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Tóm tắt: Điều kiện chiết xuất và tách axit glycyrrhizic và glabridin từ cam thảo được nghiên cứu. Bằng cách thay đổi các dung môi, quy trình, thời gian và nhiệt độ khác nhau, điều kiện chiết tối ưu đã được ghi nhận như sau: sử dụng hỗn hợp ethanol / nước (30:70, v/v) làm dung môi chiết và thời gian ngâm 60 phút dưới 50°C. Dịch chiết của cam thảo được tách và xác định bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao pha với metanol / nước (70:30, v/v, chứa axit axetic 1%) làm pha động. Trong điều kiện chiết xuất tối ưu, 2,39 mg/g axit glycyrrhizic và 0,92 mg/g glabridin được chiết xuất từ rễ cam thảo Trung Quốc và tỷ lệ thu hồi lần lượt là 89,7% và 72,5%.
Từ khóa: glycyrrhizic acid, glabridin, licorice, extraction, high-performance liquid, chromatography.
1. Giới thiệu
Rễ cam thảo thuộc loài glycyrrhiza, đã được sử dụng làm thuốc trong hơn 4000 năm [1]. Chi glycyrrhiza bao gồm khoảng 30 loài, trong đó sáu loài chứa saponin glycyrrhizic (GA), và chúng được sử dụng rộng rãi ở các nước châu Á [2]. Vị thuốc này được sử dụng làm hương liệu, chất làm ngọt, thảo dược để cải thiện sức khỏe, giải độc và làm lành vết thương [3].
Glycyrrhizic acid (GA) (Hình 1 (A)), thành phần hoạt chất được nghiên cứu nhiều nhất của cam thảo, là chất có vị ngọt. Thành phần này ngọt hơn 50 lần so với đường, làm cho nó được sử dụng rộng rãi như một chất phụ gia làm ngọt trong ngành công nghiệp thực phẩm [4]. Ở nhiều quốc gia, GA được sử dụng như một chất để điều trị viêm gan siêu vi mãn tính và viêm da dị ứng [5]. Nó cũng được biết là có tác dụng chống viêm [6], chống loét [7], chống độc gan [8] và các hoạt động chống vi-rút [9, 10]. Glabridin (Hình 1 (B)) đã được báo cáo với nhiều tác dụng dược lý, như tác dụng gây độc tế bào, kháng khuẩn, hoạt tính estrogen và chống tăng sinh tế bào ung thư vú ở người. Nó cũng làm ảnh hưởng đến sự hình thành melanogen, phản ứng viêm, oxy hóa lipoprotein mật độ thấp và bảo vệ các chức năng của ty thể khỏi các tác nhân oxy hóa [11].
Hình 1 Cấu trúc phân tử của axit glycyrrhizic (A) và glabridin (B).
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Đã có một số báo cáo về việc tách GA và glabridin [2, 9] nhưng các phương pháp chiết xuất đồng thời hai hợp chất này vẫn chưa được chứng thực. Mục đích của nghiên cứu này là thiết lập một quy trình chiết xuất GA và glabridin đơn giản và thuận tiện từ cam thảo bằng cách chiết lỏng-lỏng sau khi phân tích RP-HPLC. Bằng cách thay đổi dung môi chiết, phương pháp, thời gian và nhiệt độ, điều kiện chiết tối ưu đã được thiết lập. 2,39 mg/g GA và 0,92 mg/g glabridin đã được chiết xuất thành công từ 1,0g cam thảo Trung Quốc.
2. Kết quả và thảo luận
2.1. Ảnh hưởng của các dung môi chiết khác nhau
Các dung môi chiết khác nhau được sử dụng trong thí nghiệm chiết xuất GA và glabridin từ cam thảo là nước, metanol, ethanol, acetonitril và chloroform. Mỗi dung môi sử dụng 50 ml để chiết xuất 1,0 g cam thảo trong 240 phút dưới nhiệt độ phòng tương ứng. Bảng 1 cho thấy cả hai hợp chất có thể được chiết bằng dung môi phân cực và GA cho thấy nước có hiệu xuất chiết cao nhất. Glabridin dễ dàng được chiết xuất bằng metanol và ethanol và kết quả cho thấy ở dung môi ethanol cho hiệu xuất chiết cao nhất. Vì vậy, nước và ethanol đã thu được làm dung môi chiết cho thí nghiệm sau:
Bảng 1. Lượng GA và glabridin được chiết xuất với các dung môi khác nhau. [image: ]
Để xác định ảnh hưởng giữa tỷ lệ ethanol/nước, 50 ml thanol/nước ở các tỷ lệ (90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90, v/v) được chiết với 1.0 g cam thảo cho 240 phút tương ứng. Bảng 2 cho thấy ethanol/nước (30:70, v/v) là tỷ lệ dung môi chiết tối ưu.
Bảng 2. Lượng GA và glabridin được chiết xuất với các thành phần khác nhau của ethanol / nước.
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2.2. Hiệu quả của phương pháp chiết khác nhau
Các phương pháp chiết xuất khác nhau như chiết xuất nhúng và chiết xuất siêu âm đã được nghiên cứu bằng 1,0 bột cam thảo chiết xuất với 50 ml ethanol/nước (30:70, v/v). Trong chiết xuất nhúng, bột cam thảo được trộn và khuấy với dung môi ở các thời điểm khác nhau. Trong Hình 2, lượng GA và glabridin được chiết xuất tăng lên khi thời gian ngâm được tăng từ 10 phút lên 90 phút, kết quả không tăng rõ rệt sau thời gian chiết xuất kéo dài thêm. Các mẫu tương đương sau đó được chuẩn bị bằng phương pháp siêu âm mà không cần thời gian nhúng. Hình 3 cho thấy lượng GA và glabridin tăng lên khi tăng thời gian siêu âm. Tuy nhiên, so sánh kết quả của hai phương pháp, người ta thấy rằng lượng chiết xuất qua phương pháp siêu âm thấp hơn, trong khi cần nhiều năng lượng hơn trong các thí nghiệm. Do đó, người ta đã xác định rằng phương pháp siêu âm không phù hợp với phương pháp này.

Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian ngâm khác nhau đối với lượng cam thảo chiết xuất.
[image: ]
Hình 3. Ảnh hưởng của thời gian siêu âm khác nhau đến lượng chiết xuất của cam thảo.
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2.3. Nhiệt độ chiết tối ưu
Nhiệt độ nhúng khác nhau dao động từ 25°C đến 60°C đã được đánh giá, thời gian ngâm là 60 phút và kết quả được thể hiện trong Hình 4. Lượng GA và glabridin chiết xuất tăng nhanh khi nhiệt độ tăng từ 20°C đến 50°C và gần như không đổi khi nhiệt độ cao hơn 50°C. So sánh kết quả với phương pháp nhúng, lượng GA và glabridin được chiết xuất từ cam thảo bằng cách ngâm 90 phút dưới nhiệt độ phòng gần như tương đương với 60 phút ngâm khoảng 50°C. Kết quả cho thấy thời gian ngâm ngắn hơn với nhiệt độ cao 50°C là nhiệt độ tối ưu hóa.
Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ chiết khác nhau đến lượng chiết xuất của cam thảo.
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2.4. Xác nhận phương thức
Các giá trị diện tích pic của chất phân tích được vẽ dựa trên nồng độ tương ứng của các chất phân tích và các đường cong hiệu chuẩn được xây dựng bằng phương pháp bình phương nhỏ nhất. Nồng độ 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 và 1,0 mg / mL đối với các dung dịch chuẩn GA và glabridin đã được sử dụng và mỗi nồng độ được tiêm 3 lần. Đường cong hiệu chuẩn của hai hợp chất cho thấy độ tuyến tính tốt và phương trình hồi quy của GA và glabridin lần lượt là Y = 6623,7x + 18,794 và Y = 7593,6x + 89,523 với r^2> 0,9996. Độ lặp lại trong ngày và giữa ngày của phương pháp được đánh giá là độ lệch chuẩn tương đối (RSDs) được thực hiện bằng cách tiêm 0,5mg / mL GA và glabridin trong bộ 5 trong thời gian 5 ngày.
Sự phục hồi trung bình của GA và glabridin từ cam thảo được đánh giá bằng cách tăng ba mức GA khác nhau (0,5, 0,6, 0,8 mg/mL) và glabridin (0,05, 0,06, 0,07 mg/mL) để lấy mẫu ở ba lần. Nồng độ đo được so sánh với nồng độ lý thuyết để tính tốc độ thu hồi. Việc thu hồi, RSD và giới hạn phát hiện (LOD) vẫn được duy trì trong Bảng 3. So sánh với phân tích mẫu thực, đã xác minh rằng các giá trị được ghi chú ở trên có độ chính xác và độ chính xác chấp nhận được.
Bảng 3. RSD, Tốc độ phục hồi và LOD của hai hợp chất từ cam thảo.
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Compounds RSD (%) Recovery rate LOD
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