéu kién trich ly lai chua dugc thuc
hién d6i véi nguyén liéu ré Dan sam. Do d6, trong nghién
clru nay, chung téi thuc hién téi uu hoa qua trinh trich ly
c6 hd trg séng siéu am ré cay Dan sam bang phuong phap
bé mat dap ung (RSM) theo mé hinh Box-Behken. Day la
phuaong phap t6i uu dugc st dung réng rai dé téi uu héa
qua trinh trich ly cac hgp chat thién nhién c6 hoat tinh
sinh hoc [18]. Bon yéu t6 anh hudng la néng do ethanol
(60 - 80%, v/v), nhiét do trich ly (40 - 60°C), thai gian trich
ly (10 - 30 phut) va ti Ié dung méi/nguyén liéu (60 -
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100mL/g). Ham muc tiéu chinh la ham lugng saponin
téng s6 (TSC) va hiéu suat trich ly saponin (SEE), ngoai ra
cling xem xét anh huéng cla cac diéu kién trén dén ham
lugng phenolic téng s6 (TPC), kha nang chéng oxy héa
thong qua khir géc tu do ABTS (ARSC) va kha nang khu
sat (FRAP).

2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén liéu, héa chat

Ré Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge) dugc thu mua tai
huyén Sin Hé, tinh Lai Chau (vi d6 22,359586°B, kinh d6
103,250646°D) ngay 18/02/2024. Do tudi thu hoach ré 1a 1
- 2 tudi, phu hgp dé lam dugc liéu. Nguyén liéu dugc dinh
danh bdi Vién nghién ciiu Céng nghé Sinh hoc va Moi
trudng, Trudng DPai hoc Nong 1am Thanh pho H6 Chi Minh.
Mau dugc cat nho, sdy vi song & cong suat 720W, trong
thai gian 18 phut, dat d6 8m 6,89 + 1,21%. Sau d6 xay nhd,
ray thu bot c6 kich thudc dudi Tmm va bao quan trong bao
bi PA han mi kin & -20 + 2°C dén khi sir dung.

Cac héa chét phan tich cé d6 tinh khiét 99%, dung
dugc trong phan tich héa hoc, bao gém: Folin-Ciocalteu
(Merck); acid gallic, escin (Shanghai Zhanyun Chemical
Com., Ltd.); 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid (Trolox) (TCl); 2,2™-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 2,4,6-Tris(2-
pyridyl)-s-triazine  (TPTZ) (AK Scientific); Sodium
carbonate khan, vanillin, acid sulfuric, acid hydrochloride,
potassium persulfate (Xilong Chemical Co., Ltd.); glacial
acetic acid, ferric chloride, ethanol, methanol
(Guangdong Guanghua Sci-Tech Co., Ltd.).

2.2. Trich ly ho trg séng siéu am

Can 1,0g bot ré Dan sam cho vao céc thay tinh.
Phuang phap trich ly siéu am dugc lya chon dua trén két
qua khao sat so bo cho thay hiéu qua trich ly cao hon va
thdi gian trich ly ngan hon so véi cac phuong phap truyén
théng (ngam kiét). Sau d6, bé sung dung méi ethanol
(nbng do 60 - 80%, v/v) véi ti Ié dung moéi/nguyén liéu tu
60 - 100mL/g, day kin va tién hanh trich ly trong bé siéu
am & nhiét d6 40 - 60°C trong khoadng 10 - 30 phut. Cac
khoang bién thién cta néng dé ethanol, ti 1& dung
moi/nguyén liéu, nhiét d6 va thai gian trich ly da duogc
khao sat so bo trong giai doan nghién ctu ban dau nham
xac dinh mién gia tri pht hgp cho qua trinh téi uu hoa.
Sau qua trinh trich ly, hén hgp dugc ly tam & 5.000
vong/phut trong 15 phuat dé thu dich chiét. Dich chiét
dugc dinh muc vé thé tich ban dau bang dung méi trich
ly tuong tng va bao quan & -20°C cho dén khi tién hanh
cac phan tich tiép theo.
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2.3. T8i uwu héa qua trinh trich ly

Quy trinh trich ly c6 ho trg siéu am bot ré Dan sam
dugc t6i uu héa bang phuong phap bé mat dap ung
nham danh gia anh huéng dong thai ctia bon yéu té bao
gém nong dé ethanol (X1, %); nhiét do trich ly (X, °C); thoi
gian trich ly (X5, phut); va ti & dung moi/nguyén liéu (Xs,
mL/g). Cac yéu té nay dugc ma hda va cé cac muc nghién
cdu nhu trong bang 1.

Ma tran thuc nghiém dugc thiét ké theo mé hinh Box-
Behnken, gém 27 thi nghiém, trong d6 c6 3 thi nghiém &
tam (bang 2). Ham muc tiéu chinh gbm ham lugng
saponin téng sé (TSC - Y;), hiéu suat trich ly saponin (SEE
- Y2). Ngoai ra chung t6i cling xem xét ham muc tiéu khac
bao gém ham lugng phenolic téng s6 (TPC - Y3), kha nang
ch6ng oxy hda qua kha ndng quét goc tu do ABTS (ARSC
- Y4) va phuong phap khr sat (FRAP - Ys).

Bang 1. Bang ma hoa cac bién ddc lap

. Biénma | Pon Miic nghién ciiu
Bién thuc , .
: hoa vi -1 0 1
Néng dd ethanol X % 60 70 80
Nhiét do trich ly X, oc | 40 | 50 | 60
Thei gian trich ly Xs phdt | 10 20 30
Ti1é dung mdi/nguyén liéu | X, ml/g | 60 80 100

Mo hinh toan hoc mo6 ta anh huéng cuia cac bién doc
lap d6i vai bién phu thudc cé dang ham da thic bac hai
c6 dang téng quét nhu sau:

Y= Bo + B1X1 + Bzxz + Bsxs + B12X1X2+ B13X1X3

+ B23XoXs + B11Xe? + B22X2? + B3sXs? (1

Trong do6:

Y: ham muc tiéu

Xi,j: bién ma héa

Bo, Bi, Bj: hé s hoi quy
2.4. Phuong phap phan tich

2.4.1. Xdc dinh hiéu suat trich ly saponin (SEE)

Hiéu suat trich ly saponins dugc xac dinh theo nghién
cltu ctiaVuong Q.V va cdng su [19] véi mot s6 hiéu chinh.
Thuc hién trich ly kiét (4 - 5 lan) mau bot va do ham lugng
saponins téng s6, ti d6 xac dinh hiéu suat trich ly
saponins theo phuong trinh:

SEE=%£ %100 @)
scc

Trong do:

SEE: hiéu suét trich ly saponin (%)

SCE: ham lugng saponin trich ly trong méi thi nghiém
(mg EE/g CK)
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SCC: ham lugng saponin trong mau dugc trich ly kiét
(mg EE/g CK)

2.4.2. Xdc dinh ham luong saponin téng sé (TSC)

TSC dugc xac dinh dya vao nghién ctu clia Hiai va
cdng su c6 mot s6 diéu chinh [20]. Lay 0,5mL dich trich ly
trén chung véi 0,5mL dung dich vanillin 8% (w/v) trong
methanol. Sau d6 b6 sung 5,0mL dung dich H,50472%
(v/v), 1ac déu va U trong bé 8n nhiét 70°C trong 10 phut,
sau d6 lam ngudi nhanh trong bé nudc da. Do dé hap thu
3 600nm bang may do UV-VIS. Escin dugc dung lam chat
chuan. Két qua TSC dugc thé hién tuong duong milligram
escin trén gram chat khoé (mg EE/g CK).

2.4.3. Ham luong phenolic téng sé (TPC)

TPC dugc xac dinh dua trén cac nghién clu trudc day
c6 mét sé diéu chinh [21]. Lay 0,5mL dich trich ly tron véi
2,5mL dung dich thudc thir Folin-Ciocalteu 10% (v/v)
trong nudc cat. Sau khi dé€ én dinh 6 phut, bé sung 2mL
dung dich Na,CO; 7,5% (w/v) va u t6i 1 tiéng & nhiét do
phong. Do dé hap thu & budc séng 760nm bang may do
UV-VIS. S dung chat chuén la acid gallic. Két qua TPC
dugc thé hién tuong duong milligram acid gallic trén
gram chat kho (mg GAE/g CK)

2.4.4. Kha nding quét géc tu' do ABTS (ARSC)

ARSC dugc xac dinh dya trén nghién cdu trudc day
c6 mot vai diéu chinh [22]. Trén déu hai thé tich bang
nhau dung dich ABTS 7,4mM va K;S,05 2,6mM, 0 t6i &
nhiét d6 phong trong 12 - 15 gi& dé tao dung dich géc
va giltt & -20°C cho dén khi dung. Tiép theo, pha loang
TmL dung dich géc v6i khodng 60mL methanol dé tao
dung dich phan tng c6 d6 hap thu 1,1 + 0,02 & budc
séng 745nm. Sau d6, lay 0,2mL dich chiét trén vai 3,8mL
dung dich phan ng va gi 120 phut trong bong téi &
nhiét dé phong. Do dé hap thu ctia hén hop 6 budc séng
745nm bang may do UV-VIS. Trolox dugc dung lam chat
chudn. Két qud ARSC dugc thé hién tuong duong
milligram trolox trén gram chat kho (mg TE/g CK).

2.4.5. Khd ndng chéng oxy héa bdng cdch khir sat
(FRAP)

FRAP dugc danh gid theo phuong phap bdo cdo
trong nghién ctu trudc day co6 mét vai diéu chinh [22,
23]. Chuan bi 3 loai thudc thii, bao gém: Thudc thit A: dém
acetate (300mM, pH 3,6); Thudc tha B: 2,4,6-Tris(2-
pyridyl)-s-triazine 10mM; Thuéc thi C: FeCls.6H,0 20mM.
Tron 3 thudc thir A:B:C véi ti 1é 10:1:1 theo thé tich dé tao
dung dich phan Ung. Sau d6, trén 0,2mL dich chiét vai
3,8mL dung dich phén ting va dé & 37°C trong béng tdi
trong 30 phut. Do d6 hap thu ctia hén hgp 6 budc song
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597nm bang may do UV-VIS. Trolox dugc dung lam chat
chudn. Két qud FRAP dugc thé hién tuong duong
milligam trolox trén gram chat khé (mg TE/g CK).
2.5. Phuong phap xt ly s6 liéu thuc nghiém

Tat ca thi nghiém duoc 1ap lai 3 1an. S8 liéu dugc thé
hién dudi dang gia tri trung binh cta 3 lan lap + d6 léch
chuén (n = 3). S dung phan mém IBM SPSS Statistics 22
dé xu ly sé liéu sé liéu v&i muc y nghia nhé hon 0,05
(p < 0,05). Su khac biét gitta cac thi nghiém dugc xac
dinh bang phan tich phuong sai mét yéu té (ANOVA) va
kiém dinh Duncan. Thiét ké va xtr ly két qua t6i uu hoa bang
phan mém JMP18 & muic y nghia théng ké la p < 0,05.
3. KET QUA NGHIEN CU'U VA THAO LUAN
3.1. Panh gia su tuong thich ctia mé hinh

Bang 2 trinh bay sé liéu thuc nghiém thu dugc khi téi
uu qua trinh trich ly ré Ban sam. Trong 27 thi nghiém thuc
hién, TSC bién d6i tir 25,55 dén 62,21mg EE/g CK; SEE bién
déi tur 34,88 dén 84,93%; TPC bién d6i tu 23,86 dén
56,92mg GAE/g CK; ARSC bién d6i tir48,33 dén 115,72mg
TE/g CK; FRAP bién ddi tir 42,07 dén 101,74mg TE/g CK.

Bang 2. Thiét ké thi nghiém theo mé hinh Box-Behnken va két qua thu dugc

T Mau [ X | X | X | Xa | Vi Y, Y; Ys Ys
1 |0—+0]70|40|30| 80

57,21 78,11 | 54,46 | 108,93 | 97,91

2 |0++0|70|60 30| 80 | 43,08 |5882|53,86| 106,14 | 100,93

3 |——00|60|40|20| 80 | 44,61|60,91|56,92| 111,20 | 78,80

4 10000 (70|50 20| 80 |53,73|73,35|44,43| 8531 | 77,35

5 |+0+0|80|50|30| 80 | 57,24 |78,15| 43,06 | 8504 | 81,10

6 |—00—|60|50|20| 60 | 27,52 |37,57|3511| 73,91 | 57,39

7 |00++|70 {5030 100 | 44,97 | 61,40 | 50,56 | 98,54 | 87,55

8 |—00+|60|50|20|100| 40,31
33,77
36,77

32,79

55,03 | 56,87 | 105,87
79,30
88,01

57,94

98,90
81,63
76,16

9 |0+0—|70|60|20| 60 46,1
50,20

44,77

40,95
46,43
28,47

10 | 00+—1{ 70|50 |30 | 60

11 {00——{70 (50|10 | 60 54,80

12 [+00+ |80 | 50 | 20| 100 | 52,13 | 71,18 | 42,28 | 80,05 | 75,13

13 [++00|80 |60 | 20| 80 |57,71 | 78,80 | 37,24 | 80,11 | 81,04

14 | —0-0{ 60|50 | 10| 80 |25,55|34,88| 29,87 | 63,53 | 49,87

15 [—+00| 60 | 60 |20 | 80 |37,35|51,00 | 4585 | 90,10

97,37
93,14
104,70

82,07

16 | 0000 | 70 | 50 | 20 | 80 | 50,72 | 69,25
57,28

49,55

49,12 84,71

17 {0+0+| 70 | 60 | 20 | 100 | 41,95 49,40 85,58

18 {—0+0|60 |50 |30| 80 |36,30 48,81 86,83
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19 |+00—| 80|50 |20 | 60 | 36,01 | 49,16 | 23,86 | 48,33 | 42,07

20 | +0-080|50| 10| 80 | 38,36 | 52,38 | 25,74 | 51,06 | 50,61

21 {+—00|80 (40|20 | 80 [62,21|84,93 | 40,48 | 89,95 | 81,47

22 | 0000 |70 |50 |20 | 80 | 45,71 | 62,41 | 50,56 | 98,30 | 93,74

23 |0—0+| 70| 40| 20 [ 100 | 54,04 | 73,78 | 54,22

43,64
40,76

115,721101,74

24 |0—0—|70 (40 (20| 60 | 47,61 65,01 86,17 | 79,57

25 |{0——0| 70|40 |10 80 | 42,04 | 57,40 80,06 | 71,66

26 | 00—+ 70| 50|10 | 100 | 38,80

40,18

52,98
54,86

52,32
36,50

99,50
67,83

98,07
85,67

27 |0+-0|70|60| 10| 80

Bang 3 thé hién két quan phan tich phuong sai
(ANOVA) ctia két qua thi nghiém d6i véi mé hinh bac 2 va
cac hé s6 ctia phuong trinh héi quy thu dugc.

Két qua phan tich ANOVA cho thay phuong trinh héi
quy bac hai phu hop véi dir liéu thuc nghiém thé hién qua
hé s6 tuong quan R? cao. Theo Andrich va cong su [24],
mo hinh dugc cho la phu hgp véi cac gia tri thuc nghiém
khi R?I16n hon 0,75. Trong nghién ctfu nay, R? ctia TSC, SEE,
TPC, ARSC va FRAP lan lugt1a 0,91;0,91;0,91; 0,92 va 0,82,
chiing t6 91%, 91%, 91%, 92% va 82% s6 liéu thuc nghiém
tuang thich véi sé liéu du doan tir mé hinh. Mac du gia tri
R? clia m6 hinh FRAP thap han so véi cac mé hinh khéc,
nhung van vugt ngudng chap nhan d6i vai cac mo hinh
héi quy bac hai trong hé sinh hoc. Su khac biét nay c6 thé
do ban chat phép do FRAP phén anh téng kha nang khtt
clia mau, chiu anh hudng déng thai cda nhiéu hgp chat
ch6ng oxy héa véi ca ché phan ng khac nhau, dan dén
do phan tan di liéu cao hon so véi cac chi tiéu hda hoc
dinh lugng. Do d9, gié tri R> 8 muc 0,82 van dugc xem la
phu hgp va khéng &nh hudng dang ké dén do tin cay
chung clia mo6 hinh.

Theo Zolgharnein [25], su khac biét gita R?dy doan va
R? hiéu chinh nén nam trong khoang 0,20. Do d6, R? du
doan trong nghién ctiu nay phu hgp véi R? hiéu chinh.
Ngoai ra, cac mo6 hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP déu cé
gia tri p < 0,05, ching té cdc md hinh nay dat d6 tin cay
dé mo ta anh hudng clia cac bién. Déng thdi, gia tri p of
lack of fit cla cac mo hinh TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP
déu khéng co6 y nghia thong ké so véi dir liéu quan sat,
diéu nay cho thdy cac mé hinh thuc nghiém dugc thiét
lap la phu hop d€ mo ta méi quan hé gilra cac bién.

Tinh quan trong ctia hé s6 trong phuong trinh d6i véi
ting ham muc tiéu dugc xac dinh bang gia tri p. Néu p <
0,05 thi hé s6 ho6i quy cé anh hudng c6 y nghia dén
phuong trinh héi quy thu dugc. Hon nifa, gia tri p cang
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Bang 3. Cac hé 50 clia phuong trinh hoi quy va két qua phan tich phuong sai

Hésd TSC (Y1) SEE(Y>) TPC(Y3) ARSC(Ys) FRAP (Ys)
hoiquy | Dudoan | p-values | Dudoan p - values Du doén p - values Du doén p - values Dudoén | p-values
Bo 50,05 <0,0001 | 68,33 <0,0001 48,03 <0,0001 93,66 <0,0001 85,26 <0,0001
B 7,66 <0,0001 10,47 <0,0001 -5,06 0,0014 -9,54 0,0010 -3,53 0,2489
B2 -4,47 0,0032 -6,10 0,0032 -2,22 0,947 -6,28 0,0148 0,48 0,8719
Bs 4,82 0,0019 6,58 0,0019 6,96 0,0001 14,28 0,0001 9,98 0,0051
B4 4,81 0,0020 6,56 0,0019 7,26 0,0001 13,26 0,0001 12,94 0,0008
Brz 0,69 0,7497 0,945 0,7489 1,95 0,3745 2,81 0,4761 -0,92 0,8579
Bis 2,03 0,3551 2,77 0,3551 -0,40 0,8518 -1,79 0,6470 -1,61 0,7545
B2 -3,06 0,1723 -4,18 0,1723 0,91 0,6740 2,36 0,5490 -2,74 0,5967
Bra 0,83 0,7005 1,14 0,6997 -0,83 0,7009 -0,06 0,9877 2,11 0,6834
Bas 0,43 0,8395 0,6 0,8387 -0,53 0,8061 -3,92 0,3250 -4,55 0,3852
B3 0,54 0,8000 0,74 0,8000 -4,93 0,0386 -1,75 0,0655 -197 0,1408
B -3,46 0,0824 -4,73 0,0823 -6,49 0,0041 -9,89 0,0114 -13,07 0,0113
B2 2,33 0,2255 3,19 0,2249 2,03 0,2908 570 0,1109 7,26 0,1227
B33 -6,22 0,0053 -8,49 0,0053 -3,39 0,0892 -6,46 0,0748 -3,59 0,4276
Bas -7,04 0,0023 -9,62 0,0023 -1,74 0,3623 -4,56 0,1934 -3,91 0,3886
R? 091 091 091 092 082
RZadjust 0,80 0,80 0,80 0,82 0,61
p-values 0,0003 0,0003 0,0004 0,0002 0,0120
';GCZ‘Zf;; 05644 05638 03931 05547 04413

Ghi chii: Chit in ddm thé hién su dnh huéng ddng k€ cia cdc bién (p < 0,05).

nho thi hé s6 tuang Uing cang quan trong. Tu d6, phuong
cac trinh mo ta tac dong clia cac théng s6 UAE d6i vaéi TSC,
SEE, TPC, ARSC va FRAP clia mau bot ré Pan sam nhu sau:
Y:=50,05+7,66X:-4,47X; + 4,82X: + 4,81X,
+ 0,69X: X3 + 2,03X: X5 - 3,06X5X5 + 0,83X1 X4 + 0,43X5Xa
+ 0,54X3X4 — 3,46X:2 + 2,33X,% - 6,22X32 - 7,04X4% (3)

Y.=68,33 +10,47X, - 6,1X, + 6,58X3 + 6,56X,

+ 0,94X: X, + 2,77X1 X3 = 4,18X2X3 + 1,14X: X4 + 0,6X2X4
+ 0,74X3X4 — 4,73X:2 + 3,19X,° - 8,49X3% - 9,62X,4% (4)
Y3=48,03 - 5,06X; — 2,22X; + 6,96X5 + 7,26X,

+ 1,95X: X5 — 0,40X: X35 + 0,91 X,X3 - 0,83X:X4- 0,53XX4
- 4,93X:X4 - 6,49 X412 + 2,03X,2 - 3,39X3%2 - 1,74X4? (5)
Y;=93,66 - 9,56X; - 6,28X, + 14,28X;5 + 13,26X,

+ 2,815X: X2 = 1,79X: X3 + 2,36X,X3 - 0,66X1 X4 — 3,92X5X4
—7,75X3X4 - 9,89X,2 + 5,70X,? - 6,46X3% - 4,56X4>  (6)
Ys=85,26 — 3,53X; + 0,48X; + 9,98X3 + 12,94X,
=0,92X:X2 = 1,61X1X5 - 2,74X:X3 — 2,11X1 X4 — 4,55X,X4
—7,97X3X4 = 13,07X42 + 7,26X5% — 3,59X32 - 3,91X4? (7)
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3.2. Phan tich bé mat dap ung

Chiéu huéng tac déng clia cac yéu té khao sat dén cac
ham muc tiéu dugc thé hién & hinh 1. Cac yéu té khéo sat
déu anh hudng dén cac ham muc tiéu theo dudng cong,
thé hién su phu hgp véi cac phuong trinh 3, 4, 5,6, 7 déu
la ham bac hai.

Khi néng d6 dung moi tang dan thi TSC va SEE clng
tang dan. Diéu nay c6 thé do néng dé ethanol thap khéng
du dé trich ly cac saponin ra ngoai dung méi. Tuy nhién,
TPC gidm khi néng dé ethanol tang, diéu nay c6 thé do
polyphenol c6 nhiéu nhém ua nudc, nén it hoa tan vao
dung moi ndng dé cao hon. Gia tri ARSC cling giam khi
nong dé dung moi ethanol tang, con FRAP c6 xu hudng
tang Ién cuc dai r6i giam dan.

Khi nhiét d6 tang, nhin chung cac ham muc tiéu déu
¢6 xu huéng giam. Nguyén nhan do nhiét d6 cang cao
trong trich ly hé trg song siéu am lam tang ap suat hai cta
dung méi, lam giam luc v& bot khi va dan dén anh hudng
dén qua trinh trich ly [26]. Ngoai ra, c6 thé do tinh nhay
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cam vdi nhiét do cao cla cac hoat chat. T d6, anh hudng
dén hoat tinh chéng oxy hoa do cac hoat chat nay phu
thudc vao ham lugng cac hoat chat dugc trich ly [27].

Khi thai gian tang thi hiéu qua trich ly cang tét vi tao
diéu kién dé dung maéi cé thsi gian xam nhap gidp lam
mém mo thuc vat, lam yéu cdu trdc thanh té bao, va phan
hay nhiéu lién két gilra cac hop chat, cing nhu tang
cudng tinh hoa tan clia cac hoat chat vao dung moi [28].

Cac ham muc tiéu déu tang khi tang ti 1&é dung
moi/nguyén liéu va sau d6 giam nhe. Diéu nay hoan toan
phu hgp véi ly thuyét truyén khéi cho rang su chénh léch
néng do gitta pha ran va dung moi chinh la déng luc ctia
qua trinh truyén khoi. TU do, ti 1é dung moéi/nguyén liéu
cang 1én cang thac ddy qua trinh khuéch tan vat chat tu
trong nguyén liéu vao dung moéi. Tuy nhién, viéc kéo dai
thai gian dé dat trang thai can bang sé tiéu tén dung moi
nhiéu hon [29].

§5.37082
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74.53119)
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99.26212
& [76.76845,
101.7558]

4218513
2 (3299484,
5137541

_, 034438
2 smat,
< 1078173)

o, E5.67894
3 (6379034,
= 107.5675)

0.734945

Desirability

Desirability

Hinh 1. M6 hinh bé mat dap ting thé hién sy dnh hudng cla ting yéu t6
tGi TSC, SEE, TPC, ARSC va FRAP clia dich trich ly ré Dan sam

Dua vao mé hinh da thic bac 2 thuc nghiém, dir liéu
thuc nghiém dugc phan tich bang phuong phap bé mat
dap strdung phan mém JMP18. Cactruc X vaY cta bé mat
dap ung ba chiéu dai dién cho hai yéu t6, hai yéu t6 con
lai gitt ¢6 dinh, truc Z la chi tiéu danh gia. Trong hai ham
muc tiéu chinh, gia tri SEE dugc tinh tu gia tri TSC tuong
Uing so v&i TSC chiét kiét (hang s6) (phuang trinh 2), vi vay
cac bé mat dap lng cua SEE theo tling cap yéu to sé
tuong tu nhu TSC. Do d6, nghién clru nay cha yéu trinh
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bay cac bé mat dap ing dugc xay dung cho ham muc tiéu
chinh [2TSC (hinh 2).

Hinh 2A cho thay nong d6 ethanol dung méi cang
tang va nhiét d6 cang giam thi TSC cang tang, chiing té
chiéu hudng tuong tac cta hai yéu t6 nay tuong tu nhu
phan tich vai tro clia tling yéu t6 da noi & trén. Hinh 2B va
2C cho thay su tuong déng clia xu hudng tac dong dong
thdi cda hai cdp yéu té néng d6 dung méi ethanol-thoi
gian trich ly va ndbng dé dung méi ethanol-ti 1& dung
moi/nguyén lieu. G néng d6 dung mdi ethanol thap,
tuong tac clia hai cdp yéu t6 nay dén TSC tuan theo hinh
parabol ngugc (tang réi giam), tuy nhién, khi néng dé
dung moi tang dan, cing vai su tang thaoi gian trich ly va
ti & dung méi/nguyén liéu thi TSC cling tang dan, dat gia
tri TSC cao nhat tai thai gian trich ly 27 phat, nong do
dung méi 80% (v/v) va ti 1é dung méi/nguyén liéu la 88
mL/g. Hinh 2D va 2E cho thdy khi cang gidm thdi gian
trich ly va ti 1é dung méi/nguyén liéu thi TSC cang gidm
cho du nhiét d¢ trich ly cao hay thap. Hinh 2F chi ra rang,
khi thaoi gian trich ly tang dan thi TSC tang dan roi sau dé
lai gidm dan khi ti 1é dung moi/ nguyén liéu giam dan.
Tom lai, diéu kién téi uu thu dugc tir mo hinh bé mat dap
Ung la néng @6 dung méi ethanol 80% (v/v), nhiét do trich
ly 40°C, thai gian trich ly 27 phdat, ti 1é dung méi/nguyén
liéu 88 (mL/g).

o8 55~ 3
A & g e,
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HaUl Journal of Science and Technology

249



CONG NGHE

https://jst-haui.vn | P-ISSN 1859-3585 | E-ISSN 2615-9619

250

TsC

Hinh 2. B& mét dap ting 3D thé hién sy anh hutng cta ting cdp yéu to t6i TSC
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3.3. Téi uu héa qua trinh trich ly

Qua trinh trich ly c6 hé trg s6ng siéu am nham thu
dugc TSC va SEE cao nhat. K&t qua téi uu hoa cho thay gia
tri cdc ham muc tiéu du doan nhu trong bang 4.Tién hanh
thuc nghiém lap lai ba lan & cac diéu kién t6i uu thu dugc
két qua TSC, SEE, TPC, ARSC, FRAP thuc nghiém nhu &
bang 4. Két qua cho thay khong c6 su khac biét cé y nghia
gilta gia tri thuc nghiém va gia tri du doan thu duogc tu
phuong trinh hoi quy. Diéu nay ching té mé hinh téi uu
thu dugc tuang tich t6t vai thuc nghiém va cé thé s
dung dé t6i uu hoa diéu kién trich ly ré cay Dan sam.

Bang 4. K&t qua ham luong tong s6 hoat chét, hiéu sudt trich ly va kha
nang chdng oxy héa du doan va thuc nghiém

Ham muc tiéu Gia tri dudoan | Gia tri thucnghiém
TSC (mg EE/g CK) 65,38° 66,02 + 1,022
SEE (%) 89,26" 88,86 +1,24°
TPC (mg GAE/g CK) 42,19 42,92 0,04
ARSC (mg TE/g CK) 91,24¢ 90,31+ 0,09
FRAP (mgTE/g CK) 85,67¢ 84,18 £0,03¢

So sanh két qua t6i uu hda cho thay su tuong déng
vé diéu kién trich ly v8i mot sé nghién ciu trén doi
tugng khac. Nghién ciu ctia Sayem [10] t6i uu hoa trich
ly siéu am tur vé va hat qua coc cho thay nhiét do téi uu
la 59,82°C, trong thdi gian 41,08 phut véi néng dé
ethanol la 76,64%. Nghién ctu clla Khoang va céng su
[30] cho thdy diéu kién trich ly hé trg siéu am t6i uu dé
thu saponins téng s6 va nang suat trich ly cao nhat tir ré
dinh lang la dung moi ethanol 70%, céng suat 185W,
nhiét d6 60°C trong 65 phut. Nghién ctru t6i uu diéu kién
trich ly ho trg séng siéu am trén doéi tuong qua téo tau
chua [31] cho thdy dung moi ethanol cé hiéu suat thu
héi TFC va TPC t6t hon, con dung méi methanol cho
hiéu suat thu TSC cao hon. Nghién ctu trich ly siéu am
[32] d6i vé&i ré Hoang tinh d6 cling cho thay & diéu kién
néng do ethanol 85%, thai gian trich ly 75 phut, nhiét dé
trich ly 50°C va ti & 1:10mL/g thu dugc hoat chat
saponin trong ré cay cao nhat.

4. KET LUAN VA KHUYEN NGHI

K&t qua nghién ctu cho thay, diéu kién trich ly ho trg
siéu am toi uu cho hoat chat sinh hoc va kha nang chéng
oxy hoa tir ré cdy Pan sam la néng dé dung moi ethanol
80% (v/v), nhiét do trich ly 40°C, thai gian trich ly 27 phut,
ti & dung méi/nguyén liéu 88 (mL/g). G diéu kién ti uu
nay, dich chiét thu dugc ¢ TSC la 65,38mg EE/g CK, SEE
la 89,26%, TPC la 42,19mg GAE/g CK, ARSC la 91,24mg
TE/g CK va FRAP la 85,67mg TE/g CK.
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Phuaong phap trich ly siéu am cho thay tiém nang tng
dung nha thai gian trich ly ngén, nhiét d6 van hanh thap
va hiéu qua thu héi cao. Tuy nhién, dé nghién ctru toan
dién hon can tiép tuc nghién ctu danh gia vé hiéu qua su
dung nang lugng va kha ndang mé réng quy mé trong cac
céng trinh tiép theo.
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