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NGHIEN CUU QUY TRINH CHIET XUAT CAO GIAU HQP CHAT LIGNAN
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Lé Xudn Duy', D6 Quang Thdi', Pé Thi Thity Linh', Nguyén Minh Khéi',
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(Nhén bai ngay 12 thang 6 nam 2023)
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Nghién ciru nay duge thuc hi¢n nham khao sit, dénh gia anh huéng cia phuong phép chiét xuat ciing nhu mét so diéu kién cong
ngh¢ dén qua trinh chiét xuat nhim thu dugc cao chiét giau hop chat lignan tir qua ngii vi tir (Schisandra sphenanthera) thu tai viing
nii Ngoc Linh, Viét Nam. Cac yeu t6 dugc khao sat gom 6 dung méi chiét, kich thude duge lidu, ty 1¢ khoi luong dugce liéu/thé tich
dung mdi, so lan chiét va thoi gian chiét. Ngoai ra, mét so phuong phap tinh che, lam giau lignan trong cao ngii vi tir ciing dugc
khao sat. Tiéu chi dung dé danh gia va lya chon dicu kién chiét xuat la ham lwong lignan tong so (tinh theo tong 3 hop chat
schisandrin, gomisin B va schisandrin A) bang phuong phap HPLC-DAD, Két qua nghién ciru cho thay phwong phap chiét nong &
60°C la phu hop nhat dé chiét xuat ngii vi tir. Cac diéu ki¢n cong nghé chiét xuét phu hop nhét ca ve yéu to k¥ thuat va kinh té gom:
dung méi chiét la ethanol 80%, kich thudc nguyén ligu 1 - 3 mm, chiét 2 lan, méi lan 1 gid, véi ty 1€ nguyén liéu/dung méi lan hrot
1a 1/8 va 1/5 (g/mL) va tong thoi gian chiét la 2 gio. Qua trinh tinh ché 1am gidu hop chat lignan duoc thuc hién bang phwrong phap
chiét phén bo long - long tir pha nude va dung méi ethyl acetat véi ty 18 1/1 (v/v), chiét phan b6 3 lan. O quy md 5 g duge liéu, cao
chiet thu duge c6 ham lhrgng lignan trung binh dat 6,39%, hi¢u suat thu hoi lignan ctia ca quy trinh dat 84,47%. O quy mé 2 kg duge
ligw/mé, cao chiét thu duge cd ham lugng lignan dat 6,24%, hi¢u suat thu hoi lignan cia ca quy trinh dat 68,93%.

Tir khéa: Ngii vi tur, Nuii Ngoc Linh, Chiét xuat, Lignan.

Summary
The Extraction Procedure of a Lignan-Rich Extract from the Fruits of Schisandra sphenanthera Rehd. et Wils.
(Schisandraceae) Collected in Ngoc Linh Mountain, Vietnam

In this study, we evaluated some conditions affecting the extraction of lignans rich in lignans from the fruits of Schisandra
sphenanthera collected in the Ngoc Linh mountains, Vietnam. The investigated factors included extraction method, extraction
solvent, medicinal plant size, material mass/solvent volume ratio, extraction time, and number of extraction times. Additionally,
several methods of refining and enriching lignans in the Schisandra sphenanthera extract were also investigated. The criteria
used to evaluate and select extraction conditions was the total lignan content (calculated according to the total of three lignans
schisandrin, gomisin B, and schisandrin A) by the HPLC-DAD method. The best results included using hot extraction at 60°C,
extraction solvent of 80% ethanol, material size of 1 - 3 mm, extraction two times and 1 hour each time, with material/solvent
ratios of 1/8 and 1/5 (g/mL), and a total extraction time of 2 hours. The process of refining and enriching the lignan component
was carried out using a liquid-liquid distribution with ethyl acetate solvent from the aqueous phase at a ratio of 1:1 (v/v),
extracted three times. The obtained extract after refining had a lignan content of 6.39%, and the lignan recovery efficiency of the
whole process was 84.47% in the laboratory scale (5 g). In the 2 kg scale extraction procedure, the obtained extract had a lignan
content of 6.29% and the lignan recovery efficiency was 68.93%.

Keywords: Schisandra sphenanthera, Ngoc Linh mountain, Extraction, Lignans.

1. Dt vén dé :

Gan 1a co quan dam nhdn nhicu chirc ning
quan trong cua co the, giup bao v¢ co thé va loai
bo cac chat doc trong co thé. Khi té bao gan bi
ton thuong s& lam suy giam chirc ning gan, din
dén nhiéu loai bénh khac nhau nhu déi thao

dudng, gout, m& méau, béo phi..., vi viy can thiét
nghién ctru céc thude co tdc dung bao v¢ gan [1].
Viét Nam la nude c6 nguon duge ligu rat phong
phu, trong dé ¢6 mot s6 dugce liéu duge dung dé
chira cac bénh vé gan nhu: Ca gai leo, di¢p ha
chau, ngi vi tir...[2],[3]. Dugc liéu ngi vi tir da
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duoc nhidu nghién ciru trén thé gioi chirng minh
co tac dung bao v¢ gan, giai doc co thé [4],[5].
Nam 2005, & vung nii Ngoc Linh, Viét Nam, ¢
mot loai ngﬁ vi tor duge ghi nhin vai tén khoa
hoc la Schisandra Sphenanthera Rehder &
E.H.Wilson, thugc chi ngii vi tir (Schisandra), ho
Ngti vi (Schisandraceae) [2]. Nhiéu nghién ctru
chirng minh dugc tac dung bao vé gan cua ngii vi
tr  1a nhd vao nhom  hoat chit
dibenzocyclooctadien lignan, gom mét s6 chat
nhu: schisandrin, schisandrin A, angeloylgomisin
P, gomisin U, angeloylgomisin P, gomisin B,
schisantherin C, schisantherin D, schisantherin E,
schisandrin A [5] [6],[7]. Tuy nhién, cho dén nay
¢ Viét Nam van chua cd nghién clru day du veé
quy trinh chiét xut ho'p chat lignan ciing nhu
danh gia tac dung bao vé gan tir dugc ligu ngu Vi
tr thu tai ving ndi Ngoc Linh. Nghién clru nay
duge thyuc higén nham danh gla anh huorng cua
phuong phap chlet xuat va cac yeu t6 cong nghe
dén qua trinh chiét xuit hop chat lignan tir ngii vi
tir (Schisandra sphenanthera Rehd. et Wils.,
Schisandraceae) thu tai viing niii Ngoc Linh, Viét
Nam. Ham luong lignan tong trong cao chlet
dugc tinh theo ham lugng ba hop chat:
schlsandrm gomlsm B va schisandrin A.

2. Poi turgng va phlro’ng phap nghién ciru

2.1. Déi twong nghzen curu

Dugc li¢u qua ngu vi tir dugc thu hai ty nhién
vao thang 9/2020 ¢ ving nii Ngoc Linh, Kon
Tum, Viét Nam. Mau nghlen ctru da dugc PGS.
TS. Pham Thanh Huyén va ThS. Nguyén Van
Hiéu (Trung tdim Tai nguyén Dugc liéu, Vién
Dugc liéu) giam dinh tén khoa hoc la Schisandra
sphenanthera Rehd. et Wils., Schisandraceae.
MAu sau khi thu dugc rira sach sy diét men ¢
115°C trong 20 phut va sy den kho (ham am <
10%) & nhiét dd 55 + 5°C. Cudi cing mau dugc
liéu dugc dong trong tai PE, hat chan khéng va
bao quan ¢ nhiét d¢ phong (28—30°C).

Hinh 1. Mu ngii vi tir kho thu hai & viing nii Ngoc Linh

Trude khi dung trong nghién ctru, mau ngu vi
tir kho duoc nghlen nho, sir dung ray bot co kich
thude mit 0,35 va 1 mm dé phan loai kich thudc.
Mau dung trong nghién ctru dugc xic dinh ham
am dat 3,09% va ham luong lignan tong tinh trén
3 thanh phan schisandrin, gomisin B va
schisandrin A dat 0,59%.

2.2. Dung moi, f?da chat

- Cac chat chuan schisandrin cia USP (CAS
1609895; Lot: F00810; d¢ tinh khiét 98%),
gomisin B (CAS: 58546-55-7, LOT:
PRF10042941, d tinh khiét 98%) va schisandrin
A cia hang Biopurify Phytochemicals Ltd (CAS:
61281-38-7; Lot: BP1261, d0 tinh khiét 98%).

- Cac dung mdi, hoa chat dung trong phén tich
HPLC cua hing Merck (Puc).

- Céac dung moi (ethanol, methanol, n-hexan,
dicloromethan, ethyl acetat) dung trong chiét xuat
cua hiang Xilong Scientific, Trung Qudc.

2.3. Phurong phdp nghién cuu

2.3.1. Phuong phap HPLC-DAD dinh lrgng
lignan tong trong cao chiét ngii vi tur:

Phucmg phiap HPLC-DAD dinh lugng lignan
tong sé (tinh theo tong 3 chat schisandrin,
gomlsm B va schisandrin A) trong cao chiét ngii
vi tir dugc thuc hi¢n theo tai ligu tham khao [8],
gom cac diéu kién phan tich nhu sau:

Pha djng: Kénh A: nuéc, kénh B: ACN dugce chay theo chuong trinh gradient:

Thoi gian (phit) 0-17

17-35 35-50 50 - 55 55 - 60

%ACN 50

50-75 75 75 - 50 50

Dung dich chuan: chuén bi 3 dung dich chuan
goc schisandrin, gomisin B va schisandrin A ¢

nong d6 mdi chat 1a 1 .000 ug/mL trong methanol.

Tir mdi dung dich chuin gbc nay, pha dung dich
chuan hén hop (schisandrm gom1sm B va
schisandrin A) ¢6 nong dd cia moi chat 1a 200
ng/mL; tir dung dich hén hop chuin nay, tién
hanh pha lodng bing methanol de thu dugc céc
dung dich hén hgp chuin cé ndng d¢ céc chat

trong khoang tir 10 - 200 ug/mL Khoang nong
do xay dyng duong chuén g voi tung chit la:
20 - 200 pg/mL doi véi schisandrin va gomisin
B; 10-100 pg/mL d6i v6i schisandrin A.

_Dung dich thir: can chinh xac khoang 0,12 g
mau thir, chuyen vao binh dinh mac 50 ml, them
ethanol vao binh gan dén vach. Sau do siéu am
30 phut roi dé yén 5 phut. Bo sung ethanol tGi
vach rdi lic déu. Loc qua mang loc cellulose
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acetat 0,45 pm thu dugc dung dich miu thir ding
cho phén tich HPLC.

Diéu kién sdc ky: Cot Cys (250 x 4,6 mm, 5
pm), detector quang phd tir ngoai dit & bude
song 254 nm; toc do dong: 0,8 ml/phut; thé tich
tiém: 10 pl.

Cach tzen hanh: Tiém rleng biét 1an hurgt dung
dich chuan, dung dich thir vao hé thong HPLC.
Tién hanh phén tich sic ky theo cac diéu kién
nhu trén. Tur két qua thu duge, ghi nhén gid tri
dién tich pic twong ung véi tirng chat dinh phéin
trong mau thir, miu chuan. Tu d6, tinh ham
lugng cua schisandrin, gomlsm B va schlsandrm
A trong mau thir theo cong thirc sau:

Ct xV
X (%)=

m x 10 x (100 - a)

Trong dé: X (%): Ham lugng clia schisandrin,
gomisin B va schisandrin A tuong rng; C;: Nong
d¢ schisandrin, gomisin B va schisandrin A tinh
tir phuong trmh duong chuan (ug/mL); V: the
tich dung méi chiét (mL) m: Khdi lrgng mau
thir (g); a: P 4m cua mau thir (%). ;

2.3.2. Phuong phap xdy dung quy trinh chiét
cao ngil vi tir giau hop chat lignan:

Phuong phap nghién ciru xay dung quy trinh

Miigan

Hslignan == Mlig:ld] x100%

Trong d6: HSjignan (%): higu suét chiét lignan;
HLjignan (%): ham lugng lignan; Miignan: khéi
lugng lignan chiét duoc; Miignan i’ khoi lugng
lignan trong dugc ligu kho; M.: Khéi lrong cao
chiét dugc.

Phuong phap tmh ché 1am giau hop chit
lignan trong cao chiét ngil vj tir

St dung phuong phap chiét phén bé long -
long dé tién hanh lam giau hop chit lignan trong
cao chlet thd ngil vi tr thu dugc & phan nghién
ctru chiét xudt. Cao chiét tho ngl vi tur (2 g) dugc
phan tan hoan toan vao 10 mL nudc cat. Sau d6
hdn hop nay duoc chiét phan bo voi cac dung
moi co do phan cyc tang din 1a n-hexan,
dicloromethan va ethyl acetat. Méi dung méi
chiét 3 lan, mdi 14n 10 mL, gop céc dich chiét va
cO quay thu héi dung méi dudi ap suat giam den
cin kho, xac dinh ham lwong lignan trong méi
phan doan dé xac dinh dwoc phan doan cé ham
lugng lignan 16n nhat

2.3.3 Xdc dinh t6n dw dung moi hitu co ethyl
acetat: Thir theo Phuong phap sic ky khi khoi
phé (tham khao Dugc dién Viét Nam, Phu luc

chiét cao ngii vi tir giau hop chét lignan duge
thyc hién theo huéng din trong tai liéu tham
khao [9].

Thiét ké thi nghiém

Lay chinh x4c 5 g duoc liéu vao binh nén 250
ml. Sir dung 3 phuorng phap chiét khac nhau gbm
ngdm chiét (ch:et & nhi¢t d§ phong, 28 - 30°C),
chiét hdi luu va chiét néng & 60°C véi cung diéu
kién chiét dé lya chon phuong chiét hleu qua sau
d6 khao sat don yeu to dé danh ~gia anh huong
clia cac yéu t6 dén qué trinh chiét xuét theo thir
tu lan luot nhu sau: :

+ Anh huong cua thoi gian chiét: 0,5 gio, 1
gio, 2 gio, 3 gio, 4 gio, 5 gio.

+ Anh huong cia dung méi chiét: Nudc,
ethanol 20%, ethanol 40%, ethanol 60%, ethanol
80% va ethanol 96%, n-hexan, ethyl acetat,
methanol va diclomethan.

+ Anh hudng cua kich thude duoce liéu: Kich
thude 5-10 mm (dé nguyén qua), kich thude 1-3
mm va 0,35-1 mm.

+ Anh hudng cua ti 1€ dugc li¢u/dung moi sir
dung: 1:5, 1:8, 1:10, 1:12 va 1:15 (g/mL).

Hi¢u qua qué trinh chiét dugc danh gia qua
hiéu suat chiét lignan va ham luong lignan trong
cao chiét thu dugc theo cong thirc nhu sau:

Miignan

HL]ignan = My i 100%
10.14 va Phu lyc 4.5 - Phuong phap sic ky khi
khéi phé va TCVN 12963:2020).

Gioi han phat hién cua phuong phap (LOD) la
2 ppb. Gidi han dinh lugng cua phuong phap
(LOQ) 1a 6,6 ppb.

3. Két qua nghién ciru

3.1. Khao sat anh huong cia mgt 56 yéu to
dén qud trinh chiét xudt cao

3.1.1. Anh huéng ciia phwong phap chiét:

Anh hwéng clia phwong phép chiét

o
=]

Q
-

Hiéu sudt chiét lignan (%)
o8 & 8

2 3 4 5 6
Theri gian chiét (gier)

—#— Chift ngadm  —#—Chiét n6ng —@— Chiét hdi luu

Hinh 2. Anh huéng cia cdc phuong phép chiét dén
hiéu suat chiét lignan theo thoi gian

Tién hanh khao sat hi¢u suét chiét llgnan tur
quéa ngil vi tir theo thoi gian chiét tmg voi mot sb
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phuong phap chiét sau: Chiét ngdm nhiét do
phong, chlet nong ¢ 60°C va chlet h01 lru. Céc
thong so cong nghé qua trinh chiét xudt duge cb
dinh gdm: kich thuéc nghién 1-3mm, dung méi
chiét ethanol 96% (v/v), ti 1é dugc ligu/dung moi
la 1:10 (g/mL), chiét 1 lan. Két qua khao sat

phuong phap chiét dwgc trinh bay & d6 thi Hinh 2.

Tir két qua thi nghi¢m khao sat anh huong cua
3 phuong phép chict theo thoi gian duge the hi¢n
0 Hinh 2 cho thay 2 phuong phap chiét: Chlet
néng & 60°C, va chiét hoi Iuu glup glam dang ké
thoi gian chiét S0 vOi chiét ngam O nhiét do
phong. Hi¢u sudt chiét lignan O trang thai can
bang khong c6 sy khac biét nhiéu giira 3 phucmg
phap sir dung. Véi phuong phip chiét ngdm &
nhi¢t d¢ phong, hiéu suat chiét lignan dat trang
thai cin bing chlet sau khoang thoi gian la 3 gm
la 51,82%. Doi voi phuorng phap chiét nong va
phuong phap chlet hoi Iuu thi trang thai can bﬁng
dat dugc sau lan lugt khoang 1 giv va 0,5 gio;
Khi d6, hiéu suét chiét lignan khong co sy chénh
léch 16n, dat lan luot 12 53,91% va 54,97%. Xét

vé mit quy trinh, khi nang cap quy mo chiét xuét
thi phu'ong phap chlet nong & 60°C s& dé dang ap
dung cung nhu tiét kiém chi phi vé nang lu.'qng
hon so véi phuong phap chiét hoi wu. Tir két qua
thu dwoc, lwa chon phuang phap chtet nong o
60°C va thoi gian chiet xuat la 1 gio dé tiép tuc
nghién ciru anh huong cua cdc yéu 16 cong nghé
dén qud trinh chiét xudt lignan tir dugc ligu ngii
Vi lk.

3.1.2. Anh hudng cua loai dung mdi str dung:

Trong nghién ciru nay, chung toi thu nghiém
chiét llgnan tr duoc ligu voi mot sb loai dung
moi c¢6 do phin cuc ting din nhu n-hexan,
dichoromethan, ethyl acetat, methanol, ethanol,
nude va hon hop ethanol - nudce. Cac thong so
cong ngh¢ qua trinh chiét xuit dugc co dinh gom:
kich thuéc nghién 1 - 3 mm, ti 1€ dugc lleu/dung
moi 1a 1:10 (w/v), nhigt d§ chiét 60°C, thoi gian
chlet 1 gio, chiét 1 lan. Két qua phan tich hi¢u
suat chiét lignan, ham lugng lignan trong cao
chiét va ham lugng cao chiét dugc thé hién &
Bang 1.

Bing 1. Két qua khao sat anh huong cua loai dung méi sir dung

Diing mdl Ham lwgng cao chiét duge Ham lwgng lignan tong sb Hi¢u suit chiét lignan
(%) trong cao (%) (%)
Nudce 27,41 0,33 16,73
Ethanol 20% 29,06 0,53 28,01
Ethanol 40% 29,23 0,94 48,24
Ethanol 60% 26,09 1,01 52,46
Ethanol 80% 25,45 1,25 57,97
Ethanol 96% 22.35 1,26 55,41
MeOH 22,29 1,31 56,39
n-Hexan 0,91 11,28 18,47
Dicloromethan 0,74 9,25 12,47
Ethyl acetat 1,21 5,14 11,25

Tir két qua trén ta thiy cac dung méi nudc, n-
hexan, dicloromethan, ethyl acetat cho kha nang
chiét kém hon so v&i hon hop dung moi ethanol -
nude va methanol. Dya vao cau trac hoa hoc cua
nhém hop chit lignan c6 thé thiy day la nhém
hoat chit kém phén cuc nén kha nang hoa tan cua
nudc s€ 1a kém hon so voi cac dung méi nhu »-
hexan, dicloromethan, ethyl acetat. Cac dung mdi
nay 6 kha nang hoa tan tot hon va chon loc doi
véi cac hop chét kém phén cuc va phén cuc trung
binh tuy nhién kha ning thim thau qua mang te
bao cellulose dugc liéu cia cic dung mdi nay
khong cao nén cic dung méi nay mac du déu cho
ham lugng lingan trong cao chiét 16n tuy nhién
hiéu suat chiét llgnan trong duoc liéu lai thap.
Véi hén hop dung mdi ethanol-nude day la dung
mdi ¢ tinh thim va tham thiu tot ciing nhu kha
nang hoa tan dugc nhidu nhom hoat chat khac

nhau. Két qua cho thiy hiéu suat chiét lignan va
ham lugng lignan trong cao chiét c¢6 xu hudng
tang nhanh tir nuéc dén ethanol 80%, tir ethanol
80% dén ethanol 96% thi khong c6 su thay dbi
dang ké. Vé ham llr(mg lignan trong cao co sy
chénh léch khong qué 16n tir nong d§ ethanol
40% dén 96% dao dong trong khoang trr 0,94%
dén 1,26%. Ethanol 80% cho hi¢u suit chiét
llgnan cao nhit 57,97%; bén canh d6 ham
lrong lignan trong cao ch1et va ham lugng cao
chiét dugc déu rat 16n lan lugt 1a 1,25% va
25,45%. Do do ethanol 80% duoc lua chon s
a‘ung lam dung moi chiét xuat cho cac nghién
ciru tiép theo.

3.1.3. Anh huong ca kich thuée nguyen lidu:

Kich thudc nguyén liéu 1a mét yéu to quan
trong anh huong t6i quéa trinh chiét xuat lignan.
Nghién ciru nay tién hanh khao sat & 3 dang kich
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thude: Kich thude thd 5 - 10 mm (dé nguyén qua),
1 -3 mmva 035 -1 mm. Cic thong sO cong nghe
qua trinh chiét xuat duoc ¢b dinh gom: dung moi
chiét ethanol 80%, ti 1& dugc liéu/dung méi la 1:10

(g/mL), nhiét d¢ chiét 60°C, thai gian chlet 1 gio,
chiét 1 lan. Két qua phén tich hiéu suit chiét
lignan, ham lugng lignan trong cao chiét va ham
lurgng cao chiét duoc thé hién & Bang 2.

Bing 2. Két qua khao sét anh hudng caa kich thude duge ligu

- Ham lrgng cao Ham lweng lignan tong s6 Hiéu suét chiét
g KRt chiét dwoc (%) trﬁg cfn (%) ¥ l.i;gnan (%)
Kich thuéc tho 5 - 10 mm (dé nguyén qua) 1775 0,23 7,31
Kich thuée nghién 1 - 3 mm 26,71 1,19 57,96
Kich thudc nghién min 0,35 - 1 mm 22,57 1,31 60,19

Két qua thi nghiém khao sat anh huong cua
kich thude duge ligu dugce thé hién & Bang 2 cho
thdy viéc nghlen nho kich thude duge ligu giup
tang hiéu qua chiét lignan déng ké so véi dang
nguyén liéu thd duong kinh 5 - 10 mm, cu thé
hiéu suét chiét hgnan dang kich thudc tho chi dat
7,31% trong khi véi dang nguyén liéu nghién
kich thuc’rc 1 - 3 mm va kich thude 0,35 -1 mm
hi¢u suat chiét lan lugt dat 57,96% va 60,19%.
Vé ham lugng lignan trong cao thi & 2 dang kich
thude nghién khong chénh léch nhau qua nhiéu
(lan luot 12 1,19% véi kich thuée 1 - 3 mm va
1,31% véi kich thude 0,35 - 1 mm). Két qua cho
thiy dang nghién kich thude 0,35 - 1 mm cho
hiéu suat va ham lrgng lignan thu dugc t6t nhat
tuy nhién khi rng dung quy trinh & quy mé 16n,
dang kich thudc nguyén liéu 0,35 - 1 mm rat kho
dé loc thu dich chiét so vai dang kich thuéc 1-3
mm. Vi vay trong nghién ciru nay lua chon kich

thude nguyén liéu la 1 - 3 mm cho cdc bude khao
sat tiép theo.

3.1.4.’ Anh huong cua ty 1é nguyén liéu/dung
moi chiet

Ty 1€ dugc ligu va dung mdi chiét cung [& mot
yéu to quan trong anh huong toi hiu suat chiét.
Trong hau hét cac truong hop khi ting lugng dung
moi chiét thi higu suat chiét tang lén. Néu ding qua
it dung moi c6 thé khong chiét hét dugc hoat chit
tuy nhién, néu sir dung lrgng dung mdi qué nhleu
s& gay lodng dich chiét, tang lugng tap chat, gay ton
kém chi phi ma hi¢u suat chiét ting Ién khong dang
ké. Trong nghién ciru nay, tién hanh thi nghlem
khao séat anh huong cua ty 1¢ duoc heufdung moi tir
1:5 dén 1:15 (g/mL) Cac thong sO cong nghe qua
trinh chiét xuét dugc ¢b dinh gom dung méi chiét
ethanol 80%, kich thuGe nguyén ligu 1 - 3 mm,
nhi¢t do chlet 60°C, thoi gian chiét 1 gio, chiét 1 lan.
Két qua thé hién & Bang 3.

Bing 3. Két qua khao sét anh huong cua ti 1§ dugc ligw/dung moi

Ty 1€ duge li¢u/dung moi Ham lwgng cao chiét = Ham lwgng lignan téng so trong | Hiéu suat chiét lignan
(w/v) duge (%) cao (%) (%)
1:5 22,78 1,09 45,45
1:8 26,51 1,03 55,47
1:10 29,93 1,05 57,95
1:12 30,92 1,03 58,15
1:15 31,14 1,03 58,18

Két qua cho thay, khi ting lugng dung méi sir
dung thi hi¢u suat chiét lignan c6 xu hudng tang.
Tuy nhién toc d6 ting co su khac nhau, tang manh
trong khoang tir ty 1& 1:5 dén 1:8 (hiéu suat chiét
lignan ting tir 45,45 den 57,95%) va chim dan tir ty
1¢ 1:8 dén 1:15 (hi¢u suat chiét lignan tang tir 57,95
dén 58,18%). Ve ham lugng hgnan trong cao thi
gilta céc ti 1€ chiét thi khong c6 su chénh Iéch lom,
deu dat ham lugng trén 1%. Vay nén can 601 gilta
yéu to lugng dung méi sir dung va hiéu suat chiét
lignan. Do do, ti Ié chiét dioc heu/dung moi la 1:8
duge liea chon cho nghten cueu nay.

3.1.5. Anh hwong cuia sé lan chiét

Tir két qua khao sat anh huong cua ty 1é dugce

liéu/dung moi ¢ trén ta thay rang hiéu suat chiét
lignan chiét 1 1an m&i chi dat ¢ muc khoang 55-
58%. Do dé vigc ting sé lan chiét dé iy nét
lu(mg hoat chat hgnan con lai trong duge ligu la
can thiét. Tuy nhién & cac lin chiét sau ¢ thé
xem xét giam bét lugng dung moi sir dung dé
chiét giap tiét ku;m chi phi. Tién hanh khao sat
anh huong cua so lan chiét & cac mirc nhu trong
Bang 4. Céc thong so cong ngh¢ qua trinh chiet
xuat dugc ¢d dinh gom dung méi chiét ethanol
80%, kich thudc nguyén li¢u 1 - 3 mm, nhiét do
chiét 60°C, thoi gian chiét 1 gio, 1 lan chlet Ket
qua thi nghi¢m khao sat anh huong cua sb lan
chiét dugc trinh bay & Bang 4.
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Biéng 4. Két qua khao sat anh huéng cua s6 1an chiét

Ty 1€ duwge lleu/dun§ moi (w/v), Ham lwgng cao Ham lwgng lignan tong $0 Hiéu suit chiét lignan
s0 14n chiét chiét dwge (%) trong cao (%) (%)
1:5+1:5; chiét 2 lan 30,57 1,03 58,04
1:8 + 1:5; chiét 2 lan 35,74 1,25 77,30
1:8 + 1:8; chiét 2 lan 36,79 1,19 78,87
1:8 + 1:8 + 1:8; chiét 3 lan 36,52 1,20 79,02

Tir céc s6 ligu bang trén cho thay khi tang sd 1an
chiét thi hiu suat chiét lignan ciing tang Bleu dé co
thé dugc giai thich 1a do khi tﬁng 50 lan chiét, dugc
liéu s& duoc tiép xtic véi dung moi méi, qua d6 lam
tang chénh léch nong dd hoat chit trong dugc ligu va
dung moi chiét, giup thic day qué trinh khuéch tan,
din den ting luong hoat chat thu duoc. Tuy nhién,
hiéu suat chiét lignan trong phuong én chiét 2 lan sir
dung ty I¢ chiét (1:8 + 1: 5) khong c6 su chénh léch
nhiéu so Vi cac phuong an chiét vai ty 18 chiét (1:8
+ 1 8)vach1et3lanv01tylech1et(l 8+ 1:8 + 1:8),
higu sudt chiét lignan ctia 3 phuong én dao dong tur
77,30 - 79,02%. Tir két qua thu dwoc, lwa chon chiét

2 lan véi ty 1¢ dugc licw/ dung moi lan heot la 1:8 va
1:5 (W), thoi gian chiét moéi lan la 1 gio cho cdc thi
nghiém tugp theo.

3.2. Anh huong cua qua trinh tinh ché dén
ham lwong lignan tong 50 trong cao ngil vi tur

Phuong phép chiét phan b6 long - long 1a
phuong phap truyen thong thuong duge sir dung
dé lam giau cac nhom hoat chét c6 d6 phan cyc
khac nhau. Dé lam giau hoat chit lignan trong
cao ngil vi tir, tién hanh chiét phan b long - long
vOi mdt s loai dung moi hiru co khac nhau nhu
ethyl acetat, n-hexan, dicloromethan. Két qua
dugc thé hién & Bang 5.

Bing 5. Két qua dinh lwong cac phan doan cao chiét cia qué trinh lam giau bang chiét phan bd long - long

Tén miu Khbi lwgng cao chiét Ham lirgng lignan téng s6 | Ton du dung méi (yéu cau:
dugce (g) trong cao sau tinh ché (%) Khong qua 10 ppm)
Phan doan n-hexan 0,092 1,39
Phan doan dicloromethan 0,140 3,78
Phén doan ethyl acetat 0,275 6,39 Khong phat hién

Két qua cho théy, viéc chiét phan b long -
long voi cac dung mdi 1a n-hexan, dicloromethan
va ethyl acetat déu lam ting ham lugng llgnan
trong cao chiét 1én lan luot la 1,39%, 3,78% va
6,39%. Bén canh d6 khéi lugng cao chiét giau
lignan thu dugc cling ting dan tucmg ung la
0,092 g, 0,140 g va 0,275 g. Két qua nay cung
cho thay cac hop chét lignan trong ngi vi tu
chiém phan 16n 13 cac hgp chat c6 tinh phéan cyuc
trung binh twong dong vai tinh phan cuc cua
dung moi ethyl acetat, cac hop chat c6 tinh phan
cuc kém tuong dong voi tinh phan cuc cua n-
hexan 14 it hon rat nhiéu. Do d6, lya chon dung
mdi ethyl acetat la dung moi dé st dung chiét
phan bd vai cao chiét ngii vi tir gitip lam giau hop
chat lignan. Ham lugng llgnan trong cao chiét
ban dau la 1,2%, sau qua trinh tinh ché da thu
dugc cao chiét c6 ham lugng lignan dat 6,39%.
Ngoai ra, hiéu suat thu hoi lignan dat 84,47%.

Do ethyl acetat thugc nhéom 3 - Cac dung moi
c6 ddc tinh thap (theo quy dinh cia DDVN V) va
can phai dugc gioi han vi GMP hodc vi cac yéu
cau chét lwong khac, vi vy cao chiét ing voi
phén doan ethyl acetat dugc danh gia ham lugng
ton du dung mdi ethyl acetat theo phuong phép

trinh bay trong myc 2.3.3. Ket qua thu dugc trén
Bang 5 cho thiy cao chlet ung voi phan doan
ethyl acetat dat yéu cau theo quy dinh trong
DDVN V (khong quéa 10 phan trigu).

3.3. Danh gia do on dinh ciia quy trinh chiét
xudt va ndng cap quy maé quy trinh

3.3.1. Déanh gia d6 o 6n dinh ctia quy trinh chiét
cao giau hop chat lignan tir qua ngii vi tir & quy
mo 100 g/mé:

Qua ngt vi tr kho dugce nghlen va riy dén
kich thuoc 1 - 3 mm. Cén chinh xac 100 g dugc
ligu dem di chiét voi dung mdi ethanol 80% bang
phuong phap ngdm nong & 60°C. Chiét 2 lan Vol
ty 1¢ dugc ligu/dung moi An 11a 1:8 va lan 2 1a
1:5, thoi gian chiét 1 gm/lan Gop dich chiét, sau
do loc trong dich bing pheu loc Buchner. Dich
chlet sau d6 duge ¢d thu hdi dung méi dudi ap
suét giam dén can, sau d6 phan tin  trong 150 mL
nude khir khodng. Cho dich chiét va 150 mL
ethyl acetat vao binh lic long - long tlen hanh lac
phan doan dé phan 16p trong 4 gio. Tién hanh lap
lai 3 1an. Gop dich phan doan ethyl acetat va tién
hanh c6 dudi ap sudt giam den cao dac. Xac dinh
khéi luong cao chlet ham a 4m, ham lugng lignan
trong cao va hiéu suat chiét lignan.
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Bing 6. Két qua chiét xudt, tinh ché thu cao chiét giau lignan tir ngii vi tir quy md

100 g/mé

£ i Hém lwgng lignan ton Hiéu suit chiét, Ton dw dung méi
Lin K::?xl l:qmg g Hé:; s sb trong cao sau tmhg tinh ché lignan | (yéu ciu: Khéng qui
R bt () ché (%) (%) 10 ppm)
Me 1 7,24 16,57 6,39 67,15 Khong phét hién
Me 2 6,68 15,84 6,74 67,28 Khong phat hién
Mé 3 6,51 16,49 6,53 65,48 Khong phat hién
Trung binh + SD 6,55+ 0,18 66,64 + 1,00
RSD 2,69 1,51
Két ~qua thi nghlem dugc trinh bay & Bang 6 NoUTEN Ligy wiphmiontz . PRS-
cho thiy khong ¢6 sy chénh léch dang ké giira
ham lugng va hi¢u suat chiét, tinh ché lignan e (bt e
gilta c4c lan tién hanh. O quy md 100 g/mé, hiéu £ R

suat chiét va tinh ché lignan trung binh dat
66,64%, ham lugng lignan trung binh trong cao
sau tinh ché dat 6,55%. Qua dé c6 thé thay, quy
dinh chiét xuat va tinh ché thu cao chiét giau hqp
chat ligan tir ngti vi tr & quy m6 100 g/mé co6 do
n dinh cao.

h B 2 Nang cap, on dinh quy trinh chiét xuat,
tinh ché ¢ quy mé 2 kg/me

Quy trinh chiét xuat duge lidu & quy mo 100
g/mé cho thay céc thong : s6 on dinh. Nhu véy c6 thé
ki vong rang céc thong s6 nay khi ap dung & quy md
16n hon van dem lai hiu qua tuong duong. Tiép tuc
tién hanh nang cip quy trinh chiét xuat, tinh ché lén
quy mo 2 kg/me Quy trinh dugc tlen hanh trén thiét
bi chiét nong dung tich 80 lit. So do quy trinh thuc
hién dugc thé hién nhu Hinh 3. Két qua thuc hién
duoc thé hién & Bang 7.

- 16L dung mdi tin 1+ 10L dung
mdi lin 2

- Thid gian: 1 gidvlin chiétx 2 lin

- Apsit-08 dén-1atm
C6 dich chiét - Nhiét 89: 70°C
- Dén thé tich khoing 3L
- Chiét phin bé 3 lin, 1y 18
Dung mbi Ethylacetate cutiphintd | ],l(vﬂg"‘
(E10Ac) Jing-léng - Thu phin doan EtOAc
l - Apsult-0,8dén-1atm
Cé dich chiét phin |, - NbittdySo°C
- DPéla o @ (Him
doan EtOAc im<0vy
]
Cao dic gidu
lignan (6-7%)
Bao goi Pong goi, bio quin
Kiém aghiém TCCS

Hinh 3. So dd quy trinh chiét xuat, tinh ché thu cao ngi vi
tir giau hop chat lignan quy mé 2 kg/mé

Bing 7. Két qua qué trinh chiét xuét, tinh ché thu cao chiét giau lignan tir ngii vi tir quy mé 2 kg/mé

on A A
i Khéilwgngcao | Himim = Ham lugnglignan trong | Hi¢usuatchiét, | Ton dw dung méi
R An chiét duge (g) (%) cao sau tinh ché (%) ARy c(l:z;lgnan (yea cag pl;]l:;ng e
Mé 1 146,23 15,36 6,29 66,81 Khong phat hién
Mé 2 152,34 16,47 6,25 69,42 Khong phat hién
Mé 3 154,39 16,56 6,19 68,95 Khong phat hién
Trung binh + SD 6,24+0,05 68,93+1,39
RSD 0,87 2,03

Két qua thi nghiém dugc trinh bay ¢ Bang 7 cho
thiy khong ¢ sy chénh Iéch dang ké gitta ham
lugng va higu suat chiét, tinh ché lignan gitra céc
lan tién hanh. O-quy mo6 2 kg/mé, hiéu sudt chiét va
tinh ché lignan trung binh dat 68 ,93%, ham lugng
lignan trung binh trong cao sau tinh ché dat 6,24%.
Qua d6 ¢ thé thay, quy trinh chiét xuét va tinh ché
thu cao chiét giau hop chét ligan tir ngii vi tir & quy
mo 2 kg/me c6 d9 on dinh cao va c6 thé ap dung
vao thyc té san xudt & quy mo pilot.

4. Ban luin

Lignan 1a nhém hoat chat chinh ¢6 trong dwgc

liéu ngl vi t (S. sphenanthera). Trong do,
schisandrin va gomisin B la hai lignan chinh ¢6
trong ngi vi tu thu tai viang nai Ngoc Linh, Viét
Nam [6]. Qua tham khao mét so tai li¢u nghién
ciru cho thdy, schisandrin va gomisin B déu la
nhitng hoat chat da dugc chimg minh tic dung
sinh hoc nhu tac dung bao vé gan cua schisandrin
[8] va tac dung cai thién tri nh¢ trong diéu tr
bénh Alzheimer ctia gomisin B [9]. Vi vay, viéc
lya chon lignan lam tiéu chi chiét xuét cao gidu
hoat chat tir ngii vi tir thu tai viing ni Ngoc Linh
1a phu hop.
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Quy trinh chiét xuat cao ngil vi tir giau hgp
chat lignan dugc xdy dung dya trén ba tiéu chi
danh gia: Ham luqng cao chiét duge, ham
lrgng lignan tong sé trong cao chlet va hi¢u
suat chiét lignan. Quy trinh chiét xuat st dung
dung moi 1a ethanol 80% va tinh ché, lam giau
lignan bing dung mdi ethyl acetat, déu la
nhitng dung moi thugc nhém 3 (theo quy dinh
trong DDVN) -it doc va c6 nguy co thap doi
voi stre khde con ngum T nguyén li¢u 1a
dugc ligu ngi vi tir ¢6 ham luong hgnan tong
tinh trén 3 thanh phdn schisandrin, gomlsm B
va schisandrin A dat 0,59%, cao chiét ngii vi
t thu duoc ¢6 ham Iuorng lignan dat 6,39%,
tirc 1a quy trinh chiét xuat, tinh ché da tang
ham lugng lignan 1én 10,8 lan, voi hiéu suat
chiét llgnan dat 77,3%. Két qua nghlen clru
quy mo phong thi nghiém va ning cap 1én quy
mo 2 kg dugc liéu/mé cho thay quy trinh chiét
Xudt, tinh_ ché cao ngii vi tir glau horp chat
llgnan la 6n dinh, kha thi va c6 thé nang cap
thanh quy mé pilot. Cao chiét ngll vi tr gidu
hop chat hgnan thu dugc cé tiém nang su
dung lam nguyén li¢u dau vao cho vi¢e bao
ché tao san pham hd trg diéu tri cdc bénh vé
gan nhu viém gan, X0 gan..

5. Két luéin

Nghlen cru da xay dung duoc quy trinh chiét
xuit va tinh ché thu cao chiét giau hop chat lignan
tir duge ligu ngii vi tir Ngoc Linh thu hai tai Kon
Tum, Viét Nam ¢ quy md phong thi nghlcm Cac
diéu kién chiét xuit dugc lya chon bao gom: su
dung phuong phép chiét nong & 60°C, dung moi
chiét 1a ethanol 80%, kich thude nguyén ligu 1 - 3
mm, chiét 2 lan véi ty 18 nguyén ligu/dung méi la
1/8 va 1/5 (g/mL), thoi gian chiét 1a 1 gio/1 lan
chiét. Qué trinh tinh ché lam giau hop chét lignan
dugc thuc hién bing phucmg phap chiét phan bd
long - long voi dung moi ethyl acetat voi ty 1€ 1/1
(v/v), chiét 3 lan. O quy mo phong thi nghiém 5 g
dugc liéwmé, cao chiét sau tinh ché thu dugc co
ham lugng llgnan dat 6,39%, hi¢u suat thu hoi
lignan cua ca quy trinh dat 84,47%. O quy m6 2 kg
duge liéwmé, cao chiét sau tinh ché thu dugc co
ham lucmg lignan dat 6,24%, hiéu suit thu hoi
lignan cua ca quy trinh dat 68,93%.

Loi cam on: Nhom tac gia chan thanh cam on Bo
Y té - Vién Duwoc liéu da tai tro kinh phi d@é thyc hién
nghién ciru trong khuon khé dé tai cap Bo Y té, dé tai
“Nghién ciru tao san pham hé trg diéu tri bénh gan
man tinh tir ngii vi tw (Schisandra sphenanthera
Rehder et Wills.) thu hdi tai Viét Nam”.
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Tém tit

Bai thuéc Pao Hong Tir Vat (BHTV) tir Jau dugce sir dung dudi dang thude sac de thac day luu théng mau, tri r01 loan
kinh nguyét, cac bénh tim mach nhu tang huyét 4 ap, dau thit nguc, Tuy nhién, thude séc c6 nhiéu bat lgi nhu thai gian sic lau,
khé sir dung, kho bao quan Vi véy, nghién ciru nay nhim chiét xuat, tiéu chuan héa cao khé tir bai thudc dé tao ngudn
nguyén li¢u san Xuat cac dang bao che hién dai, thuan tién cho ngucn dan tlep cén, sir dung Cao khé PHTV duogc dicéu che
bang phuong phap: say tinh va say tang s6i; chuan héa dua trén céc chi tiéu chat lyong: cam quan, do 4m, dinh tinh, dinh
luong, phan bo kich thude hat, ty so Hausner, chi sb Carr, goc nghi. Phu'ong phap say tang s6i cho nhirng dac tinh vugt trdi
hom so vai sdy tinh nhu rit ngdn thoi gian; cao khé co lwu tinh, dd chay tot, phan bo c& hat dong déu, dat chi tiéu dinh tinh,

dinh luong.
Tir khéa: Pao Hong Ti Vit Thang, Cao khé, Ferulic acid, HPLC, Phiwong phdp tao hat tang séi.
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