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1. Mở đầu

C. pictus là cây thuộc họ Costaceae có nguồn gốc từ Nam 
Mỹ, sau đó phát triển mạnh tại châu Á (Ấn Độ, Trung Quốc, 
Malaysia…) như loài cây cảnh. C. pictus đã được sử dụng trong 
nhiều bài thuốc cổ truyền của Ấn Độ và một số nước Đông Nam 
Á để điều trị đái tháo đường, viêm phổi, thấp khớp, tiêu chảy, đau 
đầu, nôn mửa [1]. Cây C. pictus có chứa nhiều hợp chất có hoạt 
tính sinh học như flavonoid, polyphenol, saponins, terpenoid, 
tannin, tinh dầu và các nguyên tố vi lượng (K, Ca, Cr, Mn, Cu 
và Zn) [2-4]. C. pictus có nhiều tác dụng y học như kháng nấm, 
kháng vi khuẩn, virus [5, 6], kháng ôxy hóa [7], chống viêm [8], 
làm thuốc chống ung thư [9], trị bệnh tiểu đường [10, 11]. 

Saponin là một nhóm hợp chất đa dạng được đặc trưng bởi 
cấu trúc của chúng có chứa aglycone steroid hoặc triterpenoid 
và được gắn với một hoặc nhiều chuỗi đường [12], đặc trưng 
bởi tính chất hoạt động bề mặt vì có thể hòa tan trong nước 
tạo thành dung dịch tạo bọt. Saponin thường được nhóm thành 
hai loại chính: saponin steroid tồn tại chủ yếu trong cây một 
lá mầm và saponin triterpenoid có trong cây hai lá mầm [13]. 
Theo một số nghiên cứu cho thấy, chi Costus sp. được coi là một 
nguồn nguyên liệu mới có tiềm năng khai thác saponin, đặc biệt 
là saponin steroid [4, 10].

Trong quá trình ly trích hàm lượng saponin steroid bị ảnh 
hưởng bởi nhiều yếu tố khác nhau như nồng độ dung môi, tỷ 
lệ nguyên liệu/dung môi, thời gian chiết cũng như sự tương tác 
giữa các yếu tố với nhau. Mặc dù, đã có nhiều nghiên cứu về 
thành phần hoạt chất và tác dụng sinh học của cây C. pictus 
nhưng vẫn chưa có nhiều bài báo nghiên cứu và điều kiện chiết 

saponin steroid cũng như tối ưu quy trình chiết saponin steroid 
trên loài cây này. Do đó, mục tiêu của nghiên cứu này nhằm tối 
ưu hóa điều kiện chiết xuất saponin steroid bằng phương pháp 
RSM và khảo sát một số hoạt tính sinh học của cao chiết lá C. 
pictus. Nghiên cứu này góp phần cơ sở khoa học cho các nghiên 
cứu chiết xuất saponin steroid và khảo sát một số hoạt tính của 
cao chiết giàu saponin từ lá cây C. pictus và định hướng khai 
thác nguồn dược liệu một cách hiệu quả.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Lá trưởng thành 1 năm tuổi của cây C. pictus được thu hái, 
rửa sạch dưới nước máy, thái nhỏ, phơi khô trong bóng râm 7 
ngày. Lá khô được xay nhuyễn bằng máy xay dược liệu YB-600 
(Trung Quốc). Sau đó, bột được lọc qua rây lọc có kích thước lỗ 
1 mm để đạt được kích thước đồng nhất. 

Hóa chất thí nghiệm: Ethanol (≥99,8%, tỷ trọng: 0,79 
g/cm3 (20ºC), Merck); Diosgenin (Sigma-Aldrich, 95%); 
p-Anisaldehyde (>99%, Merck); ethyl acetate (99,9%, Merck), 
H2SO4 (98%, Merck).

Các chủng vi khuẩn Bacillus subtilis, Vibrio sp., E. coli và 
Salmonella sp. được cung cấp bởi Phòng Thí nghiệm Vi sinh của 
Chi nhánh Viện Ứng dụng Công nghệ tại TP Hồ Chí Minh.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Cân 500 g bột lá ngâm trong 5.000 ml n-hexan, lắc và để qua 
đêm để loại béo, sau đó loại n-hexan, bột lá được thu lại và sấy 
khô để làm nguyên liệu trong các thí nghiệm khảo sát đơn yếu tố. 

Tối ưu hóa điều kiện tách chiết saponin steroid từ lá cây Costus pictus bằng phương pháp 
đáp ứng bề mặt và khảo sát kháng khuẩn của cao chiết thu được trong điều kiện tối ưu hóa
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khuẩn của cao chiết lá C. pictus thu được. Ảnh hưởng của các yếu tố đơn lẻ chính là nồng độ ethanol, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 
và thời gian chiết được khảo sát bằng phương pháp đáp ứng bề mặt (RSM) để đưa ra điều kiện chiết tối ưu. Kết quả nghiên cứu 
cho thấy, các điều kiện tối ưu để chiết tách saponin steroid như sau: nồng độ dung môi ethanol 79%, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 
1/31 g/ml và thời gian chiết (60 giờ) cho kết quả đạt 7,62% saponin steroid. Cao chiết lá C. pictus sau khi tối ưu hóa điều kiện chiết 
xuất cho thấy có hiệu quả ức chế cả 4 dòng vi khuẩn Bacillus subtilis, Vibrio sp., E. coli và Salmonella sp. được khảo sát. Trong 
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2.2.1. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung môi đến hàm 
lượng saponin steroid thu được: Cân 10 g bột lá đã loại béo và 
ngâm với ethanol có nồng độ 50, 60, 70, 80 và 90% với tỷ lệ 1/10 
g/ml trên máy lắc với tốc độ 90 vòng/phút. Sau 24 giờ ngâm chiết, 
dịch chiết được lọc qua bông thấm và giấy lọc whatman 01 nhằm 
loại cặn và thu dịch lọc. Hàm lượng saponin steroid (%) đươc xác 
định bằng phương pháp đo độ hấp thụ quang phổ ở bước sóng 430 
nm, tương tự với phương pháp dựng đường chuẩn diosgenin.

2.2.2. Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ nguyên liệu với dung môi 
đến hàm lượng saponin steroid thu được: Cân 10 g bột lá đã loại 
béo và tiến hành ngâm trong ethanol với nồng độ được xác định 
trong thí nghiệm khảo sát nồng độ dung môi với các tỷ lệ 1:10, 
1:20, 1:30, 1:40, 1:50 và 1:60 g/ml trong thời gian 24 giờ (có lắc 

với tốc độ 90 vòng/phút). Sau đó dịch chiết được lọc và tiến hành 
đo hàm lượng saponin steroid tương tự như thí nghiệm khảo sát 
dung môi.

2.2.3. Khảo sát ảnh hưởng yếu tố thời gian ngâm chiết đến 
hàm lượng saponin steroid thu được: Cân 10 g bột lá cho tiến 
hành ngâm trong ethanol với nồng độ và tỷ lệ nguyên liệu/dung 
môi được xác định từ hai thí nghiệm trên, ngâm trong thời gian 24, 
48, 72 và 96 giờ. Hỗn hợp dung dịch được lọc và đo hàm lượng 
saponin steroid có trong mẫu tương tự như các thí nghiệm trên.

2.2.4. Thí nghiệm tối ưu hóa điều kiện chiết: Dựa trên kết quả 
của các thí nghiệm đơn yếu tố, phương pháp RSM được sử dụng 
để tối ưu hóa các điều kiện chiết saponin steroid từ bột lá C. pictus 
với 3 thông số quan trọng được lựa chọn là nồng độ dung môi (70-
90%), tỷ lệ nguyên liệu với dung môi (1:20-1:40 g/ml) và thời gian 
ngâm chiết (24-72 giờ). Thí nghiệm được bố trí theo phương pháp 
CCD (Central composite design) gồm 20 thí nghiệm và ma trận thí 
nghiệm được xây dựng bằng phần mềm Minitab 18.0. Mỗi yếu tố 
có 3 mức độ thay đổi theo bảng 1.
Bảng 1. Bảng mã hóa các biến độc lập.

Yếu tố khảo sát Ký hiệu
Các mức mã hóa

-1 0 1

Nồng độ EtOH (%) X1 70 80 90

Tỷ lệ nguyên liệu/dung môi (g/ml) X2 1:20 1:30 1:40

Thời gian ngâm chiết (giờ) X3 24 48 72

2.2.5. Khảo sát khả năng kháng khuẩn của cao chiết lá C. pictus 
sau khi tối ưu hóa điều kiện chiết xuất: Khả năng kháng khuẩn của 
các cao chiết lá C. pictus được xác định bằng phương pháp khuếch 
tán trên đĩa được thực hiện theo mô tả của J. Oonmetta-Aree và cs 
(2006) [14] có điều chỉnh. Trên mỗi đĩa thạch chứa môi trường LB 
được trải đều 100 µl dịch vi khuẩn (106 CFU/ml). Sau đó, mỗi đĩa 
thạch được đục giếng có đường kính 7 mm và nhỏ 100 µl cao chiết 
ở các nồng độ 17,5, 35, 70 và 140 mg/ml vào mỗi giếng, dung dịch 
DMSO 10% được sử dụng làm đối chứng. Đường kính vòng vô 
khuẩn được đo bằng thước đo đơn vị mm sau 24 giờ ủ mẫu ở 32ºC.

2.2.6. Xác định hàm lượng saponin steroid trong mẫu: Phương 
pháp xác định hàm lượng saponin steroid được thực hiện theo R. 
Singh và cs (2015) [15], J.C. Baccou và cs (1977) [16] có điều 
chỉnh. Nguyên lý của phương pháp đo saponin steroid dựa trên 
phản ứng của saponoin steroid với anisaldehyde và ethyl acetate 
trong môi trường acid để tạo phức chất có màu, độ hấp thụ của 
phức chất được đo ở bước sóng λ=430 nm. Phần trăm hàm lượng 
saponin steroid (%) được xác định dựa trên đường chuẩn diosgenin 
đã biết. Phương pháp dựng đường chuẩn diosgenin như sau: hút 1 
ml dung dịch diosgenin được pha trong ethyl acetate (nồng độ 10, 
20, 30, 40 và 50 µg/ml) vào ống nghiệm, sau đó thêm 1 ml dung 
dịch A (0,5 ml anisaldehyde pha trong 99,5 ml ethyl acetate) và 
1 ml dung dịch B (hỗn hợp 50 ml H2SO4 và 50 ml ethyl acetate). 
Hỗn hợp dung dịch được đun cách thủy trong nước 60oC trong 20 
phút, sau đó làm lạnh trong bể nước ở nhiệt độ phòng 15 phút. Hỗn 
hợp được đo mật độ quang bằng máy đo quang phổ Genesys 50 - 
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Abstract:

The aim of the study was to optimise the extraction of steroid 
saponins from Costus pictus leaves and investigate the 
antibacterial activity of the obtained C. pictus leaf extract. 
The influence of major single factors, including ethanol 
concentration, ratio of raw materials to solvent, and extraction 
time, were investigated, and the use of the response surface 
methodology provided optimal extraction conditions. The 
results of the study showed that the optimal conditions for 
steroid saponins extraction were as follows: ethanol solvent 
concentration (79%), material/solvent ratio (1/31 g/ml), and 
extraction time (60 hours), resulting in 7.62% steroid saponin 
content. The C. pictus leaf extract obtained under these 
optimised conditions exhibited effective inhibition against all 
four bacterial strains: Bacillus subtilis, Vibrio sp., E. coli, and 
Salmonella sp.. Among them, the inhibitory effect on Vibrio sp. 
was the highest, while the inhibitory effect on Salmonella sp. 
was the lowest.

Keywords: antibacterial effect, Costus pictus, response surface 
methodology, steroid saponins.

Classification number: 2.4



44

Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ  /Kỹ thuật hóa học

65(10ĐB) 10.2023

Thermo USA ở bước sóng λ=430 nm, ethyl acetate được sử dụng 
làm mẫu đối chứng. Đường chuẩn diosgenin được biểu diễn dưới 
dạng: Y = 0,0067x + 0,0568, với R2=0,9966. Phần trăm hàm lượng 
saponin steroid (%) trong dịch chiết lá C. pictus được đo tương 
tự và saponin steroid trong mẫu thí nghiệm được biểu thị bằng % 
saponin steroid (mg diosgenin đương lượng/khối lượng khô) và 
được tính theo công thức sau:

5 
 

Nồng độ EtOH (%) X1 70 80 90 

Tỷ lệ nguyên liệu/dung môi (g/ml) X2 1:20 1:30 1:40 

Thời gian ngâm chiết (giờ) X3 24 48 72 

 

Khảo sát khả năng kháng khuẩn của cao chiết lá C. pictus sau khi tối ưu hóa điều 

kiện chiết suất: Khả năng kháng khuẩn của các cao chiết lá C. pictus được xác định bằng 

phương pháp khuếch tán trên đĩa được thực hiện theo mô tả của J. Oonmetta-Aree và cs 

(2006) [14] có điều chỉnh. Trên mỗi đĩa thạch chứa môi trường LB được trải đều 100 µl 

dịch vi khuẩn (106 CFU/ml). Sau đó, mỗi đĩa thạch được đục giếng có đường kính 7 mm 

và nhỏ 100 µl cao chiết ở các nồng độ 17,5, 35, 70 và 140 mg/ml vào mỗi giếng, dung 

dịch DMSO 10% được sử dụng làm đối chứng. Đường kính vòng vô khuẩn được đo bằng 

thước đo đơn vị mm sau 24 giờ ủ mẫu ở 32ºC. 

Xác định hàm lượng saponin steroid trong mẫu: Phương pháp xác định hàm lượng 

saponin steroid được thực hiện theo R. Singh và V.D. Mendhulkar (2015) [15], J.C. 

Baccou và cs (1977) [16] có điều chỉnh. Nguyên lý của phương pháp đo saponin steroid 

dựa trên phản ứng của saponoin steroid với anisaldehyde và ethyl acetate trong môi 

trường acid để tạo phức chất có màu, độ hấp thụ của phức chất được đo ở bước sóng λ= 

430 nm. Phần trăm hàm lượng saponin steroid (%) được xác định dựa trên đường chuẩn 

diosgenin đã biết. Phương pháp dựng đường chuẩn diosgenin như sau: hút 1 ml dung dịch 

diosgenin được pha trong ethyl acetate (nồng độ 10, 20, 30, 40 và 50 µg/ml) vào ống 

nghiệm, sau đó thêm 1 ml dung dịch A (0,5 ml anisaldehyde pha trong 99,5 ml ethyl 

acetate) và 1 ml dung dịch B (hỗn hợp 50 ml H2SO4 và 50 ml ethyl acetate). Hỗn hợp 

dung dịch được đun cách thủy trong nước 60oC trong 20 phút, sau đó làm lạnh trong bể 

nước ở nhiệt độ phòng 15 phút. Hỗn hợp được đo mật độ quang bằng máy đo quang phổ 

Genesys 50 - Thermo USA ở bước sóng λ=430 nm, ethyl acetate được sử dụng làm mẫu 

đối chứng. Đường chuẩn diosgenin được biểu diễn dưới dạng: Y = 0,0067x + 0,0568, với 

R2=0,9966. Phần trăm hàm lượng saponin steroid (%) trong dịch chiết lá C. pictus được 

đo tương tự và saponin steroid trong mẫu thí nghiệm được biểu thị bằng % saponin 

steroid (mg diosgenin đương lượng/khối lượng khô) và được tính theo công thức sau: 

Hàm lượng saponin steroid (%) = C ×  n × V 
m × 1000 × (100 − h) × 100% 

trong đó: C là nồng độ saponin steroid theo đường chuẩn diosgenin 
(µg/ml); n là hệ số pha loãng; V là thể tích dịch chiết; m là khối 
lượng mẫu ngâm; h là độ ẩm mẫu.

2.2.7. Xử lý dữ liệu: Tất cả các thí nghiệm được bố trí lặp lại 3 
lần, kết quả được biểu diễn dưới dạng mean ±SD. Các số liệu liên 
quan đến định lượng hoạt chất trong dịch chiết được xử lý phân 
tích hồi quy, đưa ra hệ số tương quan bằng cách sử dụng phân tích 
hồi quy tuyến tính. Số liệu thu nhận được xử lý và tính toán trên 
phần mềm Excel, phân tích số liệu ANOVA (One-way analysis of 
variance), so sánh thống kê số liệu và xây dựng mô hình tối ưu 
hóa các điều kiện ly trích saponin steroid bằng phần mềm Minitab 
18.0. Kiểm định Turkey được thực hiện để đánh giá mức độ khác 
biệt có ý nghĩa giữa các giá trị với mức ý nghĩa p<0,05. 

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Kết quả khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến hàm 
lượng saponin steroid thu nhận được

Ảnh hưởng của các yếu tố đơn được khảo sát bao gồm nồng độ 
ethanol, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi và thời gian ngâm chiết đến 
hàm lượng saponin steroid thu nhận được được thể hiện ở hình 1.

Ảnh hưởng của nồng độ ethanol đến phần trăm hàm lượng 
saponin steroid thu nhận thể hiện ở hình 1A cho thấy, nồng độ 
ethanol có ảnh hưởng đến hàm lượng saponin steroid thu nhận 
được. Cụ thể, hàm lượng saponin steroid thu được tăng dần tỷ lệ 
thuận với nồng độ dung môi và đạt cực đại khi chiết với dung môi 
EtOH 80% (tương ứng 4,8%), nhưng không có nhiều khác biệt so 
với các nồng độ ethanol thấp hơn và giảm mạnh khi tăng nồng độ 
EtOH lên 90% (tương ứng 4,0%). Điều này cho thấy, trong quá 
trình chiết xuất saponin steroid từ lá C. pictus, nồng độ dung môi 
trong khoảng khảo sát ảnh hưởng không mạnh đến hiệu suất thu 

nhận saponin steroid. Mặt khác, nồng độ ethanol cao không thích 
hợp cho việc chiết xuất saponin vì có thể làm biến tính protein 
trong vách tế bào làm giảm hiệu quả chiết xuất. Như vậy, nồng độ 
ethanol 80% được chọn làm nồng độ dung môi thích hợp cho thí 
nghiệm tiếp theo.

Ảnh hưởng của tỷ lệ nguyên liệu/dung môi đến phần trăm hàm 
lượng saponin steroid thu nhận được thể hiện ở hình 1B. Số liệu 
thực nghiệm cho thấy, hàm lượng saponin steroid tăng mạnh khi 
tỷ lệ nguyên liệu/dung môi tăng dần từ tỷ lệ 1/10 lên 1/30 mg/ml, 
tương đương với hàm lượng saponin steroid thu được tăng từ 3,99 
lên 6,08%, sau đó giảm dần khi tiếp tục tăng tỷ lệ nguyên liệu/
dung môi từ 1/30 lên đến 1/60 mg/ml. Tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 
có ảnh hưởng đến tốc độ hòa tan hoạt chất trong dung môi nên khi 
tỷ lệ này quá nhỏ thì dẫn đến hiệu quả chiết hoạt chất thấp, khi 
tăng thể tích dung môi dẫn đến nồng độ chất hòa tan trong dung 
môi giảm giúp tăng tốc độ chiết hoạt chất. Tuy nhiên, khi tỷ lệ 
dung môi và nguyên liệu đạt được điểm cân bằng thì hàm lượng 
hoạt chất trong dung môi không thể tăng thêm. Hiện tượng này 
đều được ghi nhận khi tách chiết các nhóm hoạt chất khác như 
flavonoid, polyphenol [17] và tách chiết saponin triterpenoid [18]. 
Do đó, tỷ lệ 1/30 g/ml là tỷ lệ nguyên liệu/dung môi thích hợp cho 
thí nghiệm tiếp theo.

Kết quả của thí nghiệm ảnh hưởng của thời gian ngâm đến hàm 
lượng saponin steroid được thể hiện ở hình 1C. Kết quả cho thấy, 
phần trăm hàm lượng saponin steroid gia tăng khi tăng thời gian 
ngâm dung môi từ 24 lên 48 giờ (tương đương với % hàm lượng 
saponin steroid thu được tăng từ 6,63 lên 7,10%). Khi tiếp tục tăng 
thời gian ngâm dung môi từ 48 lên 72 và 96 giờ thì hàm lượng 
saponin steroid bắt đầu giảm (tương đương 7,10% ở 48 giờ giảm 

xuống 6,18% ở mốc 72 giờ và 5,88% ở mốc 
96 giờ) có khác biệt thống kê với nghiệm thức 
ngâm 48 giờ. Điều này có thể được lý giải 
là thời gian đầu chiết xuất dài giúp saponin 
hòa tan và khuếch tán từ trong tế bào ra môi 
trường, sau đó khi tăng thêm thời gian chiết 
xuất thì các tạp chất và các thành phần khác 
trong dịch chiết đạt trạng thái cân bằng, độ 
hòa tan thay đổi có thể dẫn các phản ức keo tụ 
làm giảm lượng saponin [19].  

3.2. Kết quả tối ưu hóa điều kiện chiết 
saponin steroid từ lá cây C. pictus

Trên cơ sở khảo sát các yếu tố đơn ảnh hưởng đến hàm lượng 
saponin steroid thu nhận được bằng phương pháp ngâm chiết cho 
thấy, hàm lượng saponin steroid trong dịch chiết từ lá C. pictus 
chịu ảnh hưởng từ các điều kiện chiết như nồng độ dung môi, tỷ lệ 
nguyên liệu với dung môi và thời gian chiết. Do đó, phương pháp 
RSM theo ma trận thiết kế thí nghiệm Plackett-Burman với mô 
hình CCD được thiết kế với 3 biến được sử dụng nhằm tối ưu hóa 
điều chiết xuất saponin steroid. Kết quả hàm lượng saponin steroid 
thu nhận được theo ma trận thực nghiệm Plackett-Burman được 
thể hiện ở bảng 2. 
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trong đó: C là n ồng độ saponin steroid theo đường chuẩn diosgenin (µg/ml); n là hệ số 

pha loãng; V là thể tích dịch chiết; m là khối lư ợng mẫu ngâm; h là độ ẩm mẫu. 

  Xử lý dữ liệu: Tất cả các thí nghiệm được bố trí lặp lại 3 lần, kết quả được biểu 

diễn dưới dạng mean ±SD. Các số liệu liên quan đến định lượng hoạt chất trong dịch chiết 

được xử lý phân tích hồi quy, đưa ra hệ số tương quan bằng cách sử dụng phân tích hồi 

quy tuyến tính. Số liệu thu nhận được xử lý và tính toán trên phần mềm Excel, phân tích 

số liệu ANOV A (One-way analysis of variance), so sánh thống kê số liệu và xây dựng mô 

hình tối ưu hóa các điều kiện ly trích saponin steroid bằng phần mềm Minitab 18.0. Kiểm 

định Turkey được thực hiện để đánh giá mức độ khác biệt có ý nghĩa giữa các giá trị với 

mức ý nghĩa p<0,05.  

K ết quả và bàn luận 

K ết quả khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến hàm lư ợng saponin steroid thu 

nhận được 

Ả nh hưởng của các yếu tố đơn được khảo sát bao gồm nồng độ ethanol, tỷ lệ 

ết đến hàm lượng saponin steroid thu nhận 

 
 

 

 

 

 

Hình 1. Ả nh hưởng củ
thu được. (A ) Ả nh hưởng của nồng độ ethanol; (B ) Ả nh hưởng của tỷ
liệu/dung môi; (C ) Ả nh hưởng của thời gian ngâm. a, b, c: C ác ký tự khác nhau theo sau số 
liệu biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 
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Hình 1. Ảnh hưởng của các yếu tố đơn đến phần trăm hàm lượng saponin steroid thu được. (A) Ảnh 
hưởng của nồng độ ethanol; (B) Ảnh hưởng của tỷ lệ nguyên liệu/dung môi; (C) Ảnh hưởng của thời gian 
ngâm. a, b, c: Các ký tự khác nhau theo sau số liệu biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05.
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Bảng 2. Bảng ma trận thực nghiệm Plackett-Burman và hàm lượng 
saponin steroid thực nghiệm và dự đoán.

STT
Nồng độ dung 
môi EtOH (%)

Tỷ lệ nguyên liệu 
với dung môi (g/ml)

Thời gian 
ngâm (giờ)

Hàm lượng saponin steroid 
(%)

X1 X2 X3 Thực nghiệm Dự đoán

1 70 1:20 24 4,42f±0,03 4,57

2 90 1:20 24 4,86ef±0,35 5,09

3 70 1:40 24 5,54e±0,22 5,61

4 90 1:40 24 6,62cd±0,73 6,38

5 70 1:20 72 6,93cd±0,34 7,26

6 90 1:20 72 6,70cd±0,05 6,71

7 70 1:40 72 7,09bcd±0,10 6,96

8 90 1:40 72 6,73cd±0,30 6,66

9 63 1:30 48 6,59cd±0,13 6,37

10 97 1:30 48 6,46d±0,12 6,55

11 80 1:13 48 6,65cd±0,01 6,26

12 80 1:47 48 6,85cd±0,43 7,10

13 80 1:30 8 4,42f±0,07 4,33

14 80 1:30 88 6,87cd±0,17 6,83

15 80 1:30 48 7,38abc±0,07 7,62

16 80 1:30 48 7,78ab±0,47 7,62

17 80 1:30 48 7,31abc±0,07 7,62

18 80 1:30 48 8,06a±0,05 7,62

19 80 1:30 48 7,37abc±0,05 7,62

20 80 1:30 48 7,80ab±0,14 7,62
a, b, c...: Các ký tự theo hàng dọc khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
p<0,05.

Kết quả bảng 2 cho thấy, dữ liệu thu được từ thực nghiệm 
không có sự chênh lệnh nhiều so với dữ liệu dự đoán từ mô hình 
với R2 hồi quy (đạt 0,9511), có 95,11% số liệu thực nghiệm tương 
thích với mô hình dự đoán. Hàm lượng saponin steroid thu được 
từ ma trận thí nghiệm có sự biến thiên, trong đó 5 thí nghiệm trung 
tâm (từ thí nghiệm 15 đến thí nghiệm 20) cho hiệu suất thu nhận 
saponin cao và ổn định. Cụ thể, hàm lượng saponin steroid thu 
nhận được thấp nhất trong thí nghiệm số 1 (đạt 4,42%) và cao nhất 
trong thí nghiệm số 18 (đạt 8,06%).

Sau khi đưa số liệu kết quả hàm lượng saponin steroid thu 
được từ ma trận thí nghiệm Plackett-Burman gồm 20 thí nghiệm 
vào phần mềm Minitab 18.0 cho thấy, hàm lượng saponin steroid 
thu được tuân theo quy trình hồi quy bậc 2: 

Y = -31,90 + 0,695X1 + 0,242X2 + 0,2814X3 - 0,004099X1
2 

- 0,003320X2
2 - 0,001253X3

2 - 0,00062X1X2 - 0,001101X1X3 - 
0,001404X2X3

trong đó: Y là hàm lượng saponin steroid dự đoán thu nhận được 
từ lá C. pictus; X1 là nồng độ dung môi ethanol; X2 là tỷ lệ nguyên 
liệu với dung môi; X3 là thời gian ngâm chiết. 

Từ bảng phân tích ANOVA (bảng 3) cho thấy, chỉ số sai số mô 
hình đạt 0,430>0,05 nên mô hình có độ phù hợp với số liệu thực 
nghiệm và có độ chính xác cao (p-value mô hình =0,00).  

Bảng 3. Bảng phân tích ANOVA của mô hình thực nghiệm.

Nguồn Hệ số 
tự do

Tổng bình 
phương

Trung bình 
bình phương f-value p-value

Mô hình 9 19,8529 2,20588 21,65 0,000

Tuyến tính 3 8,4106 2,80355 27,51 0,000

Nồng độ ethanol (X1) 1 0,0375 0,03754 0,37 0,557

Tỷ lệ nguyên liệu/dung 
môi (X2)

1 0,8457 0,84569 8,3 0,016

Thời gian ngâm (X3) 1 7,5274 7,52741 73,87 0,000

Bình phương 3 9,9443 3,31477 32,53 0,000

X1
2 1 2,4215 2,42149 23,76 0,001

X2
2 1 1,5884 1,58844 15,59 0,003

X3
2 1 7,5041 7,50408 73,64 0,000

Tương tác 2 chiều 3 1,4979 0,49931 4,9 0,024

X1X2 1 0,0307 0,03068 0,3 0,595

X1X3 1 0,5584 0,5584 5,48 0,041

X2X3 1 0,9088 0,90883 8,92 0,014

Sai số 10 1,019 0,1019

Sai số mô hình 5 0,5515 0,1103 1,18 0,430

Sai số ngẫu nhiên 5 0,4675 0,0935

Tổng số 19 20,8719

R-sq=95,12%               
R-sq(adj)=90,72%       
R-sq(pred)=76,16%

Phân tích ANOVA (bảng 3) được sử dụng để đánh giá độ tin 
cậy của mô hình thực nghiệm được thiết kế ở bảng 1 cho thấy mô 
hình có độ chính xác cao (p=0,000). Cụ thể, phần trăm hàm lượng 
saponin steroid chịu ảnh hưởng của 2 tham số bậc 1, bao gồm tỷ 
lệ nguyên liệu với dung môi (X2), thời gian ngâm (X3), 3 tham số 
bậc 2 là X1

2, X2
2, X3

2 và 2 tham số có tương tác hai chiều là nồng 
độ ethanol với thời gian ngâm (X1X3) và tỷ lệ nguyên liệu/dung 
môi với thời gian ngâm chiết (X2X3). Ngược, lại các tham số X1 và 
X1X2 không có ảnh hưởng đến mô hình thực nghiệm. Dựa vào kết 
quả phân tích cho thấy phương trình hồi quy biểu diễn phần trăm 
hàm lượng saponin steroid mới như sau: 

Y = -31,90 + 0,242X2 + 0,2814X3 - 0,004099X1
2 - 0,003320X2

2 
- 0,001253X3

2 - 0,001101X1X3 - 0,001404X2X3

Đồ thị đồng mức và đồ thị RSM (hình 2) cho thấy, hàm lượng 
saponin steroid biến đổi phụ thuộc vào tỷ lệ nguyên liệu với dung 
môi, thời gian ngâm chiết cũng như sự tương tác của 2 yếu tố này. 
Cụ thể, phần trăm hàm lượng saponin steroid thu được biến thiên 
khi tỷ lệ nguyên liệu/dung môi và thời gian ngâm thay đổi (hình 
2A-2C), trong khi đó, hàm lượng saponin steroid (%) không có sự 
thay đổi rõ ràng khi thay đổi nồng độ ethanol (hình 2A và 2B), điều 
này phù hợp với phương trình hồi quy của mô hình thí nghiệm.
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tương tác của 2 yếu tố này. Cụ thể, phần trăm hàm lượng saponin steroid thu được biến 
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Từ các kết quả trên và đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều kiện chiết xuất saponin 

steroid (hình 3) chúng tôi đưa ra điều kiện chiết xuất saponin steroid tối ưu (bảng 4) như 

sau. 

Bảng 4. Bảng biểu diễn hàm lượng saponin trong điều kiện tối ưu hóa chiết xuất. 

Hình 3. Đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều kiện chiết xuất saponin steroid từ lá C. 
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Hình 2. Đồ thị biểu thị sự tương quan giữa các yếu tố khác nhau lên hàm 
lượng saponin steroid thu nhận được. 

Hình 2. Đồ thị biểu thị sự tương quan giữa các yếu tố khác nhau lên 
hàm lượng saponin steroid thu nhận được. Phần trăm hàm lượng saponin 
steroid thu được biến thiên khi tỷ lệ nguyên liệu/dung môi và thời gian ngâm 
thay đổi (A, B, C), trong khi đó hàm lượng saponin steroid (%) không có sự thay 
đổi rõ ràng khi thay đổi nồng độ ethanol (A, B).
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Từ các kết quả trên và đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều kiện chiết xuất saponin 

steroid (hình 3) chúng tôi đưa ra điều kiện chiết xuất saponin steroid tối ưu (bảng 4) như 

sau. 

Bảng 4. Bảng biểu diễn hàm lượng saponin trong điều kiện tối ưu hóa chiết xuất. 

Hình 3. Đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều kiện chiết xuất saponin steroid từ lá C. 
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Hình 2. Đồ thị biểu thị sự tương quan giữa các yếu tố khác nhau lên hàm 
lượng saponin steroid thu nhận được. 

Hình 3. Đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều kiện chiết xuất saponin 
steroid từ lá C. pictus.

Từ các kết quả trên và đồ thị biểu diễn điểm tối ưu của điều 
kiện chiết xuất saponin steroid (hình 3) chúng tôi đưa ra điều kiện 
chiết xuất saponin steroid tối ưu (bảng 4) như sau.
Bảng 4. Bảng biểu diễn hàm lượng saponin trong điều kiện tối ưu hóa 
chiết xuất.

Điều kiện chiết xuất tối ưu Saponin steroid (%)

Nồng độ ethanol 
(%)

Tỷ lệ nguyên liệu/dung 
môi (g/ml)

Thời gian ngâm 
(giờ) Thực nghiệm Dự kiến

79 1/31 60 7,62±0,31 7,82

3.3. Kết quả kháng khuẩn của cao chiết C. pictus đã tối ưu hóa 

Khả năng kháng khuẩn của cao chiết lá C. pictus được xác định 
dựa trên khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn thể hiện qua 
đường kính vòng kháng khuẩn được tạo ra trên đĩa petri được trình 
bày ở bảng 5. 
Bảng 5. Đường kính vòng kháng khuẩn của cao chiết C. pictus.

Nồng độ cao 
chiết (mg/ml)

Đường kính vòng kháng khuẩn (mm)

B. subtilis Vibrio sp. E. coli Salmonella sp.

8,75 - - - -

17,5 2,33c±0,57 4,33c±0,58 1,33c±1,15 -

35 4,33bc±1,15 4,67c±1,16 1,67c±0,57 -

70 5,67b±0,57 8,00b±0,00 4,67b±0,57 4,33b±0,58

140 8,33a±1,16 10,33a±0,58 7,33a±0,58 5,67a±0,57
a, b, c: các ký tự khác nhau theo sau các số trung bình thể hiện sự khác biệt có ý 
nghĩa thống kê với p<0,05.

Từ bảng kết quả đường kính kháng khuẩn (bảng 5) cho thấy, 
cao chiết lá C. pictus có khả năng ức chế sự phát triển của B. 
subtilis, Vibrio sp., E. coli và Salmonella sp.. Nồng độ cao chiết có 
khả năng kháng khuẩn từ 17,5 mg/ml với đường kính kháng khuẩn 
tỷ lệ thuận với nồng độ cao chiết. Khả năng ức chế vi khuẩn của 
cao C. pictus mạnh nhất thể hiện trên chủng Vibrio sp. và yếu nhất 
trên chủng Salmonella sp. (bảng 5, hình 4). Cụ thể, nồng độ cao 
chiết nhỏ nhất có thể ức chế vi khuẩn là 17,5 mg/ml khi thử nghiệm 
với B. subtilis, E. coli và Vibrio sp., đường kính vòng kháng khuẩn 
dao động từ 1,33 đến 4,33 mm, trong đó chủng vi khuẩn bị ức 
chế tại nồng độ này cao nhất là Vibrio sp., với đường kính vòng 
kháng khuẩn đạt 4,33 mm. Đối với chủng Salmonella sp., ở nồng 
độ 17,5 mg/ml vẫn chưa có khả năng ức chế. Đường kính vòng 
kháng khuẩn tăng dần khi tăng nồng độ cao chiết C. pictus từ 17,5 
đến 140 mg/ml, cả 4 chủng thí nghiệm đều bị ức chế mạnh nhất ở 
nồng độ cao chiết 140 mg/ml với đường kính vòng kháng khuẩn 
dao động từ 5,67 đến 10,33 mm (bảng 5).
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kháng khuẩn tăng dần khi tăng nồng độ cao chiết C. pictus từ 17,50 đến 140 mg/ml, cả 4 

chủng thí nghiệm đều bị ức chế mạnh nhất ở nồng độ cao chiết 140 mg/ml với đường kính 

vòng kháng khuẩn dao động từ 5,67 đến 10,33 mm (bảng 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Từ thí nghiệm kháng khuẩn cho thấy, cao chiết C. pictus có khả năng kháng cả 2 

loại vi khuẩn gram dương và gram âm, kết quả này có sự tương đồng với nghiên cứu của 

R. Ramya và R. Dhamotharan (2015) [20], nhưng khả năng kháng khuẩn trong thí nghiệm 

của chúng tôi có hiệu quả yếu hơn của nhóm tác giả này. Từ những thí nghiệm định tính 

và các khảo sát trước trong nghiên cứu của Nguyễn Đào Thanh Hương và cs (2022) [17] 

cho thấy, cao chiết ethanol lá C. pictus có chứa nhiều nhóm hoạt tính sinh học như 

flavonoid, polyphenol, saponin, glycoside và tannin. Các thành phần hóa học thực vật như 

tanin, flavonoid, alkaloid và một số hợp chất thơm khác là các chất chuyển hóa thứ cấp 

đóng vai trò là cơ chế bảo vệ thực vật chống lại nhiều vi sinh vật. Trong đó, flavonoid là 

chất chống ôxy hóa hòa tan trong nước mạnh giúp ngăn ngừa tổn thương tế bào ôxy hóa 

và có hoạt tính chống ung thư, hoạt động chống viêm [21]. Một số nghiên cứu khác cho 

thấy, saponin và polyphenol có nhiều tác dụng như kháng viêm, kháng khuẩn, kháng 
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Hình 4. Đường kính vòng kháng khuẩn của cao chiết C. pictus với các 
chủng vi khuẩn khác nhau. (A) B. subtilis; (B) E. coli; (C) Vibrio sp.; (D) 
Salmonella sp..

Từ thí nghiệm kháng khuẩn cho thấy, cao chiết C. pictus có khả 
năng kháng cả 2 loại vi khuẩn gram dương và gram âm, kết quả 
này có sự tương đồng với nghiên cứu của R. Ramya và cs (2015) 
[20], nhưng khả năng kháng khuẩn trong thí nghiệm của chúng tôi 
có hiệu quả yếu hơn của nhóm tác giả này. Từ những thí nghiệm 
định tính và các khảo sát trước trong nghiên cứu của N.D.T. Huong 
và cs (2022) [17] cho thấy, cao chiết ethanol lá C. pictus có chứa 
nhiều nhóm hoạt tính sinh học như flavonoid, polyphenol, saponin, 
glycoside và tannin. Các thành phần hóa học thực vật như tanin, 
flavonoid, alkaloid và một số hợp chất thơm khác là các chất 
chuyển hóa thứ cấp đóng vai trò là cơ chế bảo vệ thực vật chống 
lại nhiều vi sinh vật. Trong đó, flavonoid là chất chống ôxy hóa hòa 
tan trong nước mạnh giúp ngăn ngừa tổn thương tế bào ôxy hóa 
và có hoạt tính chống ung thư, hoạt động chống viêm [21]. Một 
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số nghiên cứu khác cho thấy, saponin và polyphenol có nhiều tác 
dụng như kháng viêm, kháng khuẩn, kháng virus, kháng nấm [19, 
22, 23]. Do đó, khả năng kháng khuẩn và kháng ôxy hóa của cao 
chiết lá C. pictus là kết quả của sự tác động của các nhóm hoạt chất 
sinh học chứa trong cao chiết. 

4. Kết luận

Kết quả nghiên cứu cho thấy, điều kiện tối ưu cho quá trình 
tách chiết saponin steroid từ lá cây C. pictus với nồng độ ethanol 
79%, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 1/31 g/ml và thời gian tách chiết 
là 60 giờ với hàm lượng saponin steroid đạt cao nhất là 7,62%. 

Sau khi thực hiện tối ưu hóa quy trình tách chiết saponin 
steroid trong lá C. pictus cho thấy cao chiết thu được từ quá trình 
tối ưu hóa có hoạt tính sinh học. Cao chiết lá C. pictus có khả năng 
kháng khuẩn đối với cả 4 chủng vi khuẩn được khảo sát bao gồm 
B. subtilis, E. coli, Vibrio sp. và Salmonella sp., trong đó hiệu quả 
kháng khuẩn của cao chiết đạt cao nhất ở nồng độ 140 mg/ml ở 
cả 4 chủng và hiệu quả ức chế mạnh nhất thể hiện ở chủng Vibrio 
sp. (tương đương 10,33 mm) và yếu nhất ở chủng Salmonella sp. 
(tương đương 5,67 mm).
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