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Summary

The aim of study is to find optimal extraction conditions of oleanolic acid (OA) from the leaves of
the Polyscias fruticosa. The factors were screened to choose which had noticeable effect. Then, the
chosen factors would be optimized to find the optimal extraction conditions. For screeing result, we
used Min Run Res IV design: The temperature (50 - 80 °C) did not affect, and affected factors were:
Solvents (water and ethanol 70%), ratio solvent/material (10/1 to 20/1), extraction time (30 - 180
mins), size of material (< 1 mm or < 2 mm). The size of material was fixed at < 1 mm, and the others
were optimized with Box - Behnken design. The optimal conditions wewe determined: Ethanol 70%,

116 minutes extraction time and the ratio of solvent: material was 10/1.
Keywords: Oleanolic acid, Polyscias fruticosa, optimal, extraction conditions.

Pat van dé

Dinh lang (Polyscias fruticosa (L.) Harms), ho
ngli gia bi la dwogc liéu da dwoc str dung ti lau
trong y hoc cé truyén, va hién nay ciing da duoc
chirng minh nhirng tac dung duoc ly theo y hoc
hién dai théng qua nhirng th&r nghiém in vitro va
in vivo . Bd phan ding cla cay dinh lang
thwérng dung la ré, tuy nhién nhivng nghién ctru
vé cay dinh lang cho thdy ham lwong acid
oleanolic (OA) (chét chi d4u) trong l& dinh lang
cao hon trong r& nhidu 1an ®. Nhirng nghién
clru tac dung duwoc ly cha cao la dinh lang in
vivo cho thdy ciling c6 nhiéu tac dung: Giam lipid
mau, bao vé gan, chéng oxy hoa... B-4 v vay,
s dung |4 dinh I&ng lam ngudn nguyén liéu
trong san xuét, vira cé thé tan dung ngudn duoc
liéu (thay vi chi lay ré) va nang cao gia tri cho
loai cay trdng nay. T& dd, chdng t6i nghién clru
nham t6i wu héa quy trinh chiét acid oleanolic tw
l4 dinh 1&ng dworc tréng tai Dak Lak phuc vu san
xuét thudc.
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P6i twong va phap
nghién clru

Dwoc liéu

La dinh lang dwgc thu hai tai x4 Ea Kpam,
huyén Cuw M'gar, tinh Dak L&k. Sau khi thu hai,
l& dwoc 1am sach va sdy & 60 °C cho t&i khi dat
ham am (< 13%). Xay thanh bét véi kich c& theo
yéu cau nghién ctru, dung trong tui PE va hat
chan khéng dé tranh anh hwéng ctia khong khi
va do &m.

Hoa chat

Chét chuén acid oleanolic (Sigma-Aldrich),
acetonitril, methanol, ethanol, chloroform, HCI,
nwéc ct.

Phwong phap nghién ctru

Diéu ché cao chiét twr I dinh lang

Quy trinh chiét xuét: Cho bét dwoc liéu vao
binh nén nGt mai, thém dung méi va lam am
trong 2 gi®. Sau d6 thém dung maéi, 1p sinh han
héi lwu va chiét nong. Sau thdi gian chiét, 1am
ngudi, loc lay dich chiét. Cé dac dich chiét &
nhiét @6 70 °C cho dén khi thu dwoc cao dac.
Tat ca cac thi nghiém déu dwoc tién hanh véi
50 g bét duorc liéu.

Sang loc cdc yéu té6 anh hwéng téi quy
trinh chiét acid oleanolic ttr I dinh ldng

phwong
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Trong qua trinh chiét xuat, cé nhiéu yéu t6
anh hwdng téi hiéu suéat chiét hoat chat tir dwoc
liéu. Néu thiét ké t&i wu hoa vé&i qua nhiéu théng
sb sé can rat nhidu cac thr nghiém, ciing nhw
khé kiém soat sai sd trong qua trinh thuc
nghiém. Vi vay, quéa trinh sang loc cac yéu té
anh hudng la can thiét dé lam gidm céac thi
nghiém trong giai doan tdi wu hoa. Cac yéu tb
khdo sat trong giai doan sang loc la: Nhiét do,
dung méi, ty 1é dung méi/dwoc liéu, kich thwéc
dwoc liéu, thoi gian chiét.

T6i wu hoa quy trinh chiét acid oleanolic
tee la dinh lang

Sau khi lwa chon dwoc cac yéu td anh
hwéng, tdi wu hoa cac théng sb quy trinh.

Phwong phap dinh Iwong

Dwa trén hwéng dan dinh lwgng OA cao ré
dinh 1&ng ctia DBVN V P! Can chinh xac khoang
1 g cao chiét cho vao binh nén 100 ml, thém 40
ml HCI 4 M. Siéu am trong 10 pht, roi dun soi
hdi lwu trong 180 phut. Loc lay tda va riva tha
bang nudc cét cho tdi khi trung tinh (thkr bang
gidy quy). Say tha trong 120 phut, chiét tda véi
30 ml chloroform va dun sbi nhe trong 5 phut,

loc 14y dich chiét, 13p lai thém 2 1an. Gop dich
loc, c6 dén cén. Hoa tan can bang methanol,
thém vira da 50 ml. Pinh lwong bang HPLC véi
cac thong sé: Cot C18 (25 cm X 4,6 mm), cot
dwoc nhdi pha tinh véi kich thwéc hat 5 um;
Pha dong: Acetonitril-nuéc (80:20); Téc d6 dong
1,3 ml/phat; Thé tich tiém mau 10 pl; Do tai
buwéc song 205 nm.

Xt ly sé liéu

S6 liéu dwoc trinh bay véi phan mém Excel
2016 va duwoc sang loc, ti wu véi phan mém
Design expert 12.

Két qua

Sang loc yéu té6 anh hwéng

St dung thiét k& Min Run Res IV v&i 5 yéu t6,
mdi yéu t6 khao sat 2 mire: Nhiét do (50 - 80 °C),
dung méi (nwdéc — cdn 70%), ty 1& dung
méi/dwoc liéu (10/1 — 20/1), kich thuwéc dugc
liéu (qua rdy 1 mm hoac rdy 2 mm), thoi gian
chiét (30 — 180 phut). Bién phu thudc 1a téng
lwong OA thu dwoc. Bang thiét ké thi nghiém:
Béng 1.

Bang 1. Thiét ké sang loc céc yéu té anh hudng

STT Nhiét d6 Ty 16 Thoigian  Dung méi ﬂ'fl':;'c Tong (’;:’:’;’;—q(s“ thu
1 80 20 30 70 2 0,5265
2 50 10 180 70 1 0,7029
3 50 20 30 70 1 0,6711
4 80 10 180 0 2 0,1545
5 50 20 180 70 2 0,6273
6 80 20 30 0 2 0,1379
7 50 10 180 0 1 0,2843
8 50 10 30 70 2 0,3922
9 80 10 30 0 1 0,3014
10 50 20 30 0 2 0,1581
11 80 10 180 70 1 0,7905
12 80 20 180 0 1 0,3341

Két qua phan tich cac yéu t6 anh hwéng dwoc thé hién trong bang 2.

Bang 2. Phan tich ANOVA cta mé hinh khéo sét yéu tb dnh huéng

Téng

Trung binh

Nguén , Bac tw do , Gia tri F Gia tri P
phwong sai phwong sai
M6 hinh 0,3682 4 0,0921 71,6269 < 0,0001
B-Tylé 0,0046 1 0,0046 3,5528 0,1014
C - Thoi gian 0,0075 1 0,0075 5,8014 0,0469
D - Dung méi 0,2909 1 0,2909 226,3075 < 0,0001
E - kich thuwéc 0,0535 1 0,0535 41,5876 0,00035
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T két qua phan tich thu dwoc cho thdy nhiét  Thoi gian (cang lau thi hoat chét chiét duoc
dd (50 - 80 °C) khéng anh hwéng téi tdng lwong  cang tang), dung mai (46 cbn cang tang thi hoat
OA thu duoc; c6 4 yéu td anh hwédng téi quy chét chiét dwoc tang), kich thuwédc (cang nhé thi
trinh chiét dwoc mo ta la: Ty 1& dung méi/dwoc  hoat chat chiét dwoc cang tang). M6 hinh thu
liéu, thoi gian, dung méi, kich thwdc. Trong d6  dwoc cd ¥ nghia thdng ké (p < 0,0001) v&i hé sb
cac bién anh hwéng co y nghia thdng ké 1a: R?1a 0,9625 va R? dy doan 1a 0,9122.

Bang 3. Hé sé énh huéng va murc do tin cay cua céc yéu tb

Py Hé sé i y R Do tin cay Do tin cdy
Yeuto anh hwéng Bdctwdo  Saiso chuan 95% duwoi 95% trén
Héng sé 0,6261 1 0,0103 0,6016 0,6505
B-Tylé 0,0214 1 0,0113 -0,0054 0,0482
C - Thei gian 0,0273 1 0,0113 0,0005 0,0541
D - Dung méi 0,1557 1 0,0103 0,1312 0,1802
E - kich thuéc -0,0731 1 0,0113 -0,0999 -0,0463
- N é
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Hinh 1. S&c ky dé cta cao chiét I dinh I&ng (tréi) va acid oleanolic chuén (phai)

T6i wu hoa cac thong sé dworc Iwa chon duoc lieu duoc cb dinh la qua ray 1 mm, nhiét

T két qua thu dwoc, lwa chon cac thong s6  dd chiét dwoc cd dinh tai 50 °C. Bién phu thudc
dé t&i wu quy trinh 1a: Ty l&é dung méi/dwoc liéu 13 tdng lwong OA chiét dwoc. S dung md hinh
(10/1 — 20/1), thoi gian chiét (30 - 180 phat), Box - Behnken véi 3 yéu t6, & 3 mirc va 3 thi
dung méi (nwdc — cbn 70%). Kich thuwdc nghiém trung tam.

Bang 4. Thiét ké thi nghiém t6i uu hoa

STT Dung méi Ty I1é Thoi gian Téng lwong OA (mg)
1 0 15 180 326,82
2 70 15 180 741,62
3 70 15 30 814,30
4 0 20 105 341,71
5 35 20 180 474,78
6 35 20 30 686,34
7 35 15 105 715,24
8 35 10 180 708,78
9 70 20 105 789,55
10 0 10 105 314,55
11 70 10 105 796,75
12 35 10 30 631,78
13 0 15 30 249,04
14 35 15 105 687,46
15 35 15 105 727,14
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Két qua phan tich dwoc thé hién trong bang 5.

Bang 5. Bang phén tich ANOVA ctia mé hinh téi wu

Téng phwong sai  Béc tw do Trung binh Gid tri F Gid tri P
phwong sai

M6 hinh 551100 9 61.238,06 35,81 0,0005
A - Dung méi 456100 1 456.100 266,70 < 0,000
B-Tylé 3179,8 1 3.179,80 1,86 0,2309
C - Thoi gian 2095,14 1 2.095,14 1,23 0,3187
AB 295,32 1 295,32 01727 0,6950
AC 5659,57 1 5.659,57 3,31 0,1285
BC 20816,97 1 20.816,97 12,17 0,0175
Az 53961,09 1 53.961,09 31,56 0,0025
B? 2981,68 1 2.981,68 1,74 0,2439
c? 11623,94 1 11.623,94 6,80 0,0478
Lack of Fit 7721,09 3 2.573,70 6,21 0,1419
Téng 559700 14

Phwong trinh md hinh thu dwoc:

Téng luong OA chiét duoc (mg) = 709,95 + 238,76*A - 19,94*B
- 16,18*C - 8,59*AB - 37,62*AC - 72,14*BC - 120,89*A% -28,4* B” - 56,11*C”
Phuong trinh mé t& cé y nghia théng ké so véi dir liéu da cung cép véi p = 0,0005, R? hiéu chinh
=0,9572, R2 dy doan = 0,7759. Kiém dinh F cho sw thiéu pht hop mé hinh (Lack of Fit) khéng c6 y
nghia théng k&, do vay phwong trinh trén duoc lwa chon dé téi wu hoa quy trinh.

cid oleanolic (mg)

khéi lugng acid oleanslic img)
khsi hgng a

%
&
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Atol = M0 Briatio = 101743

B4 308

CTima = 115079 kehafl Infing acid oleanolic = 829,598

Hinh 3. Ham ky vong va diéu kién t6i wu

Phuwong an t6i wu dwoc lwa chon la: Dung
méi cdn 70%, ty 1& dung méi/dwoc liéu 10/1,
thoi gian chiét 116 phut. Lwong OA thu duoc
du kién 1a 830 mg. Tién hanh thuc nghiém véi
cac théng sb cla quy trinh chiét xuat téi wu da
lwa chon, thu dwoc két qua khéi lwgng OA trung
binh la 821,3 mg (RSD la 1,55%), léch so v&i
két qua dw doan 1,05%.

Ban luan

V&i két qua sang loc cac yéu td anh hwéng
cho thdy, cac yéu td anh huéng téi khdi lwong
OA chiét dwoc gidm dan theo thir tw: Dung méi,
kich thwéc va thoi gian chiét. Acid oleanolic
(khung triterpenoid so nwéc) trong dinh lang,
tdn tai & dang saponin bang cach lién két voi
cac gbc dwong (than nwéc). Vi vay, cé thé chiét
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saponin v&i dung mdi la nwdece, tuy nhién khi st
dung hén hop cdn - nwéc trong cung diéu kién
sé chiét dwoc tdng lwong saponin nhiéu hon so
v&i dung méi la nwéc 6,

Kich thwéc dwoc liéu anh huéng nhidu toi
lwgng OA thu duorc, kich thwée bot 14 dinh lang
cang nhd thi lwong OA thu dwoc cang nhidu vi
tang dién tich bé mat tiép xtc cla dwoc liéu voi
dung méi, tang tbc d6 hoa tan ctia OA vao dung
méi trong qua trinh chiét xuét (theo dinh luat
Fick). Tuy nhién, néu kich thwéc qua nhé co thé
lam két khdi dwoc liéu sé lam dung méi kho lwu
théng gitra cac tiéu phan va lam giam hiéu suét
chiét. L4 dinh lang khé c6 do gion rat cao, dé vé&
vun, d& xay nhwng kho kiém soat dwoc ty lé
phan bd kich thwéc trong bét. Vi vay, trong gidi
han khao sat, chung t6i thwc nghiém & murc:
Qua ray 2 mm va qua ray 1 mm.

Nhiét do (50 - 80 °C) khong anh hwéng toi
khéi lwong OA thu dwoc (va khéng xuét hién
trong phwong trinh mé ta), c6 thé do d6 tan cla
hop chét saponin trong dung méi lwa chon thay
ddi khéng nhiéu trong khodng nhiét dd khéo sat.
Do vay, dé tiét kiém chi phi va dé tién hanh,
chung téi lwa chon chiét & 50°C.

Ty 1& dung méi/duoc liéu anh huéng téi khdi
lwgng OA thu dwoc (c6 mat trong phwong trinh
mo ta) nhung khéng cé y nghia théng ké&. Mac
du theo ly thuyét, khi tdng lwong dung méi thi
khéi lwong chét chiét dwoc tang theo, tuy nhién
c6 thé do ham lwong OA trong dugec liéu thap
(1,84% trong dwgc liéu) nén véi ty 1€ dung maoi
la 10/1 c6 thé la a0 dé& hoa tan cac chéat tan
dwoc trong dung méi, vi vay khi thay déi ty lé
dung méi 10/1 — 20/1 c6 thé anh hwéng t&i khéi
lwong OA (xu huéng tang véi hé sé anh hwéng
nam trong khodng tin cay: -0,0054 t&i 0,0482)
nhwng khoéng cé y nghia théng ké.

Véi cac thong sbé dwoc lwa chon tién hanh toi
wu hod: Két qua thu dwoc phwong trinh mé ta
thu duwgc theo ham béac 2, phwong trinh thu
duwoc mo ta tot véi dir lieu da cung cép (p <
0,0005, R? hiéu chinh = 0,9572) va dy doan tét
cac két qua (R2 dw doan = 0,7759). Lwa chon t6i
wu véi cac thdng sd dau vao trong khoang khao
sat, két qua thu duoc lwong OA cao nhét la
842,12 mg. Tuy nhién, cac giai phap dwa ra st
dung ty I&é dung méi/dwoc liéu = 15/1, trong khi
do véi ham ky vong dwoc thém vao la s dung

ty 1& dung méi it nhat cé thé, két qua thu dwoc
khéi lwong OA 1a 830 mg. Khéi lwong OA thu
dwoc thdp hon 1,44%, tuy nhién lwong ty lé
dung méi/dwoc liéu gidm tlr 15/1 vé con 10/1,
tiét kiém dwoc nhiéu dung méi, nang lwong can
dé cd cao va dé tién hanh hon véi lwong dung
méi it hon.

Két luan

P& t6i wu hoa duwoc quy trinh chiét acid
oleanolic ttr 14 dinh lang va lwa chon dwoc théng
sb tbi wu theo ham ky vong la: Dung méi con
70%, ty |& dung moi/dwoc liéu 10/1, thoi gian
chiét 116 phut, kich thwdc dwoc liéu 1a < 1 mm
va nhiét do chiét la 50 °C.
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