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Summary

Asperulosid is an example of a natural compound classified under the category of iridoid
glycosides and was isolated from the Herba Hedyotis diffusae. Numerous studies have reported on
various medicinal properties of asperulosid, namely, in the treatment of inflammatory diseases,
cancer, antioxidant acitivity. Scutellarin is a flavon that has been found in the Herba Scutellariae
barbatae and has diverse biological activities, including anticancer, lipid lowering, antioxidative and
neurocognitive properties. The cause-effect relations were investigated to optimize the extraction for
higher yield, especially in view of asperulosid and scutellarin. Twenty three experiments were
designed by Design - Expert software for evaluate the effects of 3 independent variables (number of
cycles, extraction times and solvent/material ratio) on 4 dependent variables (the extraction yield,
asperulosid, scutellarin extraction yield and wages of labor). Asperulosid and scutellarin contents
were determined by HPLC. The cause-effect relations between the independent and dependent
variables were investigated, and the extraction was optimized optimized by Phasolpro RD 1.0
software. All three independent variables were found to affect four dependent varibles. Finally, the
optimized extraction was optimized as: solvent/material ratio — 19/1;, number of cycles — 2; extraction
times — 2.06. These findings may be practically useful for quality improvement of extracts from the
Herba Hedyotis diffusae and Herba Scutellariae barbatae.

Keywords: Asperulosid, Scutellarin, HPLC, Herba Hedyotis diffusae, Herba Scutellariae
barbatae.

Nhat Ban, Trung Quoc An Do, Thai Lan, Lao,
Viét Nam... @ vei gan 49 hop chét flavonoid da
dwoc phén lap. Trong do, scutellarin la flavonoid
chinh, c6 ham luwgng cao va thwong duwgc st

Dit van dé

Duoc liéu bach hoa xa thiét thao (Herba
Hedyotis diffusae) phan bd cha eu ¢ Ha Noi, Hai
Phong, Lam Ddng, Bong Nai . v&i gan 171

hop chat da dwoc phan lap gdm 32 iridoid, 26
flavonoid, 24 anthraﬂuinon, 26 phenolic va dan
chét, 50 tinh dau . Trong d6, iridoid nhuw
asperulosid, diffusodid A, B, acid geniposidic,
alpigenosid la thanh phan chinh quan trong Voi
nhiéu tac dung dwoc ly nhuw chéng ung thw,
chéng oxy hoa, khang viém . Dwoc liéu ban chi
lién (Herba Scutellariae barbatae) phan bd chu
yéu & viing nhiét d&i va can nhiét déi chau A:
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dung dé kiém soat chat lwgng dwoc liéu ban chi
lién. Ngoai ra, scutellarin con dwgc nghién ctru
nhiéu vé tac dung dwoc Iy nhw bdo vé gan, gidm
stress oxy héa, trc hé hoat ddng ctia NF-kappaB
va TNF- a *®. Bai thuéc bach hoa xa thiét thao
— ban chi I|en (2:1) co cong dung chira viém
gan, xo gan " Cao chiét Ia nguyen liéu ban
thanh pham de san xuat cac ché pham tu bai
thudc. Cac thanh phan héa hoc cé trong dwoc
liéu tir bai thubc nhw asperulosid, scutellarin [a
nhirng chét c6 tac dung sinh hoc. Cac chat nay
duwoc sir dung lam chét chi diém dé kiém nghém
bai thuéc. Do dd, van dé nghién ctru tbi wu hda
quy trinh chiét cao t& bai thubc 1a can thiét,
nham muc dich thu dwoc cao chiét c6 ham
lwong chat chi diém cao cling nhw hiéu suét
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chiét t&i wu v&i chi phi hop ly. Hién nay, véi sy
phat trién ctia cdng nghé théng tin thi may tinh
la cong cu hiéu qua trong viéc téi wu hdéa quy
trinh chiét xuat. Vi vay, chung t6i nghién ctwu
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méi lién quan nhan qué va ti wu hoa quy trinh
chiét xuat cao tr dwoc liéu bach hoa xa thiét
thao va ban chi lién.
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Hinh 1. Céu tric héa hoc cua asperulosid (a) va scutellarin (b)

P6i twong va
nghién clru

D6i twong va nguyén liéu

Dugc liéu bach hoa xa thiét thdo (Herba
Hedyotis diffusae) va ban chi lién (Herba
Scutellariae barbatae) dat tiéu chudn co s& va
dwoc cung cap bdi Bénh vién Y hoc cb truyén
TP. H6 Chi Minh thang 2/2021. Toan cay duoc
liéu bach hoa xa thiét thdo va ban chi lién duoc
xay va ray, kich thwéc dwoc liéu dwoc kiém soat
trong khodng 3 - 5 mm. Chat d6i chiéu
asperulosid va scutellarin c¢é do tinh khiét 1an
lwot 12 98,42 % va 98,30 % dwoc mua tir Cong
ty Chengdu Biopurify Phytochemicals. Methanol
dat tiéu chuadn phan tich (Hang Merck, Buc).
Acetonitril (Hang Scharlau, Tay Ban Nha) va
nwéc cat 2 1an dat tiéu chuan dung cho HPLC.

Thiét bi

May sac ky ldng Shimadzu LC-2030C 3D
plus, detector PDA (Nhat), cot séc ky Cg Shim-
pack GIST (250 x 4,6 mm; 5 ym) va tién cot

phwong phap

HQ 105 C18 (10x 46 mm; 5 pum)
(Hadng Thermo Scientific, My), nhiét dé cot 30
°C, bwdc song phat hién 236 nm, thé tich tiém
mau 10 ul. Chwong trinh gradient pha déng voi
ty 1& acetonitril trong nwéc acid HsPO,4 0,1 % lan
lwot la 20 %, 12 % va 45 % ng v&i thoi gian la
0 - 5 phat, 5,01 - 30 phut va 30,01 - 45 phut.

Phwong phap chiét xuat cao tir dworc liéu
bach hoa xa thiét thao va ban chi lién

Duwoc liéu khd bach hoa xa thiét thdo va ban
chi lién dwoc xay nhé (kich thwdce 3 - 5 mm) va
chiét bang phwong phap dun hdi lwu véi dung
méi la nwéde. S6 1an chiét, thoi gian chiét va ty &
dung méi/dwoc liéu thay déi theo thiét ké& thi
nghiém (bang 1) v&i nhiét dd chiét 1a 100 °C.

Thiét ké thi nghiém va téi wu héa

Gom c6 23 thi nghiém duoc thiét ké bang
phan mém Design-Expert 6.0.6 (Stat-Ease Inc.,
My) theo mé hinh D-optimal véi 3 bién doc lap
va 4 bién phu thudc v&i cac mirc ther nghiém
dwoc trinh bay trong bang 1.

Bang 1. Y nghia va cac mikc cda céc bién

Bién déc lap Mc 1 Mirc 2 Mic 3 Mic 4

X,: S6 1an chiét 1 2 3

X,: Thoi gian chiét (gid) 2 3

Xa: Ty 1é dung méi/dwoc liéu (ml/g) 10 14 20 24
Bién phu thuéc Diéu kién rang budc

Y,: Hiéu suét chiét asperulosid (%) Téi da

Y,: Hiéu suét chiét scutellarin (%) Téi da

Y5: Hiéu suét chiét cao dwoc ligu (%) Téi da

Y,: Gia thanh san xuét (VND) Téi thidu

Mbi thi nghiém duwoc 13p lai 3 1an va lay két
qua trung binh cta 3 1an thir nghiém. S dung
phan mém Phasolpro RD 1.0 (Pai hoc Y Duoc
Thanh phé Hb Chi Minh) d& nghién ctru méi lién
quan nhan qua va téi wu héa quy trinh chiét
xuat. Quy trinh chiét xuét tbi wu duwoc thuc
nghiém kiém ching 1&p lai 3 l14n. Ap dung

trdc nghiém t (One - sample T test) dé so sanh
két qua thwc nghiém véi két qua dy doan.
Phwong phap xac dinh hiéu suat chiét
asperulosid/scutellarin
Céac dich chiét ctia cung moét thi nghiém dwoc
gop chung, tron déu va loc qua mang loc
0,22 um trwdc khi xac dinh néng do
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asperulosid/scutellarin (mg/ml) trong dich chiét
bang phwong phap HPLC. Hiéu suéat chiét
asperulosid (Y4) va scutellarin (Y;) duwoc xac
dinh bang phwong trinh sau:
_ CxV %100
"2 M %1000

Trong doé: M (g) la khéi luong duoc liéu bach
hoa xa thiét thdo va ban chi lién (da trir d6 &m) va
V (ml) la téng thé tich dich chiét cda thi nghiém.

Phwong phap xac dinh hiéu suét chiét cao
dworc liéu

Céc dich chiét ctia cung mét thi nghiém duwoc
gop chung, trén déu va loc thu dwoc thé tich dich
loc V (ml). Dich loc dwoc co trén bép cach thiy
dén cén kho. Can tiép tuc dwoc sdy & 105 °C dén
khdi luong khéng dbi va ghi nhan khéi lwong cén
m (mg). Hiéu suét chiét cao Y; (%) dwoc xac
dinh bang phwong trinh sau:

_ mx100
P M %1000

Trong doé: M (g) la khéi lvong duworc liéu bach
hoa xa thiét thdo va bén chi lién (da trir d6 4m).

Phwong phap tinh gia thanh san xuét

Gia thanh san xuét (Y,) lién quan tién dién,
nwdc va cong lao dong. Thoi gian chiét va co
cao dén do dm nhét dinh (35-40 %) duwoc khao
sat tlr thwc nghiém. T d6, tién dién dung dé
chiét va co6 cao duoc ligu (D) dwoc xac dinh
bing phwong trinh sau: p - 200x#x1700

1000

Trong do: t (gio) la thoi gian chiét va cé cao;
400 la céng suat cua bép dién (W); 1700 la gia
dién cua 1 kWh (VND).

Dung méi nwéc dwgc dung dé chiét cao
dwoc khado sat tir thwe nghiém. T d9, tién nuéc
(N) dwoc xac dinh bang phwong trinh sau:

N V'x12000x X,
1000x1000

Trong do: V' (ml) la thé tich nwéc dung trong
mot 1an chiét cao; X, 1a sb lan chiét; 12000 la
tién nuéc cho 1 m® nuée (VND).

Ngoai ra, cong lao ddng thwc hién qua trinh
chiét xuat va co dich chiét thanh cao dwoc khao
séat tr thwec nghiém. T d6, tién coéng lao dong
(LD) dwoc xac dinh bang phwong trinh sau:

LD =tx16619

Trong do: t (gio) la thoi gian chiét va cé cao;

16619 la tién céng lao dong trong mét gio

(VND). . ] .
Vi vay, tong gia thanh san xuat (Y,) = tong
tien dién, nwéc va cbng lao ddng

=D + N +LD (VND)

Keét qua va ban luan

Dir liéu thwee nghiém va mé hinh héa

D liéu thwe nghiém

S dung phdn mém Design Expert 6.0 dé
thiét ké 23 thi nghiém, sau do lam thuc nghiém
duoc két quéd nhw bang 2. D lieu nay duoc
chon lam dau vao cho phan mém Phasolpro RD
1.0 & mo6 hinh hoa, khao sat lién quan nhan
qua va t6i wu héa quy trinh chiét xuat duoc liéu
bach hoa xa thiét thdo va ban chi lién (2:1).

Bang 2. Két qué thue nghiém

N Bién déc Iap Bién phu thuéc
X X X3 Yi (%) Yo (%) Ys (%) Y4 (VND)
1 1 2 10 0,0507 0,0520 9,9309 73529
2 2 2 20 0,1139 0,1523 21,4362 322659
3 2 3 10 0,0731 0,0848 15,3910 211930
4 1 2 14 0,0677 0,0555 12,3637 102595
5 3 3 14 0,1172 0,1496 24,2679 420229
6 3 3 10 0,1032 0,1347 21,9566 333032
7 3 2 24 0,1077 0,1878 26,9865 586323
8 2 3 24 0,1055 0,1232 21,8825 415389
9 1 2 20 0,0781 0,0986 13,7330 146193
10 1 3 14 0,0595 0,0748 11,4464 119894
11 3 2 20 0,1072 0,1663 25,2157 499126
12 1 3 24 0,0680 0,0860 12,3432 192558
13 1 2 24 0,0779 0,0943 15,8468 175258
14 1 3 10 0,0241 0,0155 8,7182 90828
15 3 2 14 0,1230 0,1660 20,5948 368331
16 2 2 14 0,1073 0,1373 21,2614 235463
17 2 2 10 0,0747 0,1048 15,9494 177332
18 3 3 20 0,1117 0,1520 23,9818 551024
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19 2 3 20 0,1073 0,1431 23,4170 357258

20 2 3 14 0,0734 0,1019 15,5221 270061

21 2 2 24 0,0996 0,1818 23,7247 380791

22 3 2 10 0,0930 0,1156 19,6154 281134

23 3 3 24 0,1245 0,1551 25,6170 638220

Mé hinh héa Phan tich lién quan nhan qua )

Diéu kién Xu hwéng va mirc dé clla cac bién dwoc

- Nhom thtr: 1 va 15.

- Thuat toan: Back Propagation Learning.

- Ham truyén: Sigmoid.

- Ham truyén dau ra: Sigmoid.

Két qua mé hinh héa: Dwoc trinh bay & bang
3. Két qua cho cac gia R? thir va R? luyén déu
[6n hon 75 %. M6 hinh nay co thé duoc st
dung lam co s& dé khao sat lién quan nhan qua,
t6i wu héa va du doan cac bién phu thudc.

Bang 3. Két qué mo hinh héa

Bién phu R tho R’ luyén R’ saisé
thuée (%) (%) (%)
Y 88,7940 90,0011 90,12
Y, 83,1787 90,0142 88,02
Ys 97,9957 90,0029 93,43
Y, 93,4031 90,8064 91,27

trinh bay trong bang 4.
Bang 4. Xu hwéng va mirc do

Bién phuthuéc X, X, X, R’saisb
Y, + + o+ 90,12%
Y, + + o+ 88,02%
Ys + + o+ 93,43%
\ 2 + +  + 91,27%

Két qua cho thdy cac bién phu thudc hiéu
suét chiét asperulosid (Y), scutellarin (Y3), hiéu
suét chiét (Ys), gia thanh san xuét (Y,) déu co
lién quan dén cac gia tri dau vao 1a Sé lan chiét
(X4), thoi gian chiét (Xp), ty 1& dung méi /
duoec liéu (X3).

Quy luat lién quan

Quy luat nhan qua lién quan dén sé lan chiét

(b)

Hinh 1. Anh huéng cua (a) s lan chiét (X;) va thoi gian chiét (X,) va (b) sé I&n chiét (X;)
va ti Ié dung méi/dwgrc liéu (Xs) Ién hiéu suét chiét asperulosid (Y1)

(b)

Hinh 2. Anh huéng cia (a) s6 lan chiét (X,) va thoi gian chiét (X3) va (b) sé lan chiét (X;) va ti Ié
dung méi/dworc liéu (X3) Ién hiéu suat chiét scutellarin (Y,)

70

TAP CHI Y DUQC HQC SO 24 - THANG 7/2021



Khi s6 I1an chiét (X;) thap, thi gian chiét (Xy)
cao va ti Ié dung méi/dwoc liéu (X3) cao thi hiéu
suét chiét asperulosid (Y;) trung binh (t = 0,81);
con néu sb 1an chiét (X,) thap, thoi gian chiét
(X2) thap va ti 1é dung méi/dwoc liéu (Xs) cao thi
hiéu suéat chiét asperulosid (Y;) trung binh (t =
0,95) (hinh 1). Khi sb Ian chiét (X,) thap, thoi
gian chiét (X,) cao va ti I&é dung méi/dwoc liéu
(X3) thap thi hiéu suét chiét scutellarin (Y;) thap
(t = 0,81); con néu sb Ian chiét (X;) thap, thoi
gian chiét (X,) thap va ti 1é dung méi/duoc liéu
(X3) cao thi hiéu suat chiét scutellarin (Y,) trung
binh (t = 0,83) (hinh 2).

x
4 121418181 222482,

(@)

Dung méi thdm vao dwoc liéu, hoa tan va
mang chat tan trong dwoc liéu ra dich chiét. Qua
trinh nay dwa vao sw chénh léch ndng dé chat
tan trong moéi trwdng va dwoc liéu. Khi tang sb
lan chiét (X) hodc tang thoi gian chiét (X;) hodc
tang ti 1& dung méi/dwoc liéu (X3) déu lam ting
s chénh léch néng d6 chét tan asperulosid va
scutellarin gitra dwoc liéu va dich chiét nén lam
tang hiéu sudt chiét asperulosid (Y;) va
scutellarin (Y2).

Quy ludt nhan qua lién quan dén hiéu suét
chiét cao

(b)

Hinh 3. Anh hucng cta (a) s6 lan chiét (Xy) va thoi gian chiét (X;) va (b) s6 lan chiét (X;)
va ti lé dung méi/dwgrc liéu (X3) Ién hiéu suat chiét cao (Ys)

Khi thoi gian chiét (X2) hoac ti & dung
méi/dwoc liéu tang thi hiéu suét chiét cao (Ys)
tang (hinh 3 (a) va (b)).

Twong tw nhw quy luat nhan qua lién quan
dén hiéu suét chiét asperulosid va scutellarin,
khi tdng sb lan chiét (X;) hodc tang ti Ié

X1 xq
121418182 puB

(@)

dung méi/dwoc lieu (Xs) déu lam ting sw chénh
léch néng d6 chét tan gitka dwoc liéu va dich
chiét tr 6 lam tang hiéu suat chiét cao (Y5).

Quy Iludt nhan qua lién quan dén gié thanh
sén xuét

(b)

Hinh 4. Anh hucng cia (a) s6 Ian chiét (Xy) va thoi gian chiét (X;) va
(b) s6 14n chiét (X;) va ti 16 dung méi/duoc liéu (Xs) Ién gid thanh san xudt (Ys)

Khi sb Ian chiét (X;) va thoi gian chiét (X,)
tang thi gia thanh san xuét (Y3) tang (hinh 4).

Riéng vé&i ty 1é dung méi/dworc liéu (X3) tang
thi gia thanh san xuét (Y,) tdng dang ké&. Qua
trinh tao thanh cao bao gébm hai giai doan nau

va co dich chiét d& cho ra cao c6 do 4m nhét
dinh (35 - 40 %). Vi thé, khi ty 1& dung méi/duoc
liéu (Xs3) tang thi thdi gian cd sé tang I1én rat
nhiéu, d&c biét véi dung méi chiét 1a nuwdc. Tl
do, tao ra sy chénh l&ch I&n vé& gia thanh san
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xUAt (Y,) khi tang ty 1& dung moi/duoc liéu (Xa).

Téi wu hoa

Diéu kién téi wu

Bién déc Iap (d6i voi X):

- 1<X<3

- 2<X,<3

- 10sX3524

Bién phu thuéc (déi véi Y): Hiéu suét chiét
asperulosid (Y;), scutellarin (Y,) va hiéu suét
chiét cao (Y3) la tbi da, gia thanh san xuét (Y,)
t6i thidu.

Két qua t6i vu

Tw cac diéu kién chiét xuéat tdi wu, st dung
phan mém Phasolpro RD 1.0 dé tién hanh téi wu
hoéa. Sau khi tdi wu hoa, két qua quy trinh chiét
xuét c6 cac thong sb nhw sau:

S6 1an chiét - X4: 2 1an. Thoi gian chiét (gio) -

X2: 2,06 gi&. Ty 1é dung méi/dwoc liéu (ml/g) -
Xs: 19.

T két qua téi wu trén, phan mém Phasolpro
RD 1.0 ciing dw doan céac gia tri ctia bién phu
thudc:

Hiéu suét chiét asperulosid (%) - Yi:
0,1131%. Hiéu suat chiét scutellarin (%) — Y
0,1411%. Hiéu suét chiét cao dwoc liéu (%) —
Y3 22,6350 %. Gia thanh san xuét (VND) —
310.078 (VND).

Thwe nghiém kiém chirng

Thuc hién 13p lai 3 1an quy trinh chiét xuat
t6i wu. S dung phan mém théng k& SPSS
16.0 dé so sanh két qua thwc nghiém va két
quéa dy doan. Két qua théng ké dwoc trinh bay
& bang 4.

Bang 4. So sanh két qué dy doan va thyrc nghiém kiém ching (n = 3)

Y1 (%) Y (%) Y; (%) Y4 (VND)
Dw doan 0,131 0,1411 22,6350 310078
Thwc nghiém 0,1138 + 0,0012 0,1426 + 0,0013 21,8797 + 0,3691 310202 + 1211
Giatrip 0,417 0,194 0,071 0,875
Trac nghiém t (bang 4) cho thay két qua dy 3. Rui Chen, Jingyu He, Xueli Tong et al.
doan va két qua kiém chirng khac nhau khong (2016), “The  Hedyotis  diffusa  Willd.
c6 y nghia thong ké (p > 0,05). Nhw vay, két qua (Rubiaceae): A review on phytochemistry,
thwe nghiém kiém chung diéu kién chiét xuét t0| pharmacology, quality control and

wu phu hop véi két qua dy doan bdi phdn mém
Phasolpro RD 1.0.

Ket luan

Tw di¥ liéu thyee nghiém, nghién ctru da xay
dwng dwoc méi lién quan nhan qua gitra diéu
kién chiét xuat dwoc lieu bach hoa xa thiét thao
— ban chi lién (sb 1an chiét, ty 1& dung méi/duoc
lieu va thdi gian Chiét) voi hiéu sudt chiét
asperulosid va hiéu suét chiét cao. Quy trinh
chiét xuat dwoc téi wu la tién d& quan trong
trong viéc nang cao chat lwong cao chiét bach
hoa xa thiét thao va ban chi lién; (rng dung chié}
xuat cao lam nguyén liéu ban thanh pham dé
san xuét ché pham tir bai thudc.

Bai béo la mét phan két qué thuéc dé tai
nghién ctru cép S& Khoa hoc va Céng nghé
Thanh phé H6 Chi Minh. Nhém nghién ctru xin
chén thanh cdm on Quy phét trién Khoa hoc va
Céng nghé Thanh phé H6 Chi Minh d& hé tro
kinh phi cho viéc thuc hién dé tai.
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