KHOA HOC CONG NGHE

NGHIEN CUU TRICH LY SIEU AM SAPONIN
TRITERPENOIT TONG VA POLYSACCHARIDE TU CAY
GIAO CO LAM (Gynostemma pentaphylium)

TOM TAT

Nguyén Tan Thanh!

Nghién cttu nay c6 muc dich téi wu cac diéu kién trich ly saponin triterpenoit téng va polysaccharide tir cay
Gido c6 lam (Gynostemma pentaphyllum) véi su ho tro ctia song siéu am bang phuong phap dap tng bé
mat (RSM). Bé tri thi nghiém theo thiét ké Box — Benhken, da xay dung duwoc moé hinh t6i uu quy trinh tach
chiét saponin triterpenoit téng (Y,) va polysaccharide (Y,) voi ba yéu t6 1a cong sudt siéu am (X)), thoi gian
trich ly (X)) va ty lé nudc/nguyén lieu (X;). Theo mo hinh, diéu kién t6i wu héa qua trinh trich ly dé thu
dugc ham lwong saponin triterpenoit téng va polysaccharide cao nhat 1a cong suat sieu am 350W, thoi gian
trich ly 27 phit va ty 1é nuoc/nguyén liéu 27 mL/g. Véi cac thong s nay, dich chiét thu dugc c6 ham lugng
saponin triterpenoit tong 1a 2,22 + 0,01mg/g va ham luong polysaccharide 1a 5,71 + 0,02%.

Tt khoa: Bé mat ddp ung, Gynostemma pentaphyllum, polysaccharide, trich ly, saponin triterpenoit.

1. AT VAN BE

Cay Gido c6 lam (Gynostemma pentaphyllum) 1a
mot loai thao duwoc diay leo thudoc ho bi
Cucurbitaceae, Chi Gynostemma phan bo nhiéu &
khu vuc chau A nhu Nhat Ban, Malaysia, Trung
Qudc, New Guinea va Viet Nam. O Viet Nam cay
Gido ¢ lam gom c6 2 loai 1a loai 5 14 (con goi 1a ngii
diép sam) va loai 7 14 (that diép dam) (Pham Hoang
B0, 2009). Cac nghién ctru cho thay cay Gido c6 lam
c6 kha nang chéng oxi hoa, kéo dai tudi tho, gidm
cholesterol, tiéu viém, gidi doc, duong tam an than...
(Lin, 2000; La Cour, 1995). Cac nha khoa hoc trén
thé gioi ciing da ching minh Gido ¢6 lam c¢6 tac dung
kim ham su tich tu tiéu cau, lam tan cic cuc mau
dong, chong huyét khoéi, tang cuong luu thong mau
lén ndo, giam ching cao huyét ap, c6 tac dung chong
viém, kim ham su phat trién ctia khéi u (Lin va cong
si, 1993; Liu va cong su, 2014). Cac nghién ciu vé
thanh phan hoa hoc ctia Gido c6 lam cho thay trong
chi nay chtta nhiéu nhom chét cé hoat tinh sinh hoc
nhu flavonoit, saponin, polysaccharide, polyphenol,
nhoém chat sterol...(Marino, 1989; Wang, 2007). Cac
nghién ctu ciing chi ra rang ham luong saponin ctia
Gido ¢4 lam nhiéu g4p 3-4 1an so v6i nhan sam (Fang,
1989).
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Saponin 1a mo6t nhém glycoside 16n, gap rong rai
trong céac loai thuc vat. Hoat chat saponin c6 tac
dung long dom, chita ho (saponin trong cay vién chi,
cam thao, thién mon...), tang cudng sinh luc
(saponin trong nhan sam, dinh ling, ngt gia bi...),
chéng viém (saponin trong cam thdo, nguu tat...),
khang khu4n, khang ndm (saponin trong 14 ca chua,
mam khoai tay)... Do cé nhiéu tac dung cho co thé
con nguoi nén trong nghién ctru nay da tap trung
nghién ctru qua trinh trich ly dé thu duoc ham luong
saponin cao nhat tir cay Gido c6 lam.

Hién nay, cong nghé trich ly siéu am dang dugc
ung dung nhiéu trong cong nghiép trich ly cac hoat
chat trong duoc lieu. Cong nghé trich ly st dung
so6ng siéu am lam tang dang ké ty lé thu hoi cac hop
chat c6 hoat tinh sinh hoc so véi phuong phép trich
ly truyén thong. Thoi gian trich ly bang cong nghé
nay ciing giam tir 20 dén 30 14n so voi cong nghé
trich ly truyén thong, nho do tiét kiém nang luong,
thoi gian va giam gia thanh khi st dung cong nghé
trich ly siéu am.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat lieu

Cay Gido c6 lam (Gynostemma pentaphyllum)
duoc trong tai ving dém Vuon Quoc gia Pu Mat, tinh
Nghé An. Mau duoc sdy kho va nghién nhé va sang
qua ludi sang kich thudc 2 mm dé thu duoc mau co
kich thuéc déng nhat, mau duoc hut chan khong va
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bao quan & -20°C truoc khi tién hanh cac buoc tiép
theo.

2.2. Phuong phap trich ly siéu 4am

Moi thi nghiém can 10 g mau cho vao binh tam
giac thé tich 500 ml, thém nuoc véi ty 1é cho trude
theo phuong phap bé tri thi nghiém t6i wu. Cho binh
vao thiét bi sieu am CYF-TES600N-4S (Dai Loan),
diéu chinh cong sudt song siéu am theo cac diéu
kieén thi nghiém. Tién hanh trich ly theo thoi gian
cho trudc. Sau khi két thic qua trinh trich ly, dich
duoc loc qua gidy loc va dua di phan tich.

2.3. Phuong phép b6 tri thi nghiém va t8i vu héa
diéu kién trich ly

Lua chon phuong phap bé miat dap ung
(Response Surface Methodology) dé t6i wu hoa diéu
kien trich Iy ham lwong saponin triterpenoit téng va
polyshaccharide tir cay Gido c¢6 lam co hé tro bang
ky thuat siéu am. Ba thong s6 quan trong cta qua
trinh trich ly dwoc nghién cttu bao gom: cong suit
situ am (X;), thoi gian trich ly Xy va ty lé
nuoc/nguyeén lieu (X;). Cac thi nghiém duoc bo tri
theo phuong phap Box — Behnken gom 17 thi
nghiém, véi 12 thi nghiém & hai mc (trén va duoi)
va 5 thi nghiém & tam. Méi thi nghiém duoc tién
hanh 3 lan va ldy két qua trung binh. M6 hinh toan
hoc moé ta anh hudng ctia cac bién doc lap doi voi
bién phu thuoc c6 dang ham da thic bac hai va cé
dang téng quat nhu sau:

Y =f,+ Z B X, + i B. X2+ Z Z B XX
i=1 i=1 i<j

Trong d6: Y - Bién phu thuoc (ham muc tiéu);
X, - Bién ma hoa (bién doc 1ap) anh huong dén Y;
Bo, B, B - cac heé s6 hoi quy.

2.4. Phuong phap phan tich

2.4.1. Xdc dinh ham lrong saponin triterpenoit
tong

Ham luong saponin triterpenoit téng duoc xac
dinh theo Dong va cong su (2001). Mau sau khi trich
ly duoc loc va pha loang 10 lan, hut 0,2 mL mau da
pha loang vao 6ng nghiém, thém lan luot 1a 0,2 mL
vanilin - acetate (10%), 1,2 mL HCIO,, dun cach thiy
va i & 70°C trong 15 phut. Sau 15 phut, cic 6ng
nghiém duoc ldy ra lam mat trong 2 phut, ethyl
acetate duoc bg sung sao cho tdng thé tich da 5 mL.

Téng ham luong saponin triterpenoit dugc phan tich
dua trén phuong phap do do hap thu quang phd &
budc séng 548 nm véi chat chuén 1a escin. (May do
quang phé Agilent 8453).

2.4.2. Xéc dinh hiéu suat thu hoi polysaccharides

Hiéu suat thu hoi polysaccharide duoc xac dinh
theo Zhong va cong su (2010). Mau duoc nghién nhé
va chiét trong voi nuoc tai 100°C, dich chiét duoc loc
qua vai loc va duoc ly tam tai 4200 vong/phut trong
20 phut dé thu nhan dich trong, phan ba tiép tuc
duoc chiét them 2-3 1an va xtt Iy nhu trén dé thu duoc
dich chiét nuéc nong. Dich chiét duoc co6 quay dén
1% thé tich ban dau bing thiét bi c6 quay chan khong
tai 55°C dudi ap suat chan khong. Cao chiét duoc bé
sung 4 lan ethanol 80% va & qua déem & 4°C. Sau d6
dich duoc ly tam tai 4200 vong/phut trong 20 phut.
Can duoc rtra lai 6 1an véi con tuyet déi va thu duoc
két tda dang dich chiét. Két ttia duoc sdy & 50°C dén
khéi lugng khong déi va duoc xac dinh khéi luong.
Ham luwong polysaccharide duoc tinh theo cong thirc:

khoi lwong chat chiét say kho (g)

Hem fogrg polysacchaide (1) = khoi lrong bot gido c6 lam ban dau (g)

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Thiét lap mé hinh

Céc nghién ctru ban dau da khao sat anh hudng
ctia 3 yéu to cong suat siéu am, thoi gian va ty le
nudc/nguyén lieu dén qua trinh trich ly saponin
triterpenoit téng va polyshaccharide tir cay Gido c6
lam. Vi vay trong nghién cttu nay, mién don yéu to
t6i vu dé tién hanh t6i wu hoa cac diéu kién trich ly
duoc chon 1a cong sudt siéu am 200 - 400W, thoi gian
20 - 30 phuat va ty 1é nudc/nguyeén liéu la 20/1- 40/1
mL/g.

Bang 1. M4 hoa ctia cac bién doc lap
Ki | Cac miic ma hoa
hiéu| -1 0 +1

Cac bién doc lap

Cong suat sieu am (W) | X; | 200 | 300 | 400
Thoi gian trich ly
(phif) X, 20 25 30
Ty 1é nuéc/nguyén

X; | 20/1 | 30/1 [40/1

lieu (mL/g)

Stt dung phan mém Design-Expert®, phién ban
7.0 d@é danh gia anh hudng cta cac thong s6 qua
trinh trich ly saponin triterpenoit téng va
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polyshaccharide c6 sy hd tro clia song siéu am trong

cay Giao c6 lam.

Bang 2. Két qua thi nghiém

TN | Cong suat Thoi gian Ty 1é nuéc/ Ham luong Saponin Ham luong

siéu am trich ly nguyeén liéu triterpenoit téng Polysaccharide

X, (O X, (phut) X; (mL/g) Y, (mg/g) Y, (%)
1 - - 0 1,79 3,85
2 + - 0 1,87 5,29
3 - + 0 1,86 4,22
4 + + 0 2,17 5,43
5 - 0 - 1,84 4,17
6 + 0 - 2,15 5,67
7 - 0 + 2,05 5,21
8 + 0 + 2,14 5,42
9 0 - - 1,81 5,28
10 0 + - 2,12 5,77
11 0 - + 2,01 5,32
12 0 + + 2,13 5,39
13 0 0 0 2,29 5,48
14 0 0 0 2,24 5,52
15 0 0 0 2,25 5,49
16 0 0 0 2,26 5,51
17 0 0 0 2,28 5,55

3.2. Phan tich su c6 nghia va si trong quan cta
mo hinh

Ham luong saponin triterpenoit tong dat gia tri
cao nhat 2,29 mg/g & diéu kién cong suit siéu am
300W, thoi gian 25 phat va ty 1é nuéc/nguyeén liéu 1a
30 mL/g. Ham luong polysaccharide thu duogc dat gia
tri cao nhat 5,77% tai diéu kién trich ly cong sudt sieu

am 300W, thoi gian 30 phut va ty lé nudc/nguyén
lieu 1a 20 mL/g. Tir cac phan tich héi quy tuyén tinh
cua 17 thi nghiém da xay dung duwoc phuong trinh
hoi quy bac hai ctia qua trinh trich ly ham lwong
saponin triterpenoit tdng va polyshaccharide c6 hé
tro ctia siéu am tir cay Gido c¢d lam la:

Y, = 2,26 + 0,099, + 0,10X, + 0,051X; + 0,057X,X, — 0,055X,X; - 0,047X,X; — 0,16X,* - 0,18X,? - 0,062X5* (1)
Y, = 5,51+ 0,67X; + 0,13X, - 0,069X; — 0,058X,X, - 0,073X,X; - 0,10X,X; — 0,69X,* - 0,12X,%+ 0,05X,*>  (2)

Bang 3. Két qua phan tich héi quy ham luong
saponin triterpenoit téng va polyshaccharide

i i

. o un polyshaccharide
Nguén triterpenoit tong Y,
Y,

G‘;m Giétrip | GidtriF | Gidtrip
Mo hinh | 177,81 | <0,0001° | 790,77 | <0,0001°
X, 248,79 | <0,0001° | 4278,88 | <0,0001°
X, 255,13 | <0,0001% | 170,52 | <0,0001°
X, 67,01 | <0,0001° | 45,05 0,0003°
XX, 42,18 | 0,0003% 15,76 0,0054°
XX, 38,59 | 0,0004° 25,05 0,0016°
XX, 28,78 | 0,0010° 52,54 0,0002°
X/ 330,98 | <0,0001° | 2405,84 | <0,0001%

X, 457,08 | <0,0001° | 72,24 | <0,0001°
X, 51,62 | 0,0002° 12,54 | <0,0095%
Khong
tuong 0,37 | 0,7810™ 1,28 0,3955™
thich
R? 0,9956 0,9990

Ghi chu: S (significant) — co nghia (p < 0,05); NS
(non-significant) — khong co nghia (p > 0,05).

Két qua phan tich ANOVA ctia mo hinh bac hai
ctia 'Y, va'Y, da dugc danh gia bang cac gia tri F, p va
R? twong tmg (Bang 3). Giatri F, p ca Y, 1a 177,81 va
0,0001; Y, 1a 790,77 va 0,0001 ca hai gia tri déu thoa
man diéu kién p < 0,05; cho thdy ca hai mo6 hinh hoan
toan c6 y nghia thong ké voi do tin cay déu la 99,99%
(p < 0,0001). He s6 twong quan boi (R?) ctia mo6 hinh
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Y, 14 0,9956 va Y, 1a 0,9990 cho thdy mo6 hinh Y; mo
ta dén 99,56%, mo hinh Y, mo ta dén 99,90% su thay
déi ctia cac ham muc tiéu phu thudc vao cac bién anh
huéng. Chuin F ctia mé hinh Y, 1a 0,37 (p = 0,7810)
vaY,la 1,28 (p = 0,395 chi ra “su khong tuong
thich” cia hai mé hinh 1a v nghia. Diéu nay tot cho
qua trinh thiét 1ap mé6 hinh moé phong thuc nghiem

3.3. Anh huéng ctia cic yéu t6 dén qua trinh
trich ly

TSTC
rsre

A: Cong suat siey am

B: Thoigian ""’f:,v.f")"'

b)
a)

CTylenochguyaniey 5% S i

Dua vao moé hinh da thitc bac 2 thuc nghiém, di
lieu thuc nghiém duoc phan tich bang phuong phap
bé mat dap tng st dung phan mém Design-Expert
7.0. Cac truc X va Y ctia bé mat dap tng ba chiéu dai
dién cho hai yéu t6, truc Z la mot trong hai chi s6
danh gia 1a ham luong saponin triterpenoit téng va
polyshaccharide. Ba bé mat dap tmg duwoc xay dung
nhu mo ta trong hinh 1 va 2.

TsTC

C:Tyleocnguyentey =~

B: Thoi g

A: Cong suat sieu am

)

Hinh 1. Bé mit d4p tmg ciia ham leong saponin triterpenoit tdng ctia qua trinh trich ly dich chiét tir cay Gido
¢6 lam

Anh huéng cta cac yéu t6 dén qua trinh trich ly
ham lugng saponin triterpenoit tong tir cay Gido cé
lam duoc thé hién & hinh 1 va bang 3. Hinh 1a va
bang 3 cho thdy anh hudéng twong tac ctia cong suat
siéu am va thoi gian dén qua trinh trich ly ham luong
saponin triterpenoit tdng khi ty 1&é nuéc/nguyén lieu
dugc git tai tam (30 mL/g). Su tuong tac clia hai yéu
t6 nay c6 nghia dén ham luong saponin triterpenoit
téng thu duoc (P < 0,05). Nhin vao bé mit dap tmg
thi nhan thay tuong tac cia yéu t6 cong sudt siéu am
va thoi gian 1a twong dwong nhu nhau dén qua trinh
trich ly. Ham luong saponin triterpenoit tong tang
dan khi cong suét siéu am tiang tir 200W dén 330W,
khi cong suit siéu am tiép tuc ting thi ham luong
saponin triterpenoit téng gidm xuéng, ham luong cac
chét trich ly tang lén nho sy hé tro clia song siéu am
ciing tuin theo quy luat nhu trong nghién ctu cta Ji
va cong su (2006). Ham luong saponin triterpenoit
téng cao nhat khi cong suit siéu 4m nam trong
khoang tir 270W dén 370W. Tuwong tx nhu vay, voi
yéu to thoi gian thi khi thoi gian ting tir 20 dén 26
phut thi ham lugng saponin triterpenoit téng tang,
tuy nhién khi thoi gian tang tir 26 dén 30 phut thi
ham luong saponin triterpenoit téng c6 xu huéng
giam, ham luong saponin triterpenoit téng cao nhat
khi thoi gian siéu am & khoang 24 - 28 phuit.

Tuong tw hinh 1b va 1c cho thdy anh hudng
clla cac cdp yéu to cong suat siéu am voi ty lé
nudc/nguyén liéu va thoi gian véi voi ty 1€ nudc trén
nguyén liéu. O tuong tac gitta cong suat siéu am voi
ty 1é nudc/nguyen lieu (Hinh 1b) thi yéu t6 cong suat
siéu am anh hudng 16n hon yéu to ty 1é nuéc trén
nguyén liéu. Véi yéu to ty 1é nuéc/nguyén liéu thi
ham luong saponin triterpenoit téng ting khi ty le
nuéc/nguyén litu ting, ham lugng saponin
triterpenoit téng cao nhat khi ty 1é nudc/nguyén lieu
nam trong khoang 32 - 40 mL/g. Yéu t6 cong sudt
siéu am ciing giong nhu phan tich & hinh 1a. Theo
bang 3, tuong tac gitra 2 yéu to thoi gian voi véi ty 1é
nudc/nguyén lieu co6 anh hudng dén qua trinh trich
ly ham luong saponin triterpenoit téng, tuy nhién anh
hudng ctia cdp twong tac nay 1a it nhat do gia tri p cao
nhat (p = 0,00]) so véi hai cap twong tac kia.

Anh huéng ctia cac yéu t6 dén qua trinh trich ly
ham luong polysaccharide tir cay Gido c¢6 lam dwoc
thé hién & hinh 2 va bang 3.

Hinh 2a va bang 3 cho thdy anh huéng twong tac
clia cong suat situ am va thoi gian dén qua trinh
trich ly ham Iuwong polysaccharide khi ty Ié
nuéc/nguyeén lieu duoc gitr tai tam (30 mL/g). Su
tuong tac ctia hai yéu t6 nay c6 nghia dén ham luong
polysaccharide thu duoc (P < 0,05). Tuong tac ctua
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yéu to cong sudt siéu am 1on hon kha nhiéu so voéi
yéu t6 thoi gian. Ham luong polysaccharide ting dan
khi cong suit siéu am tang tir 200W dén 360W, khi
cong sudt siéu am tiép tuc ting thi ham lwong
polysaccharide giam nhe, ham luong polysaccharide
cao nhat khi cong suat siéu am nam trong khoang tir
330W dén 380W. Khi thoi gian siéu am tiang thi ham
lwong polysaccharide tang, tuy nhién anh huéng ctia
yéu t6 nay 1a kha it, két qua nay ciing twong tu nhuw

Palysaccharida
Polysaccharide

B: Thoi gian

A: Cong suat siey am

3

C:Tyle nuocnguyentiey =%

nghién ciru cia Liu va cong sy (2014). Hinh 2b va
bang 3 thé hién anh huéng tuong tac ctia cong suat
siéu am va ty 1é nuéc/nguyén liéu khi thoi gian siéu
am gitr & muc tm (25 phut). Ty 1é nuéc/nguyén liéu
anh hudéng it dén sy thay déi cia ham luong
polysaccharide, ham luong polysaccharide gidm dan
(giam rat it) khi ty 1é nuoc/nguyen lieu ting tir 20
mL/g dén 40 mL/g.

C: Tyle nuoc/nguyenlieu  =*

B: The
A: Cong suat siew am 0i gian

b) | )

Hinh 2. Bé mit &4p ¢ng ciia ham leong polysaccharide clia qua trinh trich ly dich chiét tir cay Gido c6 lam

3.4. T6i tu hoa qua trinh trich ly

Qua trinh trich ly ham luwong saponin triterpenoit
téng va polysaccharide tir cay Gido ¢4 lam tién hanh
nhim thu duoc gia tri cda cac ham luong nay 1a cao
nhat. Két qua phan tich t6i vu héa trén phan mém
Design-Expert® 7.0 cho thdy véi cong sudt siéu am
346,74W, thoi gian siéu am 27,08 phat va ty le
nuoc/nguyén liéu 26,65mL/g thi ham lwong saponin
triterpenoit tong thu duoc du doan 1a 2,2878 mg/g va
ham luong polysaccharide thu duoc dy doan 5,7501%.

Dé phu1 hop céac thong s6 cong nghé cta thiét bi,
tién hanh thuc nghiém lai moé hinh t6i wu tai cac
thong s6: cong sudt siéu am 350W, thoi gian siéu am
27 phut va ty 1é nuéc/nguyen liéu 27 mL/g, két qua
thu duoc nhu sau: Ham luong saponin triterpenoit
tbng 1a 2,22 + 0,01 mg/g va ham luong
polysaccharide 5,71 + 0,02%. Két qua thuc nghiém lai
cho thdy quy trinh trich ly phu hop voéi gia tri t6i vu
ctia mo6 hinh.

Bang 4. Két qua trich ly ham liong saponin triterpenoit téng va polysaccharide tir cay Gido cé lam theo diéu

kién t8i uu
biéu kién toi uu Cac ham muc tie Gia tri thuc nghi?m* tai cac
X, X, X, i thong so toi vu
350 27 27 (Ham luong saponin triterpenoit téng) Y, 2,22+0,01 mg/g
w phut mL/g (Ham luong polysaccharide) Y, 5,71 + 0,02%

* Gid tri trung binh cia ba Iin thuc nghiém (n = 3)
4. KET LUAN

ba xé4c dinh duoc cac diéu kién toi wu dé trich ly
saponin triterpenoit téng va polysaccharide tir cay
Gido ¢4 lam tréng & ving dém Vuon Quéc gia Pu Mat,
Nghé An 13 cong suat siéu am 350W, thoi gian siéu am
27 phut va ty lé nuéc/nguyén lieu 27 mL/g thi thu
duoc dich trich ly ¢c6 ham luong saponin triterpenoit
téng dat gia tri 2,22 + 0,01 mg/g va ham luong
polysaccharide dat 5,71 + 0,02%. Cac thong so toi uu
cta qua trinh trich ly da duoc st dung dé san xuat san
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phdm cao duoc lieu Gido ¢6 lam co6 chita cac hoat chat

saponin triterpenoit va polysaccharide tai Cong ty C6

phan Duoc liéu Pu Mat, Nghé An.
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STUDY OF ULTRASONIC EXTRACTION THE TOTAL SAPONIN TRITERPENOID AND
POLYSACCHARIDE FROM Gynostemma pentaphyllum

Nguyen Tan Thanh!

1School of Chemistry, Biology and Environment, Vinh University

Summary

This study has a purpose optimal extraction conditions of total saponin triterpenoit and polysaccharide from
Gynostemma pentaphyllum with ultrasonic - assisted using response surface methdology (RSM).
Experimental layout according to Box - Benhken design, An optimal model has been formulated to extract
total saponin triterpenoit content (TSTC) Y, and polysaccharide content (PC) Y, with three factors:
ultrasonic power (X,), time extraction (X,) and ratio of water raw material (X;). Folow this model, the
optimal parameter for extraction process to obtain the highest content of total saponin triterpenoit and
polysaccharide is ultrasonic power of 350W, time of 27 mins and ratio of water raw material of 27 mL/g.
The experimental values of TSTC and PC were 2.22 + 0.01 mg/g and 5.71 £ 0.02%.
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