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TOI UU HOA TRICH LY THU NHAN
DICH SAPONIN THO TU PANG SAM
CODONOPSIS JAVANICA (BLUME)
HOOK. F. BANG ENZYME ALPHA -

AMYLASE

Tém tit: Dang sim Codonopsis javanica (Blume) Hook. f. thuéc ho hoa
chuéng Campanulaceae, dugc trong nhiéu & Lam Dong, Viét Nam. Trong
nghién ctru nay chiing toi str dung enzyme alpha-amylase dé tién hanh trich
ly va x4c dinh hop chét saponin thé tir dang sdm. Saponin la mdt trong
nhimg thanh phén duoc liéu tap trung cha yéu & ré ci. Két qua nghién ciru
cho thiy rang khi tién hanh trich ly bang enzyme alpha-amylase véi pH
5,5; 0 & 85°C trong thdi gian t6i wru 1,9 gid; ham lugng enzyme sir dung la
0,47% thi ham luong saponin téng thu dugc 1557,23 mg/100g cao hon 1,5
lan khi khéng sir dung enzyme & cung diéu kién.

Tir khéa: Pang sim, enzyme alpha-amylase, trich ly, saponin tho

I. PHAN MO PAU

Pang sdm Codonopsis
Javanica (Blume) Hook. f. thudc
dang cdy nhd, moc bo hay leo cé
ré hinh tru dai, hoi cong queo, phin
nhénh va co ré con dang tua nho, dai
10 - 20 cm, dudng kinh cia ré& dbi
voi cdy trong duoc liéu tir 0,5 dén
1,5 cm'. Trong ré Pang sim séng
va ché bién c6 duong, saponin, acid
amin va chit béo, bang sic ky 16p
mong, budc diu d3 xac dinh duoc
5 vét trong saponin cia Dang sim
song va chung cét 2 gid, ham luong
saponin trong mau ché (1,47%)
thap hon méu sbng (2,17%)1).

Saponin hay saponosid 1a mdt
nhém cac glycoside co phan genin
¢6 cdu tric triterpen hay steroid 27
carbon gdp rong rii trong thuc vit,
ciing dugc tim thiy réng rai trong
dong vat thin mém nhu hai sdm
Strichobus japonicus Selenka, sao
bién Astropecten polyacanthus.
Tién t latinh sapo c6 nghia 1a xa
phong vi kha nang tao bot nhu
xa phong. Tuy theo tinh chét hoa

hoc cua aglycone (dugc goi la
sapogenin), cac saponin duoc
chia thanh saponin steroid va
triterpenoid®). Triterpenoid saponin
chi yéu chira aglycones véi 30
nguyén tir carbon hodc din xuét cua
chung. Cac céu triic cbt 16i thuong
xay ra nhét la oleanans pentacyclic
(saponin triterpenoid 5 vong) va
dammarans tetracyclic (saponin
triterpenoid 4 vong)P.

Cong dung cda saponin c6 kha
ning chbng viém, khang khuan,
khang nam, &rc ché virus. Mot sé co
tac dung trong diéu trj viém loét da
day va viém da®!.

Hoon H. Sunwoo (2013) d tién
hanh két hop cac enzyme cellulase,
anpha amylase, viscozyme dé thiy
phan nhan sim thu nhdn saponin
va két qua cho thdy khi sir dung
enzyme anpha amylase thu ham
lugng saponin khdng cd su khac
biét nhiéu véi viéc sir dung enzyme
cellulase!®). Nhu vay viéc sir dung
enzyme anpha amylase vao viéc
tach chiét cho déi tuong Pang sam
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1a huéng kha thi.

Trong nghién cuau nay, tic gia
sir dung enzyme a-amylase dé tién
hanh trich ly hop chét saponin thd
tir Pang sam.

II. POI TUQNG VA PHUONG
PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit liéu nghién ciru

Pang sam: 3 nam tudi dugc liy
tir Cong ty Sdm Cao Lam, thanh
phé Pa Lat, tinh Lam Déng. Miu
thuong ding nhan sim sau khi ldy
vé dugc xay nghién nho, déng goi
chan khéng va bao quéan ¢ 4°C va
mAu nay sé& dugc sir dung trong cac
nghién ciru.

Enzyme o-amylase su dung
la enzyme thuong mai c6 tén la
Termamy! 120L duoc cung cip bai
Cong ty Novozymes.

2.2. Phuong phap nghién ciru
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2.2.1. Khao sit nguyén li¢u
Dang sim

D6 4m nguyén liéu duoc do bang
phuong phap siy dén khéi luong
khéng déi.

Pinh danh saponin dua vao
phuong phap quang phé: vanilin va
acid vo co manh (acid sunfuric, acid
photphoric, acid perchloric) két hop
véi genin cho san phdm mau hip
thu cuc dai & budc séng anh sang
trong khoang 510 - 620 nm. Mgt
phan tng tich nudc co thé xay ra
tao thanh nhom methylene chua
no gay nén mau tim hoa ca cho san
phim véi aldehyde®).

2.2.2. Xic dinh ham lugng
saponin

- Dung dwong chuén bing acid
oleanolic

Dung dich acid oleanolic dugc
pha véi nong d6 2000ppm, sau do
duoc cho vao cac éng nghiém voi
céc thé tich khac nhau, sau d6 bd
sung vao cac chat vanillin - acetic
acid (8%), acid pechoric (dam dac),
ethyl - acetat, dun & nhiét 46 60°C
trong thdi gian 1a 45 phut cho dén
khi dung dich chuyén sang mau tim
hoa ca, do d6 hap thu & budc séng
550 nm'".,

- Xdc dinh saponin trong méu

Mau sau khi trich ly dugc loc va
dinh muc 1én 100 ml. Hat 0,2 ml
mau tir binh dinh mirc cho vao éng
nghiém, bd sung 0,2 ml vanillin-
acid acetic (8%), 1,2ml acid
perchloric, dun cach thay (nhiét d6
khoang 60°C), thoi gian dun la 45
phit. Khi miu sé& chuyén sang mau
tim hoa ca, do d6 hip thu & budc
song 550 nm.

2.2.3. Thiét ké Plackett-Burman
sang lgc thi nghiém va t6i wu héa
theo phwong phap be mit RSM

Dé xéc dinh cic yéu tb anh hudng
dén qua trinh trich ly thu nhan
saponin tir Dang sim bang enzyme
a-amylase, 5 yéu t6 dugc chon tir
khéo sat trén bao gdém: ti 1& nguyén
liéu: nuée (w/v), pH, nhiét d6 u,
thoi gian 4, ham lugng enzyme. Thi

nghiém dugc thiét ké theo ma trin
Plackett-Burman véi 5 yéu td va 12
thi nghiém dé sang loc cac yéu tb
quan trong anh hudng dén qua trinh
trich ly TS tir thuong déng nhin
sam (Bang 2).

Céc yéu té dugc sang loc c6 anh
huéng dén qua trinh trich ly s& duoc
dua vao ti wu héa theo phuong
phip bé mat RSM dang ngoai t1ep
duong tron toan phuong, ngau
nhién. Ham dap tmg dugc chon la
ham lugng saponin. M6 hinh hoa
dugc biéu dién bang phuong trinh
bac 2.

2.2.4. Xtr Iy s6 ligu

S6 liéu thuc nghiém duoc lap lai
3 1an va lay gia tri trung binh sau d6
dung phin mém JMP 9.0 va Modde
5.0 d& phan tich s6 liéu.

I11. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thiét ké Plackett-Burman
sang lgc thi nghiém

Gia tri anh huong cia ti 1€ nguyén
liéu: nuoc (w/v), pH, nhiét d§ u,
thoi gian 4, ham lugng enzyme
dugc tinh toan bing phin mém JMP
(Bang 1). Gia tri nao cé anh huéng
duong va 16n sé anh hudng dén ham
lugng saponin thu nhan dugc khi
dung enzyme a-amylase dé trich
ly. Ham lugng enzyme st dung (%)
va thoi gian U (gi0) c6 anh huong
manh nhét dén qua trinh trich ly
thu nhén saponin tir DPang sam vdi
miurc y nghia 5%. Vi vay ham luong
enzyme s dung (%) va thoi gian 4
(gid) s& la 2 yéu t6 dugc chon dé
tién hanh tdi uu héa.

3.2. T6i wu héa theo phuong
phap bé mit RSM

Sau khi tién hanh sang loc cac yeu
t anh hudong, tac gia tién hanh t01
uu hoda cac yéu té duge chon. Yéu tb
ham lugng enzyme (%) chon trong
khoang 0,4 dén 0.6, gia tri tim la
0,5 va yéu t6 thoi gian i (gid) chon
trong khoang 1 gio dén 3 gio, gia
tri tdm 1a 2 gio. Cac théng sb con
lai nhur ti 1€ nguyén liéu: nudc (w/v)
1:8, pH 5,5, nhiét d u 85°C dugc
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¢ dinh (can cir vao thi nghiém so
bo). Str dung phin mém Modde 5
dé& phan tich ké hoach thyc nghiém
va dir kién qua trinh.

Ma hinh toan phuong bic 2 dugc
xac dinh bang phuong phap héi quy
da bién, sau khi phan tich dir liéu,
phuong trinh hdi quy béc 2 c6 dang:

Y=1535+2635X,-82,48X,
-300,03X - 302,23 X +
136,38X X, i

Trong do gia tri Y, X, X, lan lugt
la ham lugng saponin thu nhan dugc
khi xir Iy bang enzyme a-amylase,
ham lugng enzyme (%), thoi gian u
(gi®). \

Dya vao phuong trinh héi quy ta
nhan thiy X, c6 anh hudéng duong
dén ham luo-ng saponin thu nhdn
dugc, X, X%, X2c6 anh hudng dm
va su tuong tac X X, 1a c6 y nghia
vé mit thong ké.

Tir Bang 3, hé s6 hoi quy R? tinh
dugc 120,979 va hé sb bién thién ao
Q*la 0,851. Gia tri R? va Q* cang
tién dén 1 thi mirc d tin cay cia mo
hinh héi quy cang cao.

Piéu kién téi uu cho qua trinh
trich ly thu nhédn saponin tir Pang

sam dugc xac dinh bang phan mém
Modde 5.0: ham luong enzyme
0,47%; thoi gian u 1,9 gid. 0 diéu
kién ti uu nay, ham luong saponin
thu nhan dugc du doan theo phuong
trinh hdi quy la 1593,52mg/100g.

Pé kiém chimg ham lugng
saponin du doan theo mé hinh, tac
gia tién hanh thuc hién thi nghiém
v6i diéu kién t6i wru héa (lap lai 3
lin), déng thdi thuc hién miu dbi
ching & cung diéu kién nhung
khong sir dung enzyme. Ham lugng
saponin thu nhdn dugc khi xu ly
bing enzyme 1a 1557,23 mg/100g,
chénh léch 2.27% (<5%) so voi
ham lugng saponin du doan tir mo
hinh, Kkét qua nay chép nhéan duoc,
trong khi d6 miu ddi chimg c6 ham
lugng saponin la 1038,15 mg/100g
thp hon 1,5 lan so véi mau sir dung
trich ly bang enzyme. Nhu viy ta
nhin thiy réng voi viéc sir dung
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enzyem a-amylase trong qua trinh
trich ly thu qhén saponin cho hiéu
qua trich ly tot hon.

IV.KET LUAN

Phuong phap sang loc cac yéu té
anh huong theo mé hinh thi nghiém
Plackett-Burman va phuong phap
t6i ru hoa dap img bé mat RSM da
cho thdy hiéu qua trong nghién ciru
nay.

Phuong phap trich ly thu nhén
saponin bang enzyme a-amylase
cho két qua t6t hon so véi viéc trich
ly bing nudc & cing diéu kién. Ham
lugng saponin trich ly cao hon 1,5
lan so v&i nudc, diéu kién thu nhén
saponin tbi wru da dugc xac dinh véi
hai yéu t6 anh huéng manh nhit 1a
ham lugng enzyme s dung va thoi
gian 0.

19 12 Y4 18 '8 20 72 24 24 2
x5

Hinh 1. Biéu dé biéu dién méi lién hé
gidta ham lugng enzyme va thdi gian G
véi ham lugng saponin thu nhan duoc

Bang 1. Cac bién trong ma tran Plackett-Burman va anh hudng cta ching

hllgu Tényéuts _ Thip () | Cao(+) hlAl::g Prob>F
X, [Tilé nguyén liéu: nudc 1:7 1.9 -0,58° 0,5824
X, [pH 5 6 -1,1° 0,3131
X, |Nhiétdé u 80 90 -1,15° 0,2938
X, |Ham lugng enzyme (%) 04 0,6 3,31° 0,0161
X, |Thdigian u (gid) 1 3 7.3 0,0003

7cdy nghia & do tin cdy 5%, P khéng cd y nghia § do tin cdy 5%
Bang 2. Ma tran thiét ké thi nghiém Plackett-Burman

Véuts X, X, X, X, X, T::::;,""::;"
+++++ 45 6 90 0,6 3 1456,37
—+—++ 35 6 80 0,6 3 1440,71
——+—+ 35 5 90 04 3 1401,04
+——+— 45 5 80 0,6 1 1195,39
—+——+ 35 6 80 04 3 1430,36
—t— 35 5 90 04 1 807,54
———t— 35 5 80 0,6 1 1219,22
o=t 45 5 80 04 3 1466,27
++——— 45 6 80 04 1 820,51
+++—— 45 6 20 04 1 851,27
—t++— 35 6 90 0,6 1 1172,16
+—+++ 45 5 90 0,6 3 1474,21
Bang 3. Phin tich phuong sai cia mé hinh héi quy
Ngt::ir; I;b.ié'n Tg:?r:'l‘l;h Bac twdo Trun:ht:::gblnh P

Héi quy 1,48x10¢ 5 295084 0

Phan du 31570,2 5 6314,05

Téng 1,51x10° 10 150699

R? 0,979

Q? 0,851
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