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T6i wu héa qua trinh chiét saponin tong so tir 14 du di Carica papaya L.
Optimizing of Conditions for Saponin Extract Process from Carica Papaya L. Leaves
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Truong Pai Hoc Bach Khoa Ha Noi —

Tom tat

L4 du du duoc str dung hé tro didu tri ung thur & mot sé nuée, trong dé ¢é Uc, My, Brasin, Viét nam... La du

dud c6 chira cac nhém hoat chéat nhu: alkaloid, saponin, carotenoid, céc hop chét phenolic...

Trong nghién

ctru nay ching t6i tién hanh téi uvu héa bang phuong phép quy hoach thuc nghiém nhdm tim ra diéu kién
chiét xuét saponin hiéu qua ttr 14 du da va phéan tich dinh tinh nhém chét saponin cé trong I4 du dd. Cao
chiét téng s6 duoc chiét bdng MeOH. Ba yéu té c6 dnh huéng nhiéu dén qua trinh chiét xuat cao chiét téng
sé ter 14 du di 1a thoi gian chiét, nhiét dé chiét va ty 1é nquyén liéu/dung méi duwoc Iwra chon dé khado sat. Két
qud khao sat cho thdy diéu kién chiét xuat cao chiét tdng sé tir 14 du du téi wu 1a thoi gian chiét: 53 gio, ti 1é
nguyén liéu/dung maéi: 1/7 g/ml, nhiét dé chiét: 49°C, thu duoc cao chiét téng s6 véi ham luong la 14,49 +
0,64% so véi nguyén liéu la du da khé. Tiép tuc chiét xuat saponin tir cao chiét téng sé véi dung moi dic
hiéu la n-butanol, sau dé rira bang chloroform, chung téi thu duoc saponin thé toan phan véi ham lwong 1a
1,69 £ 0,37% so véi nguyén liéu 1& du da khé. Tién hanh phan tich dinh tinh saponin béng phuong phép tao
bot va sdc ki bdn mdng, chung t6i xéc dinh duoc nhém saponin cé mét trong 14 du di la saponin steroid.

T khoa: Chiét xuat, qui hoach thwe nghiém, téi wu héa, saponin, saponin steroid.

Abstract

Papaya leaves are used to support for treatment of cancer in some countries such as Australia, American,

Brasin, Vietnam... Papaya leaf contains alkaloid, saponin, carotenoid, phenolic compounds...

In this study

we optimise saponin extracted conditions from papaya leaves by using Design Expert program, and
qualitative analyse saponin in papaya leaves. The total extract is extracted by MeOH. Three main factors are
examined. There are extracted time, temperature and the ratio of material/extracted solvent. The research
result show that optimised extracted conditions for total extract from papaya leaves are extracted time: 52.5
hours, the rate of material/solvent: 1/7 and extracted temperature: 48.51°C. Continue to extract saponin from
the total extract with n-butanol, then purify by chloroform, we obtained total crude saponin with the content is
1,69 £ 0,37% compairing with dried material. Qualitative analyse saponins with foaming reaction and thin

layer chromatography, we determine that saponins presented in papaya leaves is saponin steroid.

Keywords: Extract, Design Expert, optimization, saponin, saponin steroid.

1. Pat van dé

O nhiéu noi trén thé gidi, dic biét 1a khu vuc
chau A, 14 du da duogc sir dung nhu mdt loai thube
dan gian dé chua lanh cac vét bong, giam tridu
ching hen suyén, diéu tri giun dudng rudt va cac
van dé vé duong tiéu hoa, diéu tri bénh Ii do nhiém
trung amip [1]. Ngoai ra, 14 du da cling dugc st
dung lam tang su thém &n, giam dau bung kinh,
giam budn nén. Nudc sic 1a du du dugc cong bb 1a
¢6 tac dung chdng ung thu, ddy 1a bai thudc dan gian
cta thd dan & Uc, da dugc phd bién qua nhidu nudc
khac trong d6 c6 Viét Nam. Nghién ctru gan day
nhét cta cac nha khoa hoc Nhat

* Dia chi lién hé: Tel.: (+84) 961.806.218
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Ban va My cho thy dich chiét 14 du du c6 tac dung
ngin chan sy ting trudéng cia cac dong té bao ung
thu khac nhau. Két qua nghién ctru da cho thay trong
la du du co chira cac hoat chit gay doc cho cac té
bao ung thu lam ti€u diét hodc giam qua trinh phat
trién cua chung, ddng thoi co cac hoat chat kich
thich sy phat | trién cia cac dong té bao lympho Thl
trong h¢ micn dich [2]. Saponin 1a mét nhom
glycoside 16n thuong gp trong thuc vat voi céu tao
gom hai phan genin (sapogenin) va phin duong.
Dua vio cdu tric ctia phan genin, saponin dugc chia
thanh hai nhom saponin tritrerpene va saponin
steroid. Saponin 1d nhém chit c6 chu trac
amphiphilic, c6 mot ddu ua nuéc (carbohydrate) va
mot dau ki nudc (steroid hodc triterpene) [1]. Hoat
tinh sinh hoc chinh cta saponin Ia kich thich hé
mién dich co thé va tc ché su phat trién cia khdi u.
Trong nghién ctru nay chung t6i tién hanh t6i wu héa
qué trinh chiét xuit saponin tho tong sb tir 14 du du



Journal of Science & Technology 129 (2018) 096-100

dé 1am tién dé cho viéc khdo sat hoat tinh sinh hoc
va kha ning tmg dung ctia chiing trong hd trg phong
chéng ung thu. Dé chiét xuét saponin, c6 thé bang
phuong phap chiét thu dich chiét tong so, sau do sir
dung cic dung mdi c6 d6 phan cuc ting dan dé chiét
cac nhom chat. Trong nghién ciru nay, ching t6i
chiét loai cac hop chéat khong phan cuc trude, sau dé
chiét thu dich tong cac chat phan cuc, tiép dén su
dung n-butanol dé chiét thu saponin [3, 4].

2. Nguyén liéu va phwong phap
2.1. Nguyén liéu

L& du du duogc thu hai tai huyén Pong Anh, Ha
Noi. La dugc dam bao tuoi xanh, trudng thanh khoe
manh va khong bi sau bénh hai. La sau khi thu hai
dugc lam sach, siy khoé va nghién nho dén kich
thude 1mm. Bot 14 ¢ d6 4m 9,7%, duoc bao quan
trong tai bong han kin va dé noi khé rdo, thoang
mat.

2.2. Phuwong phdp

Chiét xuét saponin tong sd thé nhu so do &
hinh 1 [3, 4].
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saponin trong dich chiét tong sd tir 1a du du bang cac
phén tng dinh tinh dac trung.

Tién hanh t6i wu c¢b dién qua trinh chiét cao
chiét tong sé bang dung moéi MeOH tinh khiét (>
98%) ddi v6i ba yéu td dugc lya chon khao sat la
nhiét do, thoi gian chiét va ti 16 nguyén lidu/dung
mdi dé chon khoang tbi wu thich hop.

Thyc hién t6i wu hoa qua trinh chiét néi trén
bang phuong phap quy hoach thuc nghiém. Xac dinh
gia tri toi wu cua ba yéu td: nhiét do chiét, thoi gian
chiét va ti 16 1& nguyén liéu/dung moi chlet bang
cach sir dung mo hinh Box-Benken, mdi yéu td tién
hanh ¢ ba muc (+1; 0; -1). Cac thi nghiém dugc bd
tri nhu trong bang 1, gdm 17 thi nghiém, trong d6 c¢6
5 thi nghiém dugc thyc hién tai tdim véi ham muyc
tiéu 1a ham lugng cao chiét tong sé thu duoc 1a 16n
nhét. Céc thi nghiém duogc tién hanh cung diéu kién
trén may lac, toc do lic 200 vong/phut. Mdi thi
nghiém duoc tién hanh véi 3 gam nguyén liéu. Xir li
s liéu thuc nghiém bing phan mém thong ké
Design-Expert 10 trial [5, 6].

3. Két qua va thio luan

3.1. Khdo sdt gid tri thich hgp ciia cdc thong so ky
thudt trong qud trinh chiét thu cao chiét tong so

Chung t6i lya chon MeOH tinh khiet (= 98%)
lam dung moi dé chlet thu cao chiét tong so [3. 45
va chon 3 thong s6 chinh ¢6 anh huwong nhiéu dén
qua trinh chiét 1a nhiét do chiét, thoi gian chiét va ti
1¢ nguyén lidu/dung méi dé tién hanh khao sat [7].
Tién hanh t6i wu cb dién voi cac khoang khao sat
ban dau ddi vai tig yéu t6 1a:

Nhiét d6 chiét - 40 - 60°C
Thoi gian chiét 124 - 72 gioy
Ti &€ nguyén liéu/dung moi 2 1/5-1/8

3.1.1. Anh hwéng ciia nhiét @ chiét

Khéo sat sy anh hudng cua nhiét do chiét voi
gi4 tri thoi gian chiét ¢ dinh 48 gid va ti 16 nguyén
liéu/dung moi chiét 1/7. Két qua dugc trinh bay nhu
hinh 2.
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Két qua cho thdy: nhiét d chiét 45°C cho ham
luong cao chiét cao nhit (8,463%). Khi ting nhiét do
chiét 1én 50°C va 60°C thi ham lugng cao chiét tong
s6 ¢o xu hudng giam di. Picu nay c¢6 thé duoc giai
thich 1a do trong qua trinh chiét bang dung moi
methanol, khi ta tang dan nhiét do 1am cho dong hoc
clia qué trinh chiét cling ting 1én va cac chat dugc
chiét ra khoi té bao thyuc vat t6t hon. Tuy nhién, khi
nhi¢t d6 cang tang, mot s6 chét c6 thé bi phéan huy,
ddng thoi nong d6 cac chat c6 mat trong dung moi
chiét ting 1én din dén bio hoa va lam giam kha ning
chiét tach cac chat.

3.1.2. Anh hwéng cua thoi gian chiét

Khao sat anh huéng cia thoi gian chiét véi nhiét
d6 chiét 1a 45°C, ti 1& nguyén liéu/dung moi chiét 1/7
nhu hinh 3.

Két qua chi ra rang khi tang thoi gian chiét ham
lugng cao chiét cling tang 1én va dat cuc dai tai 48
gid. Tuy nhién sau 48 gid ham lugng cao chiét lai
giam dan. DPiéu nay c6 thé giai thich ring tai thoi
diém 48 gio 1a thoi diém hoa tan luong chit bio hoa
nhiéu nhat. Tuy nhién sau d6 cac chét trong nguyén
liéu hau nhu da dwoc chiét tach va trong thoi gian dai
¢ thé mot sd chat bi bién chat thanh nhiing chat dé
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3.1.3. Anh hwong cua ti 1é chiét nguyén liéu/dung moi
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Anh huéng cua ty 1& nguyén liéu/dung moi
chiét dwoc khao sat voi 2 yéu té con lai dwoc ¢ dinh
1a nhiét d6 chiét 45°C va thoi gian chiét 48 gio. Két
qua dugc thé hién nhu ¢ hinh 4. Két qua khao sat cho
thiy khi tang lugng dung méi chiét thi ham lugng cao
chiét ting 1én. Picu nay hoan toan hop li vi luong
dung moi tang lam ting kha ning hoa tan cac chat co
trong nguyén liéu. Tuy nhién ham luong dich chiét
thu duoc 6 ti 18 nguyén lidu/dung méi chiét 1/7 va 1/8
c6 su khac biét khong dang ké. Va ham luong dich
chiét thu dwoc ¢ ti 16 nguyén liéu/dung moi chiét 1/5
va 1/6 cling khong c6 su khac biét rd rang. Vi vay,
chiung t6i lya chon khoang gia tri ti 1€ nguyén
lidu/dung moéi chiét thich hop 1a 1/6 - 1/8 g/ml.

3.2. Toi wu héa qud trinh chiét dich chiét tong sé
bang quy hoach thuc nghiém

Bang 2 gdm 17 thi nghiém tuong tmg vai 17 gia
tri khac nhau cua ca ba yéu t6 nhiét do, thoi gian va ti
1é¢ nguyén liéu/dung moi chiét. Anh huong cia cac
yéu t6 nay dén ham myc tiéu dugc xdy dung boi ham
hoi quy bac 2 cho ham muyc tiéu (ham luong cao chiét
tong s6 thu dwoc) nhu sau:

Yi= o+ X0 Bixi + X Bixi®2 + Y Bigxix; (1)
Trong d6, Yi 1a ham muc tiéu, Bo 1 hé sé tu do; Bi,
Bii, Bij 1 cac vecto tham s cia mo hinh dugc xac
dinh qua thyc nghiém (i, j = 1+3). M6 hinh thong ké
chi c6 y nghia va dugc st dung sau khi thoa man cac
tiéu chuan thong ké. Sy phu hop va sy c6 nghia cua
md hinh dugc phan tich bang phuong phap ANOVA,
su co nghia cua cac hé so hoi quy duoc kiém dinh
bang chuan F. Két qua phan tich cho thdy: gia tri p
cia mo hinh théa man p < 0,0001 va mé hinh hoan
toan c¢6 nghia. Cac yéu t6 nhiét do, thoi gian, ti 18
nguyén liéu/dung méi va cac cip yéu td anh huong
déu c6 nghia (p < 0,05). Tuy nhién 2 cdp yéu té nhiét
do - ti 1¢ nguyén li€u/dung moi va thoi gian - ti 1€
nguyén liéu/dung méi thi lai c6 gia tri p > 0,05 cho
thdy chung c6 anh hudng twong tac dong thoi khong
nhiéu dén mé hinh. Hé s hdi quy (R2) cang tién dén
1 cang tot, & day tinh duoc 1a 0,9894. Piéu nay thé
hién rang c6 98,94% sd liéu thuc nghiém twong thich
vé6i s6 liéu tién doan theo mo hinh. Mit khéc, gia tri
R? tién doan 1a 0,8586 phu hgp v4i R? hiéu chinh 1a
0,9758 (d6 léch 0,1172 < 0,2). D¢ nhiéu 1a 21,569 >
4 chi ra rang tin hiéu da ddy du. Nhu vay, phuong
trinh hdi quy tién doan tuong thich véi thuc nghiém.
Tur cac gia tri phan tich c6 nghia & trén, gia tri ham
mong doi ma phan mém Design Expert 10 dua ra
dugc biéu dién theo phwong trinh cu thé sau:

Yi = -7,0105 + 0,1371X; + 0,0629X, +
0,7038X3 + 0,0003X; X5 — 0,0014X,X3 + 0,0008X,X3
—0,0015X;% - 0,0008X,% — 0,0481X5? (

Trong d6 Yi la ham lugng cao chiét khao sat; cac gia
tri X;, X, X3 lan luot 1a cac gia tri ciia cac yéu to
nhi¢t d9, thoi gian va ti 1¢ nguyén liéu/dung moi



Journal of Science & Technology 129 (2018) 096-100

Bang 1. Gia tri mtc cta 3 yéu td nhiét do chiét, thoi
gian chiét, ti 1€ nguyén li¢u/dung moi

Bang 2. Ma tran thyc nghiém véi 3 yéu td nhiét do,
thoi gian va ti 1€ nguyén li€u/dung moi chiét

Cac yéu to Kihiéu | Ponvi | Cac gia tri khio sat 86 TN Yeu t0 thi nghiém Ham myc tiéu
Nhiét do chiét X, oc |40 45 | 50 t X Xz X3 Yi
.. = = Nhlétrd(f) Thoi gian Tilg Luong cao
Thoi gian chiet | X, glo |42 |51 |60 nghiém | chiét chidt | chiét | chiéttongsé
Ti 1¢ nguyén (°C) (gio) (g/) tir 3g nguyén
liéu/dung méi X; g/ml 1/6 17 | 118 liéu (g)
1 40 42 1/7 0,285
2 50 42 1/7 0,345
0.5
3 40 60 1/7 0,306
045 4 50 60 1/7 0,423
04 5 40 51 1/6 0,291
o 6 50 51 1/6 0,387
2 035
5 7 40 51 1/8 0,336
g o 8 50 51 1/8 0.405
025 9 45 42 1/6 0,306
; 10 45 60 1/6 0.351
L 5" B: thoi gian 11 45 42 1/8 0,294
L e 12 45 60 1/8 0,366
50 42
A nhiet do 13 45 51 1/7 0,435
a. Nhiét @6 va thoi gian chiét 14 45 el 17 0444
15 45 51 1/7 0,435
16 45 51 1/7 0,447
17 45 51 1/7 0,441
Bé& mit dap tmg cua timg yéu to anh huong dén
qua trinh chiét cao chiét tong so dugc md phong nhu
¢ hinh 5.
B . Cx
£ Phuong trinh (2) cho thay trong 3 y€u t6 khao
g sat thi ty &€ nguyén li¢u/dung mdi chiét c6 anh hudng

A: nhiet do
b. Nhiét do va ti Ié nguyén liéu/dung moi

cao chiet

B: thoi gian

c¢. Thoi gian va ti I¢ nguyén li¢u/dung moi

Hinh 5. Bé mit dap tng cua ting yéu té anh hudng
den qua trinh chiét cao chiet tong so
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1én nhat dén ham mong doi 1a ham lugng cao chiét
téng s6; con nhiét do va thoi gian c6 anh huong it
hon. Dé bao toan hoat tinh cua cac chit chiét, ching
toi khong chiét & nhiét d6 cao ma chi khao sat trong
khoang nhiét dé tir 40 dén 60°C. Két qua t6i wu bang
quy hoach thuc nghiém cho thiy & khoang bién thién
nhié¢t dd nay thi viéc kéo dai thém thoi gian chiét
cling khong anh huéng nhiéu dén ham lugng cao
chiét tong s6 thu duoc.

Duya vao cac giai phap t6i wvu ma phin mém dua
ra, ching t6i lya chon céac théng sé tdi wu cho qua
trinh chiét cao chiét tong s quy mé phong thi nghiém
nhu sau: nhiét do chiét 49°C, thoi gian chiét 53 gio va
ti 1 chiét 1/7 g/ml.

Chung t6i tién hanh chiét xuat thu cao chiét tong
s6 tir 14 du du theo cac thong s6 da t6i wu & trén, sd
thi nghiém lap lai 3 1an. Két qua thu dwoc ham lugng
cao chiét téng s trung binh 13 0,4347 + 0,0064 gam
trong khi gia tri du doan ctia mé hinh 1a 0,4554 gam,
su sai khic 4,5% (< 5%) nam trong khoang sai sd
chap nhan dugc.

3.3. Chiét saponin tir cao chiét tong sé bang hé
dung mai n-butanol va nwoc

- Cao chiét tong s6 dugc tiép tuc chiét long - long
bang hé dung moi n-butanol (nong do > 98%) va



Journal of Science & Technology 129 (2018) 096-100

nude. Tién hanh khao sat ti 1& n-butanol va nude véi
3 ti 18 chiét 1/3, 1/4 va 1/5 [7], thu pha chiét n-butanol
va tién hanh siy dén khdi luong khong ddi thu cao
chiét saponin. Két qua chiét trong bang 3 cho thay
lugng cao chiét saponin thu dwoc & ty 1& n-
butanol/nude 1/4 1a cao nhét (0,0938 = 0,0017 gam).
Tién hanh chiét long-long dugc ¢ ty 1& n-
butanol/nudc 1/4 dé thu cao chiét saponin, sau do tinh
sach béng chloroform dé loai tap chét, chung t6i thu
duoc ham luong saponin tong s6 1a 0,0509 + 0,0342
gam tir 3 gam nguyén liéu kho ban dau. Ham luong
cao thé saponin so v&i nguyén liéu kho ban dau
chiém 1,69 + 0,37%, cao hon han so véi két qua chiét
cta tac gia Bui Thanh Phuong (0,96%) [7].

Bang 3. Két qua khao sat anh huéng cua ti 16 n-
butanol/nudc dén qua trinh chiét saponin

Ti 1& n-butanol/nuée | Lugng cao chiét saponin (g/3g
nguyén liéu)
1/3 0,0935 +0,0021
1/4 0,0938 +0,0017
1/5 0,0861 +0,0019

a. Tao bot trong moi  b. Tao bot trong moi truong
truwong nuoc axit va moi truong kiém
Hinh 6. Dinh tinh saponin bang phuong phap tao bot

M1 M2

M1 M2
a.Trudc khi phun TT b. Sau khi phun TT
Hinh 7. Dinh tinh saponin bing SKBM
(M1, M2: saponin tong sé triede va sau khi tinh sach
bang chloroform; TT: thuéc thik)

3.4. Phan tich dinh tinh saponin

Phan tich dinh tinh saponin trong cac dich chiét
la du du bang phuong phap tao bot va sic ky ban
mong (SKBM) [1]. Két qua dinh tinh bang phwong
phap tao bot cho thay trong méi truong nude cot bot
cao va bén trong hon 30 phut (hinh 6a), diéu dé
khing dinh thém sy c6 miat cua cac nhém chét
saponin trong 14 du du. Trong méi truong kiém (pH =
13) cot bot cao hon hin so véi méi trudng axit (pH =
1) chimg t6 rang trong 14 du dii chira chii yéu nhom
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saponin steroid (hinh 6b). Phan tich dinh tinh saponin
bang SKBM véi dung moéi trién khai 1a n-butanol bio
hoa trong nude, thude thir hién mau 1a H,SO4 10%
trong ethanol, siy kho & 105-110°C. Trong sac ky do
SKBM c¢6 cac vét mau tim hoa ca - dic trung cho
nhing hop chét saponin co lién két doi trong phan tir
(hinh 7).

4. Kétluan

Str dung phuong phap quy hoach thuc nghiém
bang dap mg bé mit di xac dinh duoc diéu kién tdi
vu cho qué trinh chiét thu cao chiét tong s tir 14 du
du bang dung mbi MeOH 14 nhiét d6 49°C, thoi gian
53 gio va ti 1& nguyén liéu/dung moi 1/7 g/ml. Tiép
tuc chiét thu saponin tir cao chiét tong s6 bang
phuong phép chiét 1ong — 1ong, sir dung hé dung moi
n-butanol/nuée véi ti 18 1/4, rdi loai tap chét béng
chloroform thu dwgc saponin tong sé voi ham luong
13 1,69 + 0,37% so v6i nguyén lidu 14 du du kho. Két
quéd phén tich dinh tinh cling so bd x&c dinh cac hop
chat saponin c¢6 mit trong 14 du du thudc nhém
saponin steroid.

Loi cam on.

Nghién gl'ru nay d}IQC thuc hién voi sy hd trg
kinh phi cua dé tai ma so0 CNHD.DT.065/15-17 thude
Chuong trinh Héa Duoc, B6 Cong thuwong.
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