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Abstract

Dendrobium nobile Lind., also known as Hoang thao dui ga, is a species of plant belonging to the genus
Dendrobium, a large genus of the Orchidaceae. This is a medical plant used in many remedies in China and
Vietnam. Polysaccharide from this species has been shown many valuable biological activities such as
hypoglycemia antioxidant and anti-cancer. In this paper, a procedure for extracting total polysaccharide by
aqueous solvent from D.nobile based on the survey of factors: temperature, time, material/solvent ratio
affecting this extraction process was proposed. The total polysaccharide content was also determined
according to phenol-sulfuric acid method.
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Tém tat

Dendrobium nobile Lindl. hay con dwogc goi la Hoang thao dui ga la mét loai thuc vét thudc chi thach hoc
(Dendrobium), la mét chi Ién trong ho Lan (Orchidaceae). Pay la mét vi thube duoc stv dung trong nhiéu bai
thube & Trung Quéc va Viét Nam. Polysaccharide tir loai ndy da duoc chimg minh cé nhiéu hoat tinh sinh
hoc quy gia nhw ha duong huyet chong oxi héa, chéng ung thw. Trong bai béo nay, ching téi dua ra quy
trinh chiét polysaccharide téng sé bang dung méi nwoc tir loai D.nobile diwa trén viéc khéo sat nhiing yéu td
anh huéng: nhiét dé chiét, thoi gian chiét, ti 16 nguyén liéu/dung méi dén qué trinh chiét nay, déng thoi xac

dinh dwoc ham lwong polysaccharide tc"ing sé bang phuwong phép phenol- sulfuric acid.

Tw khda: Dendrobium nobile Lindl.,

1. Mé dau

Dendrobium nobile Lindl. con goi 1a hoang thao
dui ga, hoang thao cang ga 1a mot trong nhimg loai
dugc sir dung nhiéu nhat trong trong nhiing loai thudc
chi Dendrobium. Trong dong y. D.nobile c6 vi ngot
hoi nhat, tinh hoi lanh c6 tdc dung dudng am ich vi,
sinh tan dung trong cic bénh s6t nong, miéng kho,
hong kho... D.nobile dugc dung trong cac bai thude
Trung Quoc cb tac dung dé b01 bd, sinh dich .... Cac
san pham chirc nang chiét xuét tir D.nobile duqc su
dung cho nguoi luyén tap thé thao trude khi luyén tap
dé tang lyc [1,2].

D.nobile chtra nhiéu cac 16p chat nhu alkaloid,
sesquiterpene, phenathrene va bibenzyl,
polysaccharide ngoai ra con chira cac acid hitu co.
Dic biét cin chiét polysaccharide tong sé dé chimg to
nhiéu hoat tinh sinh hoc quy gia nhu hoat tinh chdng
ung thu trén cic dong té bao Sarcoma 180, LH- 60,
hoat tinh chéng oxi hoa thé hién hoat tinh khang gde
tu do tot trén hé ABTS va c6 kha nang khang goc tu
do OH: va hé DPPH [3-6]. V6i uu diém hoa tan t6t
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polysaccharide, phenol-sulfuric acid.

trong nudc va doc tinh thdp hon cac nhom chat khéc,
polysacharite c6 kha ning d& dang hép thu vao co thé.
Ham lugng polysaccharide kha 16én trong cdy nén
polysaccharide tir loai D.nobile 1a mot 16p chét hira
hen nhiéu trién vong dé phat trién cac san pham ty
nhién lam thyc phdm chirc ning va lam thudc diéu tri.
Tuy nhién cho dén nay viéc nghién ciu vé
polysaccharide méi chi tép trung & Trung Quoc
Trong bai bao nay lan dau tién quy trinh chiét xuét
polysaccharide tong tr loai D.nobile dugc xay dung &
Viét Nam.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru
2.1 Méu thuee vit, héa cht, thiét bi

Mau Hoang thao dui ga thu hai & Quang Binh va
dugc TS. Bui Van Thanh (Vién Sinh thai va Tai
nguyén Sinh vat-VAST) xac dinh tén khoa hoc loai
Dendrobium nobile Lindl. thudoc chi thach hoc
Dendrobium, ho lan Orchidaceae. Mau dugc dit tén
DNI va dugc luu tai Vién sinh thai va tai nguyén sinh
vat, VAST. Mau nghién ctru loai D. nobile (ca cay)
dugc thai nho, siy kho, nghién nho vai kich thude ¢
1 mm thu dugc bdt nguyén li¢u kho.
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Hoba chat, thiét bi:

) Chat chuan: D-glucose — Merck, hoa chét tinh
khiét: Sulfuric acid 98%, phenol,’ petroether, ethanol,
chloroform, buthanol - Trung Quoc

May do UV-VIS Agilent 8453
2.2 Phwong phap nghién ciru
Phwong phap dinh luong polysaccharide

Str dung phuong phap phenol-sulfuric acid [7]:
Dua vao phan ung thuy phan polysaccharide thanh
monosaccharide, monosaccharide tao mau voi
phenol trong mdi trudng acid, dung dich tao thanh cé
do hép thu cuc dai tai budc song A = 490 nm. Xay
dung dudng chuin mat do quang A & budc song
A =490 nm cua glucose da tao mau véi phenol & mot
dai néng do glucose c6 san 0; 22,45; 67,5; 90 pg/ml
thu dugc phuong trinh duong chuén:

y=10.0066x + 0.2023
trong do:

y: gia tri mat do quang cia miu do & budc song
A =490 nm.

x: Nong do glucose (ug/ml)

Cin tong polysaccharide dugc dem xac dinh
ham lugng polysaccharide

- Cén chinh xac 0,005 gam m:?lu hoa tan va dinh
muc thanh 10 ml bang nudc cat, nong d6 1a 1 mg/ml
(10000 pg/ml).

- Lay 0,75 ml dung dich trén pha thanh 10 ml,
nong do 75 pg/ml.

- Lay 1 ml dung dich trén cho vao 6ng nghiém
c6 nut day, thém 1 ml dung dich phenol 5%, 5 ml
H>SO4 dam dac, lic déu 6ng nghiém. Dat 6ng nghiém
vao cbe nude s6i 2 phut rdi 1am lanh & nhiét d6 phong
30 phat.

- o mét d¢ quang cua dung dich nay ¢ budc
song 490 nm. Dya vao phuong trinh duong chuan,
suy ra ham lugng tong polysaccharide.

Phirong phdp chiét xudt polysaccharide tong sé6 tir
loai D.nobile

Polysaccharide tong s6 dwoc chiét bang dung
moi nude va két tia bang ethanol 95%, cac tap chit
hitu co duogc loai bé'mg cach st dung cac dyng moi
hitu co petroether, ethanol 80%, chloroform/buthanol.
[3,6,8].

B6 tri thi nghiém:

5 g bot D.nobile duge dem chiét bang 150 ml
petroleum ether & 60 °C trong 2 h. Dich chiét duogc
loai bo thu duoc phﬁn ba nguyén li¢u. Ba nguyén li¢u
sau d6 dugc chiét véi 150 ml ethanol 80% trong 2 h.
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Dich chiét duoc loai bo thu duge ba nguyén liéu. Hai
giai doan chiét néu trén nhiam loai bo tap chét tan
trong petroleum ether va tap chat tan trong ethanol.
Phéan b sau d6 dugc chiét bang dung méi nude dé
thu dugc polysaccharide tan trong nudc. Dich chiét
thu dugc loai protein bang chloroform/buthanol rdi ¢6
b6t dung mai t6i thé tich con 1/3 so véi thé tich ban
dau. Sau d6 dich chiét dugc bd sung ethanol 95 % véi
ty 1& 3:1 (v/v) va dé lanh & 4 °C trong khoang thoi
gian 24 gio, khi d6 polysaccharide s& két tua. Hon
hop dugc dem ly tdm trong khoang 10 phut thu dugc
can chiét polysaccharide. Cin niay dugc rira bang
methanol va dugc lam déng kho thu dwoc can chiét
polysaccharide tong. Trong cac giai doan trén thi giai
doan chiét polysaccharide trong nuéc anh huong 16n
nhét t6i ham lugng polysaccharide. Do d6 giai doan
nay duogc khao sat theo cac yéu té anh huong:

- Anh huong cua thoi gian chiét: mau D.nobile
duogc chiét trong dung méi nudc theo ti 1& nguyén
liéu/dung méi 1/30 (mg/ml), nhiét @6 100 °C va dugc
chiét trong cac khoang thoi gian 1h, 2h, 3h, 4 h, 5 h.

- Anh huodng cua ti 16 nguyén liéu/dung méi:
mau D.nobile dugc chiét trong theo ti 1& nguyén
liéu/dung moéi 1/25, 1/30, 1/35, 1/40 (mg/ml), nhiét
d6 100°C va dugc chiét trong cac khoang thoi gian
3 h

- Anh huéng cua nhiét do chiét: mau D.nobile
dugc chiét trong dung méi nudc theo ti 1& nguyén
liéu/dung méi 1/30 (mg/ml), nhiét d6 60 °C, 70 °C,
80 °C, 90 °C, 100 °C va duogc chiét trong cac khoang
thoi gian 3h.

3. Két qua va thao luin

Két qua khao sat cac yéu t6 anh huéng téi ham
luong polysaccharide tong so trong giai doan chiét
polysaccharide trong nudc nhu sau.

3.1. Anh hwong ciia thoi gian chiét téi ham lwong
polysaccharide

¥

Ham hromg Polysaccharide (ma)

1 F 1 4 5 o
Thiri gian chidt (k)

Hinh 1. Db thi biéu dién sy phu thudc cua ham luong
polysaccharide trong 5 mau nguyén li¢u vao thoi gian
chiét
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Két qua cho thdy ham luong polysaccharide dat
dugc cao nhat khi chiét trong khoan thoi gian 3 h.
Khi ting thoi gian chiét tir 1 h dén 3 h thi ham lugng
polysaccharide tang nhanh chong. Tuy nhién, ham
lwong polysaccharide lai giam di sau khoang thoi
gian chiét 1a 3 h. Do day la qua trinh trich ly céc phan
tir chat tan nén thoi gian trich ly kéo dai ciing lam
tang ham lugng polysaccharide hoa tan cho dén khi
dat dén ham luong tdi wu. Tuy vdy sau 3h thi ham
luong polysaccharide s€ khong tang. Theo cac tac gia
nghién ctru qua trinh chiét polysaccharide [6,7,9], do
qua trinh chiét xuit hau nhu di xay ra hoan toan va
thoi gian chiét xuat kéo dai c6 thé gay ra sy phan hay
c4c polysaccharide mach ngén c¢é cdu tric khong bén
ving va hdu qua c6 thé lam cho ham luong
polysaccharide giam.

3.2. Anh hwéng ciia nhigt dp chiét t6i ham lwong
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Hinh 2. D) thi biéu dién su phu thugc cta ham lugng
polysaccharide trong 5 g mau nguyén liéu vao nhiét
d6 chiét

Két qua cho thdy ham Iluong polysaccharide
tang c6 y nghia thdng ké trong khoang nhiét do trich
ly dwoc thuc hién (70 °C dén s6i ~100 °C). Theo cac
tac gia Pham Bao Truwong va Nguyén Minh Thiy [9],
0 nhiét d§ nay da xdy ra qua trinh trich ly cac phan tu
polysaccharide hoa tan ma chi yéu 14 polysaccharide
peptide voi khdi lugng phan tir khoang 5 x 10° Da.
Phan tr polysaccharide peptide duoc cAu tao tir cac
phan tir polysaccharide va cac amino acid, trong d6
phan polysaccharide bao gém glucose, galactose,
arabinose, xylose va mannose, cac phan tir lién két
v6i nhau thong qua lién két B-glucoside. Khoang
17 loai axit amin lién két voi cac phén tir
polysaccharide. Chinh cac gbc acid amin cé tinh phan
cuc 1am cho céc phan tir hoa tan dé dang hon khi ting
nhiét do.

3.3. Anh hwéng ciia ti 1¢ nguyén ligu/dung moi vao
ham lwgng polysaccharide
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Hinh 3. D thi biéu dién sy phu thudc cia ham luong
polysaccharide trong 5 g mau nguyén li€u vao ti 1¢
nguyén li¢u/dung moi

Mau Dendrobium nobile 5 g

Dich chiét chit mau

A 4

Chiét v6i petroleum ether, 60 °C, 2 h

Bi (4.7 g - 94%

khéi luong méu)

Chiét véi nudce, 100 °C, 3h, ti 16 nguyén li¢u/dung moi: 1/30 (mg/ml)

Dich chiét |¢—— Chiét v&i ethanol 80%, 90 °C, 2
* Y\ 1
Bi (4.2 g - 84% khdi luong mau)
Ba
y
Dich chiét polysaccharide tho
Protein [¢ CHCI,:nBuOH =4:1 (v/v)

Dich chiét polysaccharide

\4

Ethanol (95% v/v): dich chiét = 3/1 (v/v), 0 °C, 24h

Polysaccharide tong (2,7% khdi lugng mau)

Hinh 4. Quy trinh chiét polysaccharide tir loai D.nobile
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Két qua cho thiy khi luong dung mdi tang 1én
thi kha nang hoa tan cia cac polysaccharide tang lén.
Nguyén nhan 1a khi ting lugng dung méi 1én so voi
lugng mau thi kha ning khuyéch tan cua
polysaccharide vao dung mdi tang lén do vdy ham
lugng polysaccharide thu dugc ting 1én. Tuy vay khi
ti 1¢ nguyén li¢u/dung moéi >1/30 (mg/ml) thi ham
luong polysaccharide thu dugc ting rat it. Do vay dé
giam chi phi vé dung méi ciing nhu chi phi thyc hién
qua trinh chiét thi ti 18 nguyén liéu/dung méi tdi wu la
1/30 (mg/ml).

So sanh véi quy trinh chiét polysaccharide tong
s6 tir loai D.nobile & Tt Xuyén, Trung Qudc [10,11],
giai doan chiét trong nudc dién ra trong thoi gian
ngin hon (& 80 °C va thoi gian chiét 2h). Didu nay c6
thé 1a do thanh phan polysaccharide tir loai D.nobile &
Viét Nam c6 khoi lugng phén tir 16n hon va cau trac
thang hon dan téi khé tan trong nudc hon so véi
polysaccharide tir loai nay & Trung Qudc. Tir d6 cho
phép dinh huéng viéc phan doan polysaccharide tong
s6 cho cac bude nghién ciru tiép theo ciu tric va hoat
tinh sinh hoc cta polysaccharide. Loai D.nobile da &
Viét Nam c6 ham lugng polysaccharide téng s6 gan
trong duong v6i ham lugng polysaccharide cua loai
nay ¢ T Xuyén, Trung Quéde (3,1%) [11]. Két qua
nay cho thdy trién vong trong viéc nghién ciru ung
dung cua polysaccharide, dac biét 1a nghién ctru vé
hoat tinh sinh hoc cta chiét phém polysaccharide thu
duogc.

Tir nhitng khao sat vé diéu kién chiét xuét
polysaccharide cho phép duwa ra quy trinh chiét
polysaccharide & quy mo phong thi nghi€ém nhu
Hinh 4.

4. Két luan

Tu viéc khao sat anh hudng cua cac diéu kién
chiét polysaccharide cho phép xay dung duoc quy
trinh chiét polysaccharide thich hop trong dung moi
nude ¢ nhiét do 100 °C, thoi gian chiét 3h, ti 1¢
nguyén liéu/dung moéi: 1/30 (mg/ml). O diéu kién
chiét nay, ham lugng polysaccharide thu dugc la
2.7% (tinh theo khdi lugng miu kho). Ham lugng
polysaccharide cua D.nobile & Viét Nam tuong
duong vo6i ham luong polysaccharide cua D.nobile
ving Ta Xuyén Trung Qudc (3,1%) [11].

Loi cam on

Cong trinh nay 1a két qua cia dé tai B2016-
BKA-11 duoc tai trg boi Bo Gido duc va Pao tao.

Tai liéu tham Khao

[1] D3 Tit Loi, Nhimg cay thudc va vi thuéc Viét Nam,

trang 638, Nha xuit ban Y hoc, 2004.

49

(2]

[3]

(3]

(6]

(7]

(8]

(9]

[11]

[12]

Pham sz‘mg H, Cay co Viét Nam, tap 3, trang 821,
Nha xuat ban Tré, 2003.

Xing, X., Cui, S. W., Nie, S., Phillips, G. O., Goff, H.
D., & Wang, Q., A review of isolation process,
structural characteristics, and bioactivities of water-
soluble polysaccharides from Dendrobium plants,
Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, 1(2),
(2013), 131-147.
https://doi.org/10.1016/j.bcdf.2013.04.001

Yang, S., Gong, Q., Wu, Q., Li, F., Lu, Y., & Shi, J.,
Alkaloids enriched extract from Dendrobium nobile
Lindl. attenuates tau protein hyperphosphorylation
and apoptosis induced by lipopolysaccharide in rat
brain. Phytomedicine, 21(5), (2014). 712-716.
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2013.10.026

Zhou, X., Zheng, C., Wu, J., Chen, G., Chen, J., &
Sun, C., Five new lactone derivatives from the stems
of Dendrobium nobile. Fitoterapia, 115, (2016), 96-
100.

https://doi.org/10.1016/j.fitote.2016.10.002

AoXue Luo, XinglJin He, Song, Dong Zhou, YiJun
Fan, Tao He, Ze Chun, In vitro antioxidant activities
of a water-soluble polysaccharide derived from
Dendrobium nobile Lindl. extracts, International
Journal of Biological Macromolecules, 45, (2009),
359-363.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2009.07.008

S. Sadasivam, A. Manickam, Biochemical methods,
New Age International (P) Limited Publishers, New
Delhi, Chapter 1, 10-11, 2005.

Yanfei Peng, Baoqin Han,Wanshun Liu and Ruixue
Zhou, Deproteinization and structural characterization
of bioactive exopolysaccharides from Ganoderma
sinense mycelium, Separation Science and
Technology, 51(2), (2016), 359-369.
https://doi.org/10.1080/01496395.2015.1086375

Pham Béo Truong va Nguy&n Minh Thay, T5i vu hoa
qua trinh trich ly polysaccharide va tannin trong nim
linh chi d6 (Ganoderma lucidum), Tap chi Khoa hoc
Trudng Pai hoc Cin Tho Phan B: Néng nghiép, Thay
san va Cong nghé Sinh hoc, 36, (2015), 21-28.

Mark Q. Guo, Xinzhong Hu, Changlu Wang and
Lianzhong Ai, Solubility of polysaccharides,
Chapter 2 Polysaccharides: structure and solubility,
(2017), Intech, Croatia.

Jun-Hui Wang, Xue-Qiang Zha, Jian-Ping Luo, Xue-
Fei Yang, An acetylated galactomannoglucan from
the stems of Dendrobium nobile Lindl., Carbonhydrat
Research 345, (2010), 1023-1027.
https://doi.org/10.1016/j.carres.2010.03.005

Jun-Hui Wang, Jian-Ping Luo, Xue-Qiang Zha,
Structural features of a pectic polysaccharide from the
stems of Dendrobium nobile Lindl., Carbohydrate
Polymers 81, (2010), 1-7.
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.01.040.


https://www.tandfonline.com/author/Peng%2C+Yanfei
https://www.tandfonline.com/author/Han%2C+Baoqin
https://www.tandfonline.com/author/Liu%2C+Wanshun
https://www.tandfonline.com/author/Zhou%2C+Ruixue
https://www.tandfonline.com/author/Zhou%2C+Ruixue

	Xây dựng quy trình chiết polysaccharide tổng số từ loài Dendrobium nobile Lindl. ở Việt Nam
	Dendrobium nobile Lind., also known as Hoang thao dui ga, is a species of plant belonging to the genus Dendrobium, a large genus of the Orchidaceae. This is a medical plant used in many remedies in China and Vietnam. Polysaccharide from this species h...
	Từ khóa: Dendrobium nobile Lindl., polysaccharide, phenol-sulfuric acid.

	1. Mở đầu0F
	2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
	Mẫu Hoàng thảo đùi gà thu hái ở Quảng Bình và được TS. Bùi Văn Thanh (Viện Sinh thái và Tài nguyên Sinh vật-VAST) xác định tên khoa học loài Dendrobium nobile Lindl. thuộc chi thạch hộc Dendrobium, họ lan Orchidaceae. Mẫu được đặt tên DN1 và được lưu ...
	Hóa chất, thiết bị:
	Chất chuẩn: D-glucose – Merck, hóa chất tinh khiết: Sulfuric acid 98%, phenol, petroether, ethanol, chloroform, buthanol - Trung Quốc
	Máy đo UV-VIS Agilent 8453
	Sử dụng phương pháp phenol-sulfuric acid [7]: Dựa vào phản ứng thuỷ phân polysaccharide thành monosaccharide, monosaccharide  tạo màu với phenol trong môi trường acid, dung dịch tạo thành có độ  hấp thụ cực đại tại bước sóng λ = 490 nm. Xây dựng đường...
	Phương pháp chiết xuất polysaccharide tổng số  từ loài D.nobile
	- Ảnh hưởng của thời gian chiết: mẫu D.nobile được chiết trong dung môi nước theo tỉ lệ nguyên liệu/dung môi 1/30 (mg/ml), nhiệt độ 100 oC và được chiết trong các khoảng thời gian 1h, 2h, 3h, 4 h, 5 h.
	- Ảnh hưởng của tỉ lệ nguyên liệu/dung môi: mẫu D.nobile được chiết trong theo tỉ lệ nguyên liệu/dung môi 1/25, 1/30, 1/35, 1/40 (mg/ml), nhiệt độ 100oC và được chiết trong các khoảng thời gian    3 h.
	- Ảnh hưởng của nhiệt độ chiết: mẫu D.nobile được chiết trong dung môi nước theo tỉ lệ nguyên liệu/dung môi 1/30 (mg/ml), nhiệt độ 60 oC, 70 oC,  80 oC, 90 oC, 100 oC và được chiết trong các khoảng thời gian 3h.
	3.1. Ảnh hưởng của thời gian chiết tới hàm lượng polysaccharide
	3.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ chiết tới hàm lượng polysaccharide
	[8] Yanfei Peng, Baoqin Han,Wanshun Liu and Ruixue Zhou, Deproteinization and structural characterization of bioactive exopolysaccharides from Ganoderma sinense mycelium, Separation Science and Technology, 51(2), (2016), 359-369.

	[10] Mark Q. Guo, Xinzhong Hu, Changlu Wang and Lianzhong Ai, Solubility of polysaccharides, Chapter 2 Polysaccharides: structure and solubility, (2017), Intech, Croatia.

