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MỞ ĐẦU
Cây Mù u có tên khoa học là Calophyllum inophyllum L. Clusiaceae còn gọi là Hồ

đồng, Khung tung, Khehyong, từ lâu đã được nhân dân ta sử dụng các bộ phận khác

nhau như: hạt, dầu hạt, nhựa cây, rễ, lá để chữa một số bệnh. Có thể kể như: dầu ép

từ hạt Mù u dùng chữa ghẻ, nấm tóc và các bệnh về da nói chung, chữa viêm dây

thần kinh trong bệnh cùi, chống nhiễm khuẩn vết thương và bôi trị thấp khớp [2].

Tại Ấn độ, toàn cây Mù u dùng làm thuốc chữa bệnh thấp khớp và các bệnh ngoài

da. Nước ép dùng làm thuốc tẩy xổ và dầu hạt cũng được chỉ định dùng để trị bệnh

thấp khớp và các bệnh về da như: bệnh ghẻ, bệnh herpes mảng tròn, bệnh da. Vỏ

cây dùng chữa xuất huyết nội và là một chất làm se. Tại Buso và Papua New

Guinea, nhựa mủ từ lá được pha loãng với nước và dung dịch này được bôi lên mắt

bị kích ứng. Chất gôm làm thuốc gây nôn và thuốc tẩy xổ [9].

Tổng quan về cây Mù u cho thấy có các thành phần hóa học thuộc nhóm coumarin,

xanthon, flavonoid, dẫn xuất chromanon, triterpen, steroid chứa trong nhiều bộ phận

khác nhau như: lá, quả, hạt, phần tiếp xúc với không khí, vỏ rễ, gỗ. Trong đó các

hợp chất phenol thuộc nhóm coumarin, xanthon, flavonoid và neoflavonoid được

nghiên cứu có các tác dụng sinh học đáng kể như: kháng virus, kháng khuẩn, kháng

nấm, kháng viêm, chống ung thư, chống oxy hóa [9], [43]. Cụ thể các inophyllum B

và P có tác dụng ức chế HIV-1 Reverse Transcriptase và hoạt tính kháng HIV-1

trong môi trường nuôi cấy tế bào [21], hoặc gần đây tại Pháp, các nhà khoa học đã

xác định trong nhựa tách từ dầu Mù u trồng ở Polynesia thuộc Pháp một số

coumarin thuộc các họ: inophyllum, calanolid, inocalophyllin và tamanolid trong đó

đáng quan tâm nhất là calophyllolid, chất có tác dụng ngăn chặn ung thư bằng cách

ức chế elastase [101]. Do có nhiều chất có hoạt tính sinh học như vậy, các bộ phận

của cây Mù u là đối tượng có tiềm năng rất lớn sử dụng làm thuốc và trong nghiên

cứu phát hiện các chất làm thuốc.

Tại Việt Nam, Mù u khai thác bằng cách đập quả bỏ vỏ, lấy hạt để ép dầu. Tinh chế

dầu thô bằng cách loại nhựa để thu được dầu Mù u dược dụng. Nhựa loại ra khi tinh



chế dầu Mù u và vỏ quả Mù u Việt nam chưa được nghiên cứu để sử dụng. Dầu Mù

u được dùng riêng hoặc phối hợp với các dược liệu khác sử dụng rộng rãi để trị

bỏng, viêm loét da, làm mau lành các vết thương…

Về mặt tiêu chuẩn hóa thì chỉ tiêu định tính dầu Mù u theo dược điển Việt Nam 4

chưa đủ đặc hiệu và không dễ thực hiện do chưa có dầu Mù u chuẩn hoặc chất

chuẩn đối chiếu [1]. Các dược điển: Hoa kỳ 2012, Anh 2013, châu Âu 7.0, Nhật

2006, Quốc tế 4, Trung quốc 2010 đều chưa thấy có chuyên luận về các bộ phận

dùng cũng như các chế phẩm từ dược liệu Mù u.

Tiêu chuẩn cơ sở của dầu Mù u cũng như các chế phẩm từ dầu Mù u này tuy đã có

nhưng chưa đáp ứng với các nguyên tắc, tiêu chuẩn thực hành tốt sản xuất thuốc đối

với cơ sở sản xuất thuốc từ dược liệu của tổ chức Y tế thế giới (GMP-WHO) [121]

mà Bộ Y tế đã đưa ra lộ trình áp dụng kể từ ngày 01/01/2014 vì không có chỉ tiêu

xác định thành phần có hoạt tính hoặc chất điểm chỉ do thiếu chất chuẩn đối chiếu

và phương pháp phân tích, kiểm nghiệm tin cậy.

Tại Việt nam, ngoài công trình của tác giả Trần Thanh Thạo về phân lập và xác

định cấu trúc của calophyllolid từ hạt cây Mù u mọc tại Việt Nam [5], có rất ít công

trình nghiên cứu xác định hợp chất phenol từ nhựa loại bỏ khi tinh chế dầu Mù u

cũng như vỏ quả Mù u.

Vì vậy, đề tài:

“Nghiên cứu xác định hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u để ứng dụng

trong kiểm nghiệm” được thực hiện với các mục tiêu nghiên cứu cụ thể sau:

- Nghiên cứu xác định hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u mọc ở Việt Nam

bằng một số kỹ thuật sắc ký và phổ nghiệm để chọn chất điểm chỉ dùng trong

kiểm nghiệm nguyên liệu và chế phẩm từ dược liệu Mù u.

- Nghiên cứu thiết lập 01 chất chuẩn đối chiếu để định tính và 01 dùng cho định

lượng trong số các hợp chất phenol phân lập được.

- Ứng dụng chất chuẩn đối chiếu đã thiết lập để kiểm nghiệm nguyên liệu và chế

phẩm từ dược liệu Mù u.



Để đạt được các mục tiêu trên, chúng tôi đã tiến hành các nội dung sau đây:

- Xây dựng quy trình chiết xuất một số hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u.

- Phân lập, tinh chế và xác định cấu trúc một số hợp chất phenol từ nhựa và vỏ

quả Mù u.

- Xây dựng bộ dữ liệu nhận dạng chất chuẩn đối chiếu, các chỉ tiêu chất lượng và

phương pháp phân tích để đánh giá chất lượng của chất chuẩn đối chiếu.

- Xây dựng và thẩm định một số phương pháp xác định chất điểm chỉ để ứng dụng

trong kiểm nghiệm nguyên liệu và chế phẩm từ dược liệu Mù u.

Việc nghiên cứu xác định các hợp chất phenol và ứng dụng trong kiểm nghiệm này

cũng nhằm mở ra triển vọng khai thác, tận thu bằng cách xác định giá trị của nhựa

cũng như vỏ quả là những phần được xem là dư phẩm trong quá trình sản xuất dầu

Mù u dược dụng.



CHƯƠNG 1

TỔNG QUAN
1.1. SƠ LƯỢC VỀ CÂY MÙ U

Theo hệ thống phân loại thực vật Takhtajan và Phạm Hoàng Hộ, cây Mù u thuộc chi

Calophyllum họ Clusiaceae. Chi này có nhiều loài, riêng ở Việt Nam đã xác định

được 11 loài gồm: inophyllum, dongnaiensis, thorelii, soulatri, balansae,

saigonense, dryobalanoides, pisiferum, tetrapterum, membranaceum, harmandii.

Mù u thuộc loài inophyllum [9].

Tên khoa học: Calophyllum inophyllum L. họ Bứa (Clusiaceae)

Tên khác: Hồ đồng, Khung tung, Khehyong, Alexander Laurel, Laurel Wood,

Laurier d’Alexandrie [2], [9].

1.1.1. Mô tả cây, bộ phận dùng, phân bố

Cây Mù u có thân gỗ lớn, có thể cao đến 20 m, đường kính 80 cm, tán xanh lục, có

mủ xanh nhạt. Lá đơn, mọc đối, phiến nguyên, hình trứng, láng và dày. Hoa trắng

pha vàng cam, thơm, tạo thành chùm 6-10 hoa, ở nách lá, đầu cành (Hình PL 1.1).

Quả có nhân cứng, tròn, đường kính khoảng 2,5 cm, một hạt, có mầm lớn, chứa

nhiều dầu, không phôi nhũ [2] (Hình PL 1.2).

Bộ phận dùng: toàn cây, hạt, lá, vỏ cây. Thu hoạch quả tốt nhất vào lúc cây 7-10

năm tuổi, quả chín rụng rồi khô cho nhiều dầu nhất. Hạt dùng tươi hay ép dầu.

Nhựa cây, rễ và lá thu hái quanh năm, phơi khô hay tán bột [2].

Mù u phân bố rộng rãi từ Thái Lan, Malaysia đến Lào, Campuchia, Philippin,

Indonesia và một số đảo ở Nam Thái Bình Dương. Ngoài ra cây còn mọc ở một số

tỉnh miền nam Trung Quốc, Nhật Bản và đặc biệt rất nhiều ở Ấn Độ [10].

Ở Việt Nam, phân bố chủ yếu ở các vùng núi thấp thuộc các tỉnh miền Bắc, miền

Trung, miền Đông và Tây Nam Bộ như: Quảng Ninh, Hải Phòng, từ Quảng Bình

đến Phan Thiết, Vĩnh Long, Tiền Giang, Thành phố Hồ Chí Minh, Bà Rịa Vũng

Tàu....Cây thường mọc ở ven rừng kín, rừng thứ sinh và rừng ở các đảo lớn. Ở Nam

Bộ, Mù u mọc dọc theo các bờ kênh rạch cao. Cây mọc hoang thường gặp tại những

vùng đất cát gần bờ biển [6], [10].



1.1.2. Hợp	chất	phenol	trong	các	bộ	phận	của	cây	Mù	u	chủ yếu thuộc	3	nhóm:	coumarin,	xanthon	và	chromanon.
Các coumarin đã biết trong các bộ phận khác nhau của cây Mù u

1 2 3 4

Inophyllum B
Hạt, Lá [53]

Soulattrolid
Hạt [53]

Inophyllum A
Lá [21]

Inophyllum G2
Lá [21]

5 6 7 8

Inophyllum D
Lá [21]

Inophyllum P
Lá [21]

Inophyllum G1
Lá [21]

12-Methoxy-
inophyllum D

Hạt [52]

9 10 11 12

Inophyllum C
Hạt, Lá [53]

Inophyllolid
Hạt [51]

Inophyllum E
Hạt, Lá [53]

Inocalophyllin B
Hạt [38]

13 14 15 16

Acid calophyllic
Hạt, Lá [21]

Acid iso-calophyllic
Lá [21]

Calocoumarin A
Lá [63], [86]

Inocalophyllin B
methyl ester

Hạt [38]

O
COOMe

O

O

O
COOH

O

O



17 18 19 20

Calocoumarin C
Lá [63], [86]

Inocalophyllin A
Hạt [38]

Inocalophyllin A
methyl ester

Hạt [38]

Iso-Inophynon
Lá [16]

21 22 23 24

Inophynon
Lá [16]

Calophyllolid
Hạt, Lá

[43], [51], [96], [123]

Apetalolid
Hạt, Lá [64]

Calaustralin
Hạt [22]

25 26 27 28

Ponnalid E
Hạt [98]

Calocoumarin B
Lá [63], [86]

Calanolid A
Quả [31], [101]

Calanolid B
Quả [31], [101]

Các xanthon đã biết trong các bộ phận khác nhau của cây Mù u

29 30 31 32

4-hydroxyxanthon
Vỏ rễ [39], [80]

2-hydroxyxanthon
Cành con [49]

1,7-dihydroxyxanthon
(Euxanthon)
Gỗ [68], [99]

2-hydroxy-1-
methoxyxanthon

Vỏ rễ [80]
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33 34 35 36

1,5-dihydroxyxanthon
Vỏ rễ [39], [79]

1-hydroxy-2
methoxyxanthon

Vỏ rễ [80]

1,2-dimethoxyxanthon
Vỏ rễ [80]

Calophyllin B
Gỗ [68], [69], [99]

37 38 39 40

1,5,6-trihydroxyxanthon
(Mesuaxanthon B)
Lõi gỗ [68], [99]

1,3,5-trihydroxyxanthon
Rễ [79]

Inoxanthon
Vỏ rễ [123]

Caloxanthon N
Cành con [49]

41 42 43 44

6-hydroxy-1,5-
dimethoxyxanthon

Rễ [81]

1,6-dihydroxy-5-
methoxyxanthon

(Buchanaxanthon)
Rễ [79], [99]

Caloxanthon C
Vỏ rễ [80]

Caloxanthon O
Cành con [50]

45 46 47 48

2-(3-methylbut-2-enyl)
1,3,5-trihydroxy xanthon

Lõi gỗ [66]

6-Deoxyjacareubin
Lõi gỗ, vỏ thân,

Vỏ rễ [36], [66], [80]

Inophyllin B
Vỏ rễ [40]

Inophyllin A
Vỏ rễ [54]
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49 50 51 52

1,3,8-trihydroxy-7-
methoxyxanthon

Rễ [81]

1,3,5-trihydroxy-2-
methoxyxanthon

Rễ [79], [81]

1,3-dihydroxy-7,8-
dimethoxyxanthon

Vỏ rễ [80]

2-(3-hydroxy-3-
methylbutyl)-1,3,5,6

tetrahydroxy
Lõi thân [88], [102]

53 54 55 56

1,3-dihydroxy-7,8-
dimethoxyxanthon

Vỏ rễ [80]

2-(3-methylbut-2-enyl)-
1,3,5,6

tetrahydroxyxanthon
Rễ [66], [81]

Jacareubin
Rễ, lõi thân [88], [108],

[66], [69], [81]

1,3,5-Trihydroxy-6, 6’-
dimethylpyrano (2’, 3’:6,
7)-4-(1,1-dimethylprop-2-

enyl)-xanthon
Lõi thân [88]

57 58 59 60

Caloxanthon A
Vỏ rễ [79]

Macluraxanthon
Vỏ rễ [39], [79], [88]

Caloxanthon B
Vỏ rễ [79]

1,3,5,6-tetrahydroxy-2-(3-
hydroxy-3-

methylbutyl)xanthon
Lõi thân [88]

61 62 63 64

Caloxanthon M
Rễ [39]

Caloxanthon D
Vỏ rễ [81]

Brasilixanthon B
Vỏ thân [36]

Caloxanthon P
Cành non [49]
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65 66 67 68

Pyrano-jacareubin
Vỏ thân [36]

Calophynon
Vỏ thân [36]

Caloxanthon I
Vỏ thân [36]

Gerontoxanthon C
Cành non [49]

69 70

Caloxanthon E
Vỏ rễ [81]

Calophyllumin C
Rễ [64]

Các chromanon đã biết trong các bộ phận khác nhau của cây Mù u

71 72 73 74

9-hydroxy-2,2,6,7-
tetramethyl-2H-[1]-

benzopyran-(1-
phenylethylen-10-yl)-

(3,2-b-)-
dihydropyran-4-one

Lá [13], [19]

(2S, 3R)-2,3-dihydro-
5-hydroxy-2,3,8,8-
tetramethyl-6-(1-

phenylethenyl)-4H,
8H benzo [1,2-b: 3,4-

b’] dipyran-4-one
Lá [71]

Inophynon ((2R, 3R)-
2,3-dihydro-5-

hydroxy-2,3,8,8-
tetramethyl-6-(1-

phenylethenyl)-4H,
8H benzo [1,2-b: 3,4-

b’] dipyran-4-one
Lá [71]

Isoinophynon
Lá [71]

75 76 77
Quercetin
Hoa [71]

Myricetin
Hoa [71]

Myricetin-7-glucosid
Hoa [71]
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1.1.3. Hoạt tính sinh học của các hợp chất phenol trong cây Mù u
1.1.3.1. Hoạt tính kháng virus

Trong quả và dịch chiết của lá Calophyllum inophyllum đã phân lập hai coumarin

có hoạt tính quan trọng chống lại sự phiên mã ngược của virus HIV là (+)-

inophyllum B (1) và (+)-inophyllum P (6) [21]. Thử nghiệm in vitro các xanthon

phân lập được từ rễ gồm: caloxanthon C (43) và pyrano-jacareubin (65) trên

coronavirus cho thấy hoạt tính kháng virus với giá trị EC50 lần lượt là 3 và 15

µg/ml. Kết quả này cho thấy caloxanthon C (43) là chất có tiềm năng chữa trị nhiễm

coronavirus [71].

1.1.3.2. Hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm

Calophyllolid (22) có tác dụng ức chế toàn bộ sự tăng trưởng của Mycobacterium

tuberculosis H37Rv khi pha loãng ở nồng độ 1/20000 không có huyết thanh, và nồng

độ 1/7500 với sự hiện diện của 5% huyết thanh. Acid calophyllic (13) có hoạt tính

kém hơn nhiều, đìn h chỉ toàn bộ sự tăng trưởng của vi khuẩn chỉ xảy ra ở nồng độ

1/ 7500 không có huyết thanh và 1/1000 có 5% huyết thanh [6]. Ở liều 20 µg/đĩa,

calophyllolid (22), inophyllum C (9) và E (11) thể hiện hoạt tính ức chế

Staphylococcus aureus với đường kính vòng vô khuẩn lần lượt là 16, 10 và 13 mm

(so với 30 mm của chất đối chiếu oxacillin), nhưng không có hoạt tính trên Vibrio

anguillarium, Escherichia coli, nấm men và Candida tropicalis [123]. Inophynon

(21) từ lá Mù u có hoạt tính kháng khuẩn cao đối với Staphylococcus aureus. Điều

này lý giải cho tính chất sát trùng ghi nhận trên dịch ép hay cao lá Mù u dùng để

chữa trị vết thương [14], [15]. Ba xanthon phân lập từ Calophyllum inophyllum thể

hiện hoạt tính kháng khuẩn trên nhiều chủng vi sinh vật khác nhau trong đó có

Staphylococcus aureus theo thứ tự giảm dần là: 6-deoxyjacareubin (46), jacareubin

(55) và calophyllin B (36) [69]. Caloxanthon A (57) có tác dụng kháng

Staphylococcus aureus [123]. 1,5-dihydroxyxanthon có tác dụng kháng Bacillus

subtilis [96], kháng Mycobacterium smegmatis [97], ức chế sự phát triển của

Cladosporium cucumerum với MIC là 0,25 µg/ml [24], ngoài ra còn có hoạt tính

kháng Staphylococcus aureus với MIC là 200 µg/ml [48]. Macluraxanthon (58) có



tác dụng kháng Staphylococcus aureus và Bacillus subtilis [24]. 1,5-

dihydroxyxanthon (33) thể hiện tác dụng kháng nấm Aspergillus fumigatus [25].

Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus và Aspergillus niger bị

ức chế bởi 1,3,5-trihydroxy-2-methoxyxanthon (50) [24].

1.1.3.3. Hoạt tính kháng viêm

Thử nghiệm tác dụng kháng viêm của calophyllolid (22) chiết xuất từ bột quả

Calophyllum inophyllum với liều 140 mg/kg trên chuột lang (LD50 = 2,5 g/kg) cho

kết quả tương tự hydrocortisone liều 10 mg/kg. Năm xanthon gồm: jacareubin (55),

calophylin B (36), 6-deoxyjacareubin (46), mesuaxanthon B (37) và euxanthon (31)

phân lập từ Calophyllum inophyllum thể hiện tác dụng kháng viêm cũng như có các

tác động khác nhau trên hệ thần kinh trung ương [68].

1.1.3.4. Hoạt tính chống ung thư

Calophyllolid (22) có hoạt tính ức chế elastase mạnh nhất (IC50 = 8,4 µM) trong số

các coumarin thử nghiệm phân lập từ nhựa tách loại từ dầu Mù u ở Polynesia thuộc

Pháp [101]. Các coumarin phân lập từ Calophyllum inophyllum L. Clusiaceae gồm

inophyllum A (3), D (5), E (11), calocoumarin A (15), B (26), calophyllolid (22),

apetalolid (23), acid isocalophyllic (14) có hoạt tính ức chế Epstein-Barr Virus

(EBV) mà không gây độc tính tế bào, trong số đó calocoumarin A (15) có tác động

mạnh mẽ nhất rất có thể do mạch nhánh prenyl trong cấu trúc. Calocoumarin A (15)

cũng có tác động ức chế đáng kể trên mô hình thúc đẩy tạo u bướu ở da chuột trong

thử nghiệm chất sinh ung thư 2 giai đoạn in vivo [62], [71], [86]. 4-hydroxyxanthon

(29) ức chế phát triển dòng tế bào ung thư ở người và tác động trên sự tăng sinh tế

bào lympho ở người in vitro [34].

1.1.3.5. Hoạt tính độc với cá

Các inophyllum A (3), B (1), C (9), D (5), E (11) chiết từ lá Calophyllum

inophyllum có độc tính trên cá Oryzias latipes mạnh nhất là inophyllum C (9) và

inophyllum E (11) do có 2 nhóm ceton. Inophyllum A (3), B (1), D (5) có độc tính

với cá trung bình trong đó inophyllum B (1) có cấu dạng trans ở vòng chromanol

cho hoạt tính cao nhất [91], [92].



1.1.3.6. Hoạt tính đối kháng một vài chất trung gian của cơ thể

Một số xanthon chiết được từ quả Calophyllum inophyllum như jacareubin (55), 6-

deoxyjacareubin (46), macluraxanthon (58) có khả năng ức chế một số thụ thể màng

tế bào vi sinh vật, có tác dụng đối kháng quan trọng (63 -87%) trên 1-alkyl-2-acetyl-

glycero-3-phosphocholin (yếu tố hoạt hóa tiểu cầu), một chất trung gian hóa học

của vi sinh vật liên quan tới một số đáp ứng sinh lý và trong một vài bệnh n hư viêm,

dị ứng, hen suyễn, các thải trừ trong cấy ghép tạng ...[66].

1.1.3.7. Hoạt tính giãn mạch và chống oxy hóa

4-hydroxyxanthon (29) có tác dụng giãn mạch và chống oxy hóa tuy 2 hoạt tính này

không tương quan với nhau [30].



1.2. SƠ LƯỢC VỀ HỢP CHẤT PHENOL

1.2.1. Định nghĩa

Là những hợp chất có một hoặc nhiều nhóm hydroxyl gắn trực tiếp vào vòng thơm.

Phenol là hợp chất phenol đơn giản nhất. Polyphenol là hợp chất có trên một nhóm

hydroxyl gắn vào một hay nhiều vòng benzen. Hợp chất phenol trong thực vật

thường ở dạng ester hay glycosid [74], [106].

1.2.2. Phân loại

Harborne đã phân loại các hợp chất phenol thành các nhóm dựa trên số carbon trong

phân tử như trình bày trong bảng dưới đây (Bảng 1.1.) [74], [106].

Bảng 1.1. Phân loại các hợp chất phenol theo Harborne

Số carbon Khung cơ bản Nhóm

6

7

8

9

10

13

14

14

15

16

30

18

n

C6

C6-C1

C6-C2

C6-C3

C6-C4

C6-C1-C6

C6-C1-C6

(C6-C1)2

C6-C3-C6

C6-C4-C6

(C6-C3-C6)2

(C6-C3)2

(C6-C3)n

(C6-C3-C6)n

Hợp chất phenol đơn giản, benzoquinon

Acid phenolic

Acetophenon và acid phenylacetic

Phenylpropanoid, acid hydroxycinnamic,

chromon, coumarin, isocoumarin

Naphthoquinon

Xanthonoid

Stilbenoid

Anthranoid

Euflavonoid, isoflavonoid, neoflavonoid

Homoflavonoid

Biflavonoid

Lignan, neolignan

Lignin

Flavolan (tannin ngưng tụ)



1.2.3. Các hợp chất phenol thường gặp ở chi Calophyllum

1.2.3.1. Coumarin

Coumarin thuộc nhóm phenylpropanoid bao gồm các hợp chất phenol

tự nhiên có nhân thơm đính vào mạch nhánh 3 carbon. Các coumarin

thuộc chi Calophyllum có cấu trúc cơ bản như hình bên với R1 có thể

là nhóm: phenyl, methyl hoặc n-propyl. Nếu R1 là nhóm phenyl thì

gọi là neo-flavonoid [75], [100], [106].

Các coumarin đã phân lập và xác định cấu trúc trong vài thập niên trở lại đây là các

pyranocoumarin, furocoumarin, furo-pyranocoumarin, các coumarin đơn giản [71].

1.2.3.2. Xanthon

Thành phần hóa học của chi Calophyllum có nhiều dẫn suất

xanthon là các hợp chất phenol thường có màu vàng và có cấu trúc

cơ bản như hình bên.

Có thể xếp loại xanthon phân lập từ Calophyllum inophyllum theo số lượng nhóm

thế chứa oxy trên cấu trúc cơ bản như: xanthon 1 oxy, 2 oxy, 3 oxy... [100], [106],

[75]. Các nhóm thế có thể là OH, OMe, isoprenyl, COOMe [71].

1.2.3.3. Chromanon

Ngoài coumarin và neo-flavonoid, xanthon, còn có các flavonoid,

biflavonoid và ở một số loài như inophyllum và tomentosum còn có

các dẫn xuất chromanon có cấu trúc cơ bản như hình bên [71], [100].

1.2.4. Một số phương pháp chiết xuất hợp chất phenol [33]

1.2.4.1. Phương pháp chiết lỏng-lỏng

Các yếu tố góp phần vào hiệu lực của sự chiết bằng dung môi là: loại dung môi, pH,

nhiệt độ, số bước và thể tích dung môi.

- Bản chất của dung môi: dung môi sử dụng rộng rãi nhất để chiết hợp chất phenol

là methanol và hỗn hợp methanol/nước. Các dung môi khác như aceton, ethyl

acetat và hỗn hợp thường cho hiệu suất thấp hơn.

- pH của môi trường chiết xuất: pH xác định mức độ hòa tan của chất tan và cũng

ảnh hưởng đến sự hòa tan có thể có của phần có thể thủy phân được.

O

O

R2

R1

O

R1O
R2

R3

O

R4 R5

O

O

O



- Nhiệt độ: nhiệt độ cao làm gia tăng hệ số tan và khuếch tán của các chất được

chiết và làm giảm độ nhớt của dung môi. Tuy nhiên, nhiệt độ cao quá có thể làm

thoái biến các hợp chất phenol.

- Số bước chiết xuất và thể tích dung môi. Hiệu suất chiết gia tăng theo số bước

chiết. Thí dụ chiết bằng 50 ml dung môi x 4 lần cho hiệu suất cao hơn chiết 1 lần

x 200 ml dung môi. Chiết để định lượng cho hiệu suất cao nhất với 3-5 lần chiết

tuần tự.

1.2.4.2. Phương pháp chiết rắn-lỏng

Phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE)

Kỹ thuật chiết lỏng dưới áp suất tức là chiết bằng dung môi ở áp suất và nhiệt độ

cao mà không đạt tới điểm tới hạn của chúng. Kỹ thuật này có nhiều tên gọi khác

nhau như: chiết dung môi gia tốc (Accelerated Solvent Extraction-ASE), chiết lỏng

dưới áp suất (Pressurized Fluid Extraction-PFE; Pressurized Liquid Extraction-

PLE), chiết dung môi nóng áp suất cao (Pressurized Hot Solvent Extraction-PHSE),

chiết dung môi áp suất cao (High-Pressure Solvent Extraction-HPSE), chiết dung

môi nhiệt độ cao, áp suất cao (High-Pressure, High Temperature Solvent

Extraction-HPHTSE), chiết dung môi chưa tới hạn (Subcritical Solvent Extraction-

SSE). Tuy có nhiều tên gọi nhưng thuật ngữ chiết lỏng dưới áp suất (Pressurized

Liquid Extraction-PLE) được chấp nhận rộng rãi nhất. Từ những năm 2000 phương

pháp PLE bắt đầu được áp dụng để chiết các hợp chất phenol. Trong phương pháp

này, dùng nhiệt độ và áp suất cao để gia tốc cho quá trình chiết. Áp suất làm tăng

tiếp xúc giữa dịch chiết và mẫu trong khi nhiệt độ cao phá vỡ các liên kết trong

matrix phenol. Dung môi nóng làm biến tính tế bào do làm đông lipoprotein làm

cho sự thẩm thấu của thành tế bào ngày càng ít chọn lọc. Qua sự làm nóng lại, thể

tích pha lỏng nội tăng dẫn đến tăng áp suất gây ra sự tuần hoàn ly tâm của các dung

dịch qua các lỗ [110].

Phương pháp này thực hiện chiết trong khí quyển trơ tránh ánh sáng cho hiệu suất

cao vì các hợp chất phenol kém bền trong điều kiện có oxy và ánh sáng.



1.3. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VỀ HỢP CHẤT PHENOL TỪ QUẢ MÙ U

1.3.1. Một số công trình nghiên cứu xác định hợp chất phenol

Ngoài nước

Năm 2003, Shen và cộng sự chiết xuất hạt Mù u đã nghiền mịn bằng EtOH. Sau khi

đuổi dung môi, cắn hòa trong nước và lắc với EtOAc rồi cô dưới áp suất giảm thu

được cao EtOAc. Tiến hành sắc ký cột silica gel, rửa giải bằng hỗn hợp n-hexan-

EtOAc với độ phân cực tăng dần thu được 8 phân đoạn. Hai phân đoạn trong số đó

tiếp tục phân tách qua cột silica gel, rửa giải bằng hỗn hợp n-hexan-CHCl3-MeOH

với các tỷ lệ khác nhau phân lập được inocalophyllin A (18), B (12). Một phân đoạn

khác đem sắc ký trên silica gel, rửa giải bằng hỗn hợp n-hexan-aceton thay đổi tỷ lệ

thu được 3 phân đoạn. Dùng sắc ký lớp mỏng điều chế để tách từ 3 phân đoạn này

inocalophyllin A, B methyl ester (18, 16) và calophyllolid (22). Các tác giả tiếp tục

methyl hóa inocalophyllin A, B methyl ester (18, 16) bằng diazomethan thu được

inocalophyllin A, B dimethylat [38].

Trong một công trình khác vào năm 2004, Yimdjo và cộng sự đã chiết hạt Mù u

bằng phương pháp ngấm kiệt ở nhiệt độ phòng bằng hỗn hợp CH2Cl2-MeOH (1:1),

đuổi dung môi dưới áp suất giảm rồi tiến hành phân lập trên cột silica gel, rửa giải

bằng hỗn hợp n-hexan-EtOAc với độ phân cực tăng dần thu được 6 phân đoạn. Một

phân đoạn trong số đó đem sắc ký trên cột silica gel, rửa giải bằng hỗn hợp n-

hexan-EtOAc thu được một chất rắn, đem kết tinh lại và xác định là calophyllolid

(22) dạng phiến màu trắng. Ngoài ra còn thu được calaustralin (24), inophyllum C

(9), E (11) [123].

Gần đây nhất, vào năm 2009, Leu và cộng sự đã phân lập trong nhựa tách loại từ

dầu hạt Mù u ở Polynesia thuộc Pháp 16 coumarin thuộc dòng inophyllum bao gồm

calophyllolid (22), dòng calanolid, dòng inocalophyllin và tamanolid. Tuy nhiên,

chi tiết của quá trình chiết tách không được công bố [101].

Trong nước

Từ nhựa Mù u dư phẩm, trong phòng thí nghiệm và trong sản xuất pilot, áp dụng

nguyên tắc đóng mở vòng lacton bằng acid và kiềm để thay đổi độ tan của



coumarin, rồi dùng dung môi hữu cơ thích hợp để chiết xuất đã thu được 0,15% cắn

coumarin.

Từ nhân hạt đã ép dầu bằng cách chuyển qua các loại dung môi: benzen, ether dầu

hỏa, methanol, người ta cũng đã thu được 1,5% cắn coumarin.

Năm 2002, Trần Thanh Thạo và cộng sự đã áp dụng phương pháp Spath để chiết

xuất coumarin. Dựa vào nguyên tắc coumarin tan trong nước khi mở vòng lacton ở

môi trường kiềm và tan trong dung môi hữu cơ kém phân cực khi đóng vòng lacton

ở môi trường acid, tác giả đã kiềm hóa bằng NaHCO3 rồi acid hóa bằng dung dịch

HCl 10% thu được cắn coumarin. Dùng kỹ thuật sắc ký cột áp suất giảm với pha

tĩnh là silica gel 60H, các dung môi như: n-hexan, cyclohexan, benzen, ethyl acetat

và methanol theo nguyên tắc tăng dần độ phân cực để phân lập calophyllolid (22)

[5].

1.3.2. Thành phần hóa học của hạt Mù u

Từ năm 1985, các nghiên cứu về Mù u tại Khoa Dược – Đại học Y Dược TP. Hồ

Chí Minh cho biết: hạt Mù u chứa 41 - 51% dầu thô, trong dầu thô có 71,5% dầu

béo và 28,5% chất nhựa. Hoạt chất chính trong hạt Mù u thuộc nhóm 4-

phenylcoumarin. Thành phần coumarin của nhân hạt Mù u so sánh với nhân hạt đã

loại dầu bằng phương pháp ép (bã hạt) gồm 9 vết trên sắc k ý lớp mỏng, đã phân lập

được 4 hợp chất coumarin đặt tên là A2, A3, A4, A9 và 2 hợp chất không cho phản

ứng với thuốc thử của coumarin. Thành phần coumarin trong dầu Mù u tinh chế

tương tự như trong nhựa dư phẩm gồm 8 vết t rên sắc ký lớp mỏng, đã phân lập

được 4 hợp chất coumarin đặt tên là A, D, E, F và hợp chất X không cho phản ứng

với thuốc thử của coumarin. Các tác giả đã sơ bộ kết luận đó là các coumarin thuộc

nhóm 4-phenyl coumarin mà các tài liệu khác đã đề cập đến [3],[4].

Hàm lượng coumarin chiết xuất được xác định bằng phương pháp khối lượng: trong

dầu Mù u thô là 0,77%, trong Mù u dầu tinh chế là 0,50%, trong nhựa dư phẩm là

0,15%, trong bã hạt đã loại dầu bằng phương pháp ép từ 1,75 - 2,13% [4].



1.3.3. Tác dụng dược lý của dầu Mù u [4]

Năm 2000, các nghiên cứu về tính kháng khuẩn, kháng nấm, kháng viêm do các nhà

khoa học tại Khoa Dược, Đại học Y-Dược TP.HCM thực hiện cho biết: so sánh dầu

Mù u thô, dầu Mù u tinh chế và thuốc mỡ BALSINO thì dầu Mù u tinh chế tác dụng

kém hơn dầu Mù u thô. Thuốc mỡ BALSINO chỉ chứa 61% dầu mù u tinh chế phối

hợp với 1,3% tersol vẫn cho tác dụng tương đương với dầu Mù u tinh chế. Tuy

nhiên khi nghiên cứu tác dụng làm lành sẹo và tác dụng kháng viêm trên mô hình

gây bỏng thực nghịêm thì dầu Mù u tinh chế tốt hơn dầu Mù u thô.

Nồng độ ức chế tối thiểu MIC (g/ ml) của dầu Mù u

Dầu Mù u thô Dầu Mù u tinh chế BALSINO

Streptococcus faecalis 64 128 128

Streptococcus aureus 32 64 64

MRSA 64 128 128

Dầu Mù u có tính kháng vi nấm và kháng khuẩn mạnh trên vi khuẩn Gram (+), yếu

hơn với vi khuẩn Gram (-).

Độ pha loãng của dầu Mù u và tác dụng ức chế vi khuẩn, vi nấm

Vi khuẩn

Gram (+)

Vi khuẩn

Gram (-)

Microsporum

canis

Trichophyton

rubrum

Epidermophyton

floccosum

Độ pha loãng 1/5000 1/4 1/100 1/100 1/200

1.3.4. Tiêu chuẩn hóa dầu Mù u và chế phẩm

Theo chuyên luận Dầu Mù u của Dược điển Việt nam IV: Dầu Mù u là dầu ép từ

hạt của cây Mù u (Calophyllum inophyllum L.) họ Bứa (Clusiaceae) đã được tinh

chế loại bỏ phần “nhựa”. Các chỉ tiêu kiểm nghiệm bao gồm: mô tả, tỉ trọng tương

đối, chỉ số acid, chỉ số xà phòng hóa, định tính hợp chất phenol và coumarin bằng

phương pháp hóa học và sắc ký lớp mỏng đối chiếu với dầu Mù u chuẩn [1]. Các

dược điển: Hoa kỳ 2012, châu Âu 7.0, Nhật 2006, Quốc tế 4, Trung quốc 2010 đều

chưa thấy có chuyên luận về các bộ phận dùng cũng như thuốc từ dược liệu Mù u.



Một số chế phẩm với nguyên liệu là dầu Mù u như: “Dầu Mù u” của công ty cổ

phần dược Minh Hải, thuốc mỡ “Trăn Mù u” của công ty cổ phần dược phẩm

Quang Minh, chế phẩm “Dầu Mù u Inopilo” của Công ty trách nhiệm hữu hạn

Thương mại và sản xuất Dược phẩm Bình Minh, chế phẩm “Dầu Mù u SP” của

Công ty trách nhiệm hữu hạn Dược phẩm Phương Nam, thuốc mỡ Dầu Mù u K9

của cơ sở sản xuất thuốc Đông dược Cửu long…đã có tiêu chuẩn cơ sở nhưng

không cao hơn tiêu chuẩn dược điển Việt nam IV.

1.4. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH HỢP CHẤT PHENOL TỪ MÙ

U

1.4.1. Phương pháp sắc ký

Định tính xanthon bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng: [37], [75], [111].

Nabiel đã khảo sát 60 hệ dung môi trên chất hấp phụ là  silica gel ở 25 ± 2 oC. Kết

quả chọn được các hệ dung môi khai triển tốt nhất:

 Cloroform - acid acetic (4:1); (90:10); (85:15); (80:20)

 Cloroform - benzen (7:3)

 Cloroform - ethyl acetat (các tỷ lệ khác nhau)

 Clorform

Phát hiện bằng màu sắc các vết dưới ánh sáng tử ngoại với hoặc không có amoniac

hoặc bằng cách phun thuốc thử của hợp chất phenol.

Giá trị Rf tăng khi tăng độ phân cực của hệ dung môi triển khai. Khuyến cáo không

dùng các hệ dung môi có trên 60% dung môi phân cực (như ethyl acetat, aceton và

methanol) vì giá trị Rf quá cao. Giá trị Rf tỷ lệ nghịch với số nhóm hydroxyl, tỷ lệ

thuận với số nhóm methyl. Nếu xanthon ở dạng glycosid thì sẽ không di chuyển với

các hệ dung môi cho aglycon.

Năm 1975, Chawla và cộng sự đã công bố công trình khai thác hiệu ứng tạo phức 

trên giá trị Rf và đã thu được kết quả phân tách và định danh một số

hydroxyxanthon.

Bản mỏng bằng thủy tinh (15 x 20 x 0,3 mm) phủ silica gel để vào bình sắc ký hình

chữ nhật chứa dung dịch nitrobenzen 2%/benzen trong 14 giờ, sau đó để khô trong



bình hút ẩm trước khi sử dụng. Chấm các dung dịch trong methanol (0,1 ml) của

từng hydroxyxanthon và hỗn hợp của chúng (1 mg/ml) tại điểm xuất phát bằng ống

mao quản. Sấy khô và triển khai bằng hệ dung môi: benzene – xylem - ethyl format

- acid formic (15:35:40:10) trong bình bão hòa 30 phút. Phát hiện vết bằng cách hơ

hơi iod, dung dịch sắt (III) clorid trong cồn và dung dịch acid sulfuric 15%.

Xác định xanthon bằng phương pháp sắc ký khí

Năm 1971, Jefferson và cộng sự đã phân tích 1,5-dihydroxyxanthon bằng phương

pháp sắc ký khí trên mẫu chưa xử lý, mẫu tạo dẫn suất methoxy và trimethylsilyl

hóa. Máy sắc ký khí Varian 1400 với đầu dò ion hóa ngọn lửa, cột thép không gỉ

hình xoắn ốc, đường kính ngoài 3,175 mm, dài 2,438 m. Pha tĩnh là silicon SE-30

2% tẩm trên Chromosorb W. Kết quả cho thấy ở nhiệt độ thấp, pic của các dẫn xuất

methoxy và trimethylsilyl hóa cân đối hơn so với mẫu không tạo dẫn suất [90].

Xác định coumarin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao

Frederic và cộng sự đã dùng cột silica (Uptisphere), lỗ sốp 120 Ao, hạt 5 µm, kích

thước 250 mm x 4,6 mm để tách các coumarin khác nhau có trong cao lá Mù u

Calophyllum inophyllum bằng hệ thống HPLC tiêm mẫu tự động với đầu dò UV-

DAD, phát hiện ở bước sóng 360 nm. Tốc độ dòng 1 ml/phút. Chương trình dung

môi: i-propanol-i-octan từ 1-20% (tt/tt) trong 25 phút, từ 20/80 (tt/tt) trong 25 phút,

sau đó cân bằng trong 15 phút. Thời gian lưu của các chất lần lượt là calophyllolid

21,3 phút; inophyllum B 23,9 phút; inophyllum P 24,5 phút; inophyllum G1 25,6

phút; inophyllum G2 26,7 phút; inophyllum C 31,4 phút. Định danh các pic bằng

cách so sánh với phổ UV của các phân tử tinh khiết đã biết phân tích trong cùng

điều kiện sắc ký. Định lượng bằng cách sử dụng đơn vị diện tích AU của các pic

tương ứng ở 360 nm [23].

Xác định coumarin bằng phương pháp sắc ký khí

Năm 1972, Games đã công bố công trình phân tích các dẫn chất 4-phenyl coumarin

bao gồm calophyllolid trong Calophyllum inophyllum bằng GC/MS dùng cột nhồi

OV 1 3% hoặc OV 17 3% trên Gas Chrom Q ghép phổ khối bằng thủy tinh thông

qua bộ tách 2 thì Watson-Biemann. Kết quả thực nghiệm cho thấy pic cơ bản đúng



bằng phân tử khối của chất calophyllolid là 416 trừ 15 tức 401 và có sự hiện diện

của 2 mảnh ion tại m/z 55 và 83 [64].

1.4.2. Phương pháp phổ nghiệm

Định tính xanthon bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến

Xanthon có các đặc trưng phổ riêng với các cực đại ở  230-245, 250-265, 305-330

và 340-400 nm. Phổ có đặc trưng chuyển dịch bathochromic trong kiềm, nhôm

clorid và acid natri acetat-boric, chuyển dịch này thay đổi tùy theo số và vị trí các

nhóm thế hydroxyl [75].

Định tính coumarin bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến

Coumarin có hai đỉnh chính ở trong khoảng 310-315 nm và 220-230 nm và thêm

vào đó 1 hay 2 cực đại phụ có thể chuyển thành vai (Goodwin và Pollock, 1954).

Huỳnh quang màu xanh lá hay xanh lam quan sát thấy dưới đèn UV khi coumarin

phản ứng với một số thuốc thử và sau khi xử lý với dung dịch amoniac.

Các thuốc thử bao gồm: (1) dung dịch sắt III clorid 1-2% trong methanol; (2) thuốc

thử Pauly (acid sulfanilic diazo hóa); (3) thuốc thử Gepfner (dung dịch đồng lượng

natri nitrit 1% và acid acetic 10%); (4) thuốc thử Millon [109].

Định tính xanthon bằng phương pháp phổ cộng hưởng từ hạt nhân

Philip và cộng sự đã ghi phổ 13C-NMR của 36 xanthon tìm thấy trong tự nhiên. Độ

chuyển dịch hóa học của các xanthon thế có thể dự đoán từ các bảng ghi ảnh hưởng

thế đánh giá so với xanthon đơn giản hay nói cách khác có thể xác định kiểu thế của

một xanthon chưa biết từ phổ 13C-NMR [72].

1.5. MỘT SỐ KHÁI NIỆM VỀ CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

Theo hướng dẫn của cơ quan Dược phẩm châu Âu (EMEA) về tiêu chuẩn chất

lượng thuốc từ dược liệu ban hành năm 2006, các chỉ tiêu trong tiêu chuẩn chất

lượng thuốc từ dược liệu bao gồm: cảm quan, định tính, nước, tạp chất (dung môi

tồn dư, vô cơ, kim loại nặng, vi sinh vật và nấm, thuốc trừ sâu…) và định lượng.

Trong đó phép thử định tính bằng phương pháp sắc ký chỉ dựa vào thời gian lưu

không được công nhận là đặc hiệu mà cần phải dùng các kỹ thuật ghép nối như

HPLC-DAD, LC-MS, GC-MS. Cần có phương pháp chuyên biệt để định lượng các



chất có tác dụng trị liệu đã biết hoặc các chất điểm chỉ [57]. Theo EMEA, phải định

tính và định lượng thành phần có hoạt tính trong nguyên liệu và chế phẩm từ dược

liệu [56]. Trong 2 thập kỷ qua, các kỹ thuật sắc ký ghép khối phổ nhằm thu được

thông tin về cấu trúc chất phân tích trở thành phương pháp quan trọng nhất để định

danh các chất đã biết hoặc chưa biết. Các kỹ thuật này bao gồm sắc ký khí mao

quản hay sắc ký lỏng với đầu dò DAD hoặc phổ khối (HPLC-DAD, GC-MS và LC-

MS) là các phương pháp ưa thích để phân tích thuốc từ dược liệu [35].

1.5.1. Một số định nghĩa về chất chuẩn đối chiếu

Chất chuẩn đối chiếu hóa học chính [120]

Một chất chuẩn đối chiếu hóa học chính được thừa nhận rộng rãi là có chất lượng

thích hợp trong một bối cảnh cụ thể và giá trị của nó được chấp nhận mà không dựa

vào sự so sánh với một chất hóa học khác.

Chất chuẩn đối chiếu dược điển Mỹ [116]

Là các chất chọn lựa do có độ tinh khiết cao, có các đặc tính đo lường được và thích

hợp cho mục đích dự kiến.

Chất đối chiếu hóa học Dược điển châu Âu [120]

Một chất hay hỗn hợp các chất dự kiến sử dụng như nói rõ trong chuyên luận hoặc

chuyên luận chung của  Dược điển châu Âu. Đây là các chuẩn chính, ngoại trừ một

số chất, nhất là kháng sinh tính theo đơn vị quốc tế là chuẩn thứ cấp nối từ chuẩn

quốc tế.

Chất đối chiếu theo cơ quan Thực-Dược phẩm Hoa kỳ [61]

Một mẻ hay lô thuốc được điều chế đặc biệt, hoặc là bằng cách tổng hợp độc lập

hoặc bằng cách tinh chế nguyên liệu sản xuất và bằng một tập hợp các phép phân

tích sâu rộng cho thấy là một chất đáng tin cậy có độ tinh khiết cao nhất có thể đạt

đến một cách hợp lý. Chuẩn này thường dùng để giải thích cấu trúc và dùng làm

chuẩn liên kết để thiết lập chuẩn làm việc.

Chất đối chiếu theo ICH-Q6A [58]

Chuẩn đối chiếu hay chất đối chiếu là chất được điều chế để có chất lượng thích

hợp dùng làm chuẩn trong định tính, định lượng và thử tinh khiết. Chất chuẩn đối



chiếu là dược chất mới dùng trong định lượng thì tạp chất phải được định danh và

theo dõi hàm lượng.

Chất chuẩn đối chiếu hóa học thẩm tra theo Dược điển Hoa kỳ về dược liệu

[42]

Chuẩn đối chiếu hóa học thẩm tra theo Dược điển Hoa kỳ về dược liệu trình bày

chính xác mức độ tinh khiết, phương pháp hoặc phương tiện để đánh giá độ tinh

khiết. Chuẩn này cũng được thẩm tra một cách độc lập về định danh mức độ tinh

khiết.

Chất điểm chỉ

Cơ quan Dược phẩm châu Âu (EMEA) định nghĩa chất điểm chỉ là các thành phần

hay nhóm các thành phần hóa học của dược liệu hay thuốc từ dược liệu được quan

tâm sử dụng cho mục đích kiểm tra chất lượng bất kể chúng có tác dụng trị liệu hay

không [59].

Lựa chọn các chất điểm chỉ [73]

Theo EMEA có 2 loại chất điểm chỉ: chất điểm chỉ phân tích là chất hoặc nhóm

chất chỉ phục vụ cho mục đích phân tích còn chất điểm chỉ có hoạt tính là chất hoặc

nhóm chất được thừa nhận có đóng góp vào tác dụng điều trị.

Srinivasan đề nghị 4 loại chất đối chiếu sau: hoạt chất, chất điểm chỉ có hoạt tính,

chất điểm chỉ phân tích và chất điểm chỉ cấm đoán. Hoạt chất là chất có các tác

dụng lâm sàng rõ ràng; chất điểm chỉ có hoạt tính là chất có đóng góp vào hiệu lực

lâm sàng; chất điểm chỉ phân tích không có tác dụng lâm sàng hay dược lý; chất

điểm chỉ cấm đoán biểu thị tính gây dị ứng hoặc gây độc. Tất cả các chất điểm chỉ

trên có thể góp phần vào việc lượng giá, tiêu chuẩn hóa và đánh giá an toàn thuốc

có nguồn gốc dược liệu.

Lin và cộng sự mở rộng sự phân loại của Srinivasan thành 7 loại bao gồm: hoạt

chất, chất điểm chỉ có hoạt tính, chất điểm chỉ nhóm, dấu vân tay hóa học, chất

điểm chỉ phân tích, chất điểm chỉ “ma” và chất điểm chỉ cấm đoán.

Chất điểm chỉ nhóm có cấu trúc hóa học và/hoặc lý tính tương tự. Hoạt tính dược lý

của chúng không nhất thiết được biết, thí dụ các polysaccarid. Loại chất đối chiếu



này không nhất thiết chuyên biệt và có thể dễ dàng bị che bởi các thành phần khác

đặc biệt là trong các biệt dược. Chất đối chiếu “ma” là các thành phần có tác dụng

dược lý đã biết; tuy vậy, có thể không phát hiện được chúng trong một số thuốc

thảo dược do có hàm lượng thấp. Chất điểm chỉ cấm đoán là chất có độc tính hoặc

gây dị ứng khiến cho sự hiện diện của chúng là không mong muốn và cần có giới

hạn nghiêm ngặt về hàm lượng [115].

Songlin Li và cộng sự đề xuất chia các chất đối chiếu hóa học thành 8 loại: (1) các

chất có tác dụng trị liệu, (2) các chất có hoạt tính sinh học, (3) các chất đồng vận,

(4) các chất đặc trưng, (5) các chất chính, (6) các chất tương tự, (7) các chất có độc

tính, (8) các chất phổ biến dùng chung với phổ dấu vân tay.

Các chất có tác dụng trị liệu

Các chất này có tác dụng điều trị trực tiếp trong thuốc có nguồn gốc dược liệu và có

thể dùng như chất đối chiếu hóa học cho định tính và định lượng.

Các chất có hoạt tính sinh học

Là các chất có cấu trúc khác nhau trong thuốc từ dược liệu; từng thành phần có thể

không có tác dụng điều trị nhưng kết hợp các chất này sẽ góp phần vào hiệu quả trị

liệu. Các chất có hoạt tính sinh học này có thể dùng làm chất đối chiếu trong định

tính và định lượng.

Các chất đồng vận

Các chất này không góp phần vào hiệu quả điều trị hoặc tác dụng sinh học có liên

quan một cách trực tiếp. Tuy nhiên, chúng tác động hiệp lực làm tăng cường hoạt

tính sinh học các thành phần khác, do đó điều chỉnh hiệu quả điều trị của thuốc từ

dược liệu. Các chất đồng vận dùng làm chất đối chiếu trong định tính, định lượng.

Các chất đặc trưng

Các chất này có thể đóng góp vào hiệu quả trị liệu và chúng phải chuyên biệt

và/hoặc là các chất đáng chú ý trong thuốc từ dược liệu.

Các chất chính

Là các chất có hàm lượng cao nhất trong thuốc từ dược liệu (hoặc hàm lượng cao

hơn đáng kể so với các thành phần khác). Các chất này không phải là các chất đặc



trưng và hoạt tính sinh học của chúng có thể chưa được biết. Các chất chính này có

thể dùng để định tính và định lượng thuốc từ dược liệu nhất là khi phân biệt và đánh

giá độ ổn định.

Các chất tương tự

Các chất tương tự trong thuốc từ dược liệu có mối liên quan gần nhau. Thí dụ các

chất này có thể là tiền chất, sản phẩm hoặc chất chuyển hóa của phản ứng thuộc

enzym hoặc hóa học. Các chất tương tự có thể dùng làm chất đối chiếu để đánh giá

chất lượng thuốc từ dược liệu có nguồn gốc từ các vùng địa lý khác nhau và bảo

quản trong thời gian khác nhau.

Các chất có độc tính

Theo tài liệu y dược học cổ truyền và các nghiên cứu độc chất hiện đại cho thấy một

số chất có độc tính trong thuốc từ dược liệu. Các chất này có thể dùng làm chất đối

chiếu để phát hiện các chất có độc tính trong thuốc từ dược liệu.

Các chất phổ biến dùng cùng với kỹ thuật “dấu vân tay”

Là các chất thông thường và chuyên biệt hiện diện trong chi, loài hay họ dược liệu.

Các chất này có thể sử dụng cùng với kỹ thuật dấu vân tay để kiểm tra chất lượng.

1.5.2. Thiết lập các chất chuẩn đối chiếu

Theo hướng dẫn của WHO, cần đánh giá nhu cầu thiết lập để thu được nguồn

nguyên liệu, sau đó tiến hành đánh giá với chỉ tiêu phân tích tùy thuộc vào mục đích

sử dụng chất chuẩn đối chiếu. Sơ đồ cây dưới đây có thể áp dụng để đánh giá chất

chuẩn đối chiếu dùng cho định lượng [29], [120]:

Hình 1.1. Sơ đồ cây đánh giá chất chuẩn đối chiếu dùng cho định lượng

Phổ UV-Vis, phổ IR-Định danh và khẳng định nhóm chức

Phổ khối lượng MS-Phân tử lượng

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H và 13C)-Giải thích và khẳng định cấu trúc

Plasma cảm ứng (ICP)

Xác định tạp chất vô cơ

Tinh khiết sắc ký (HPLC-DAD)

Xác định tạp chất hữu cơ

Phân tích nhiệt trọng lượng (TGA)

Xác định tạp chất bay hơi

“Nguồn: Browne, 2009 [29]”



Hạt Mù u

CHƯƠNG 2

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1.  ĐỐI TƯỢNG

Các hợp chất phenol.

2.2. NGUYÊN VẬT LIỆU

 Nhựa tách loại khi tinh chế dầu thô ép từ hạt Mù u thu được như trong sơ đồ

hình 2.1.. Chất lỏng có màu xanh lá đậm, mùi đặc trưng do Khoa Dược-Đại

học Y Dược TP. Hồ Chí Minh cung cấp năm 2008.

 Vỏ quả Mù u do công ty Natural Pro thu tại tỉnh Bến tre cung cấp năm 2008

(Hình PL 1.3).

Hình 2.1. Sơ đồ quá trình ép dầu và tách loại nhựa Mù u

 Chế phẩm dầu Mù u Inopilo (Hình PL. 1.4) của công ty TNHH thương mại

& sản xuất dược phẩm Bình Minh, số đăng ký: VNB-4288-05, hạn dùng:

2/2015, mỗi chai chứa:

Lá lốt (Herba piperis lolot) 3,3 g

Dầu Mù u (Oleum Calophilli) vừa đủ 15 ml

Dầu thô (51,0%)

Bã hạt Ép nguội

Tinh chế

Dầu Mù u tinh chế

(36,5%)

Nhựa Mù u

(14,5%)
“Nguồn: Nguyễn Khắc

Quỳnh Cứ, 1998 [3], [4]”



2.3. DUNG MÔI, HÓA CHẤT VÀ THIẾT BỊ THÍ NGHIỆM

2.3.1. Dung môi, hóa chất

Các loại dung môi methanol, ethanol, ethyl acetat, cloroform, n-hexan dùng trong

chiết xuất là loại kỹ thuật. Bản mỏng silica gel 60 F254 tráng sẵn (Merck). Silica gel

cỡ hạt 0,040-0,063 mm (Merck và BDH).

Các dung môi dùng trong kỹ thuât sắc ký lớp mỏng, sắc ký chân không như:

methanol, ethanol, ethyl acetat, chloroform, n-hexan, acetonitril…là loại tinh khiết

phân tích (Merck và JT Baker).

Các dung môi dùng trong kỹ thuât sắc ký lỏng (phân tích và điều chế), LC-MS, GC-

MS như: methanol, acetonitril, ethyl acetat… là loại dùng trong phương pháp sắc ký

(Merck). Nước dùng loại Milli-Q có trở kháng 18 megaohm-cm.

Thuốc thử pha chế theo Dược điển Việt nam IV:

Dung dịch sắt (III) clorid 5%

Hòa tan 5 g sắt (III) clorid (TT) trong nước vừa đủ 100 ml.

Vi khuẩn thử nghiệm, môi trường và đĩa kháng sinh chuẩn

Vi khuẩn thử nghiệm gồm: Gram-dương Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),

Gram-âm Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), vi khuẩn kháng cồn và acid

Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468). Các vi khuẩn này được cung cấp dưới

dạng vòng cấy của hãng Oxoid Ltd (Anh). Môi trường thạch dinh dưỡng của hãng

Oxoid Ltd (Anh). Môi trường thạch Mueller Hinton (MHA) của hãng BioMérieux

(Pháp). Đĩa kháng sinh chuẩn của hãng Oxoid Ltd (Anh).

Dụng cụ thí nghiệm khác

Bông thủy tinh của hãng Poly Glass Fibre (Malaysia) và bi thủy tinh (đường kính 1-

2 mm) loại JM30 của hãng Pan Abrasives (Singapore) dùng trong chiết lỏng dưới

áp suất.

2.3.2. Thiết bị thí nghiệm

 Kính hiển vi quang học Olympus BX 61.

 Máy đo điểm chảy Buchi B-545 tại Khoa Kiểm nghiệm Đông dược-Dược liệu-

Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM và Khoa Dược-Đại học Quốc gia Singapore.



 Cân phân tích Sartorius A200S (0,1 mg) tại Khoa Dược-Đại học Quốc gia

Singapore, Mettler Toledo AB 265-S (0,01 mg) tại Khoa Kiểm nghiệm các dạng

bào chế-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

 Máy quang phổ tử ngoại khả kiến Shimadzu 2450 tại Khoa Vật lý Đo lường-

Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM và Khoa Dược-Đại học Quốc gia Singapore.

 Máy quang phổ hồng ngoại FTIR Nicolet Magna 760 tại Khoa Vật lý Đo lường-

Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM và Khoa Hóa-Đại học Quốc gia Singapore.

 Máy sắc ký khí khối phổ GC-MS Shimadzu 2010: Bộ chích mẫu tự động AOC-

20i, phần mềm xử lý dữ kiện LabSolutions GCMSSolution phiên bản 2.5. tại

Khoa Dược-Đại học Quốc gia Singapore.

 Máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker AM 500 FT-NMR Spectrometer tại Viện

Hóa học-Viện Khoa học và Công nghệ Việt nam và Khoa Hóa-Đại học Khoa

học Tự nhiên TP.HCM; Bruker AM 300 FT-NMR Spectrometer tại Khoa Dược-

Đại học Quốc gia Singapore.

 Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao Shimadzu: Bộ kiểm tra hệ thống CBM-20Alite;

Bơm LC-20AD; Bộ chích mẫu tự động SIL-20AC; Buồng cột CTO-20AC; Đầu

dò PDA SPD-M20A; Phần mềm xử lý dữ kiện LCsolution tại Khoa Dược-Đại

học Quốc gia Singapore và Khoa Kiểm nghiệm các dạng bào chế-Viện Kiểm

nghiệm thuốc TP.HCM.

 Máy sắc ký lỏng điều chế Shimadzu: Bộ kiểm tra hệ thống SCL-10A VP; Bơm

LC-8A; Đầu dò UV-Vis: SPD-10 AV VP; Bộ thu mẫu: FRC-10A tại Khoa

Dược-Đại học Quốc gia Singapore và máy sắc ký lỏng điều chế Merck-Hitachi:

Bơm NOVAPREP 200; Cột: Phenomenex Luna C18 15 m, 130 Ao, 250 x 50

mm; Bộ chích mẫu: Rheodyne, loop 25 ml; Bộ thu mẫu: Gilson FC 204 tại Viện

Công Nghệ Hóa Học.

 Máy chiết lỏng dưới áp suất Dionex ASE-100 tại Khoa Dược-Đại học Quốc gia

Singapore.

 Bộ chiết Soxhlet tự động Buchi B-811 tại Khoa Dược-Đại học Quốc gia

Singapore.



 Máy phân tích nhiệt Shimadzu TGA-DTA model DTG-60A, bộ kiểm soát dòng

FC 60A tại phòng thí nghiệm Trung tâm hỗ trợ khách hàng công ty Shimadzu

(Asia Pacific) và thiết bị phân tích nhiệt trọng lực Mettler Toledo TGA/DSC 1

STARe System tại Khoa Vật lý Đo lường-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

 Máy nhiễu xạ tia X Bruker AXS SMART APEX CCD tại khoa Hóa-Đại học

Quốc gia Singapore.

Dụng cụ thủy tinh đã hiệu chuẩn và các dụng cụ thông thường khác trong phòng thí

nghiệm.

Nơi thực hiện đề tài:

- Bộ môn Hóa Phân tích-Kiểm nghiệm, Khoa Dược-Đại học Y Dược TP.HCM.

- Bộ môn Dược liệu, Khoa Dược-Đại học Y Dược TP.HCM.

- Khoa Kiểm nghiệm Đông dược-Dược liệu-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

- Khoa Kiểm nghiệm các dạng bào chế-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

- Khoa Vật lý Đo lường-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

- Khoa Kiểm nghiệm Nguyên liệu-Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.

- Phòng Hóa học các hợp chất tự nhiên-Viện Công nghệ Hóa học.

- Khoa Dược, Khoa Hóa-Đại học Quốc gia Singapore.

2.4. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.4.1. Nghiên cứu xác định hợp chất phenol

2.4.1.1. Nghiên cứu chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u

Xử lý nhựa Mù u để chiết xuất

Đồng nhất hóa nhựa trong các thùng bằng cách gộp nhựa vào một thùng 120 lít,

khuấy đều, để yên một tuần để tách lấy phần dầu còn lẫn.

Xử lý vỏ quả Mù u để chiết xuất

Xay vỏ quả thành bột bằng máy nghiền M5A-Fitzpatrick (Hoa Kỳ) và rây để thu

được các hạt có kích thước trung bình là 1,84 mm xác định theo phương pháp Dược

điển Mỹ 30 (2007) [116].



Chiết xuất hợp chất phenol từ nhựa

Phương pháp dùng dung môi kém phân cực có thay đổi pH

Dựa vào pKa ảnh hưởng đến chiết xuất hợp chất phenol. Nghiên cứu kiềm hóa bằng

các dung dịch kiềm khác nhau như: natri carbonat (TT), natri hydroxyd (TT),

amoniac (TT) đến các pH 7-8 và 8-9. Acid hóa dịch kiềm đến pH 3-4 rồi chiết bằng

dung môi kém phân cực [101], [106].

Phương pháp dùng dung môi phân cực không thay đổi pH

Dựa vào năng lực của dung môi phổ biến dùng để chiết hợp chất phenol là methanol

[33], [106], nghiên cứu tỉ lệ methanol/nước phù hợp nhất và phương pháp loại chất

cản trở để thu được nhiều hợp chất phenol và dịch chiết không bị lẫn dầu. Khảo sát

quy trình loại dầu dựa vào độ phân cực:

- Chiết phân bố lỏng - lỏng dịch chiết  MeOH/nước với ether dầu hỏa để loại bỏ

phần dầu.

- Loại dầu bằng cách làm giảm nồng độ dung môi có trong dịch chiết MeOH/nước

dưới áp suất giảm đến còn một nửa thể tích, để lắng và gạn bỏ phần dầu bên

dưới [45].

Chiết xuất hợp chất phenol từ vỏ quả [69], [87]

Hợp chất phenol trong vỏ quả chiết bằng các phương pháp: (1) chiết bằng dung môi dưới

áp suất (PLE); (2) chiết bằng soxhlet; (3) chiết ngấm kiệt.

Phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE) [117]

Dung môi chiết là n-hexan (TT) và methanol (TT).

Ống chiết được đặt lọc 10 µm ở một đầu, kế đến là lớp bông thủy tinh rồi cho vào

một lượng bột vỏ quả, thêm các hạt thủy tinh dày 1-2 mm để hạn chế khoảng trống

trong ống, tiếp tục cho lớp bông thủy tinh và lọc 10 µm ở đầu kia. Lọc 10 µm và

bông thủy tinh để ngăn các hạt bột vỏ mịn đi vào dịch chiết.

Điều kiện chiết

Thiết bị chiết lỏng dưới áp suất: ASE-100-Dionex (Hoa kỳ)

Áp suất : 1500 psi

Nhiệt độ : 120 oC

Thời gian chiết : 15 phút



Chu kỳ chiết : 1

Thể tích rửa : 60%

Thời gian làm sạch hệ thống bằng khí nitrogen : 90 giây

Cô dịch chiết dưới áp suất giảm ở 40 oC rồi định mức đến thể tích bằng methanol

(TT). Lọc dịch chiết bằng giấy lọc Whatman 40.

Phương pháp chiết soxhlet

Cân chính xác một lượng bột vỏ quả Mù u cho vào ống đựng mẫu bằng cellulose

kích thước 25 mm x 27 mm x 100 mm (Whatman, UK) rồi lắp vào bộ chiết soxhlet

tự động Buchi B-811(Thụy Sĩ) để chiết bằng methanol (TT) trong 8 giờ. Cô dịch

chiết dưới áp suất giảm ở 40 oC rồi định mức đến thể tích bằng methanol (TT). Lọc

dịch chiết bằng giấy lọc Whatman 40.

Phương pháp ngấm kiệt

Vỏ quả Mù u xay thành bột bằng máy xay Fritsch (Đức), được ngấm kiệt ngược

dòng với cồn 96% thu được dịch chiết cồn. Cô cách thủy dịch này đến cắn sệt như

sirô. Thêm nước vào cắn này theo tỷ lệ thích hợp rồi chiết với ethyl acetat. Cô dịch

chiết ethyl acetat dưới áp suất giảm ở 40 oC.

2.4.1.2. Thử tác dụng kháng khuẩn của cao chiết từ nhựa và vỏ quả Mù u

Áp dụng phương pháp khuếch tán trên thạch, tiêu chuẩn của CLSI theo khuyến cáo

của FDA [67].

Vi khuẩn thử nghiệm

1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

2. Staphylococcus aureus ATCC 6538 P

3. Mycobacterium smegmatis ATCC 14468

Các vi khuẩn này được cấy và cấy chuyển trên thạch dinh dưỡng đến thế hệ thứ sáu

trước khi đem thử nghiệm.



Kháng sinh chuẩn

Dùng các đĩa kháng sinh chuẩn: methicilin 5 µg cho Staphylococcus aureus,

carbenicilin 100 µg cho Pseudomonas aeruginosa và streptomycin 10 µg đối với

Mycobacterium smegmatis.

Môi trường

Môi trường hoạt hóa vi khuẩn thử nghiệm: thạch dinh dưỡng. Môi trường thử

nghiệm kháng sinh: thạch Mueller Hinton (MHA) 3,8% (kl/tt). Chuẩn bị môi trường

bằng cách hòa tan với nước theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Tiệt trùng ở 121 oC,

áp suất 1 atm trong 20 phút.

Chuẩn bị mẫu

Hòa tan mẫu trong dung môi đã dùng để chiết cao. Dùng micro pipet lấy một lượng

mẫu có chứa 100 µg cao tương ứng tẩm trên các đĩa giấy lọc đường Whatman số 54

đã tiệt trùng ở 121 oC, áp suất 1 atm trong 20 phút. Sấy khô các đĩa trên qua đêm ở

40 oC.

Tiến hành thử nghiệm

Đổ 20 ml thạch Mueller Hinton (MHA) 3,8% (kl/tt) vào các đĩa Petri 90 mm rồi để

yên cho đông lại. Rửa bề mặt các khóm vi khuẩn thử nghiệm bằng nước tiệt trùng.

Chuẩn hóa độ đục của nhũ dịch vi khuẩn tương đương với 1,5 x 108 CFU/ml (ống

McFarland 0,5). Pha loãng 10 lần nhũ dịch vi khuẩn đã chuẩn hóa theo ống

McFarland 0,5. Lấy 200 µl dịch treo này (3 x 106 CFU) cho vào giữa đĩa môi

trường thử nghiệm. Dùng que trải bằng thủy tinh để trải đều nhũ dịch vi khuẩn thử

nghiệm trên bề mặt thạch và để khô trong 15 phút. Đặt đĩa giấy lọc tẩm mẫu và đĩa

kháng sinh chuẩn cách khoảng đều nhau trên bề mặt thạch và để 30 phút cho các

chất kháng khuẩn khuếch tán. Ủ 18 giờ ở 37 oC đối với Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa và 48 giờ ở 37 oC đối với Mycobacterium smegmatis.



D2

Đọc kết quả

Đo đường kính vòng kháng khuẩn chung quanh các đĩa dùng đơn vị đo mm sau thời

gian ủ. Trung bình đường kính vòng kháng khuẩn: D = (D1 + D2)/2.

Hình 2.2. Đo đường kính vòng vô khuẩn. (Vòng tròn nhỏ có vạch là đĩa chứng

dương hoặc đĩa có tẩm cao. Phần không vạch là vùng ức chế vi khuẩn.)

Hoạt tính kháng khuẩn xác định bằng phần trăm tỉ số giữa trung bình đường kính

vòng kháng khuẩn của đĩa tẩm mẫu thử và trung bình đường kính vòng kháng

khuẩn của đĩa kháng sinh chuẩn đặt trong cùng một đĩa thạch. Tỉ số này càng cao

thì khả năng kháng khuẩn càng mạnh trên chủng vi khuẩn thử nghiệm.

% hoạt tính kháng khuẩn của cao = (Đường kính vòng vô khuẩn của mẫu thử/

Đường kính vòng vô khuẩn của đĩa kháng sinh chuẩn) x 100

Chuẩn bị các đĩa chứng dương (đĩa thạch cấy vi khuẩn không đặt đĩa kháng sinh

chuẩn) để đánh giá khả năng phát triển của vi khuẩn trên môi trường và chứng âm

(đĩa thạch không cấy vi khuẩn không đặt đĩa kháng sinh chuẩn) để khẳng định hiệu

lực sự hấp tiệt trùng và kỹ thuật thử nghiệm vô trùng.

D1

D2



2.4.1.3. Nghiên cứu phân lập và tinh chế các hợp chất phenol
Phân lập

Phương pháp sắc ký lỏng chân không (VLC)

Nạp mẫu là cao toàn phần chiết xuất được vào cột silica gel theo nguyên tắc nạp cột

khô. Tỷ lệ silica gel dùng để nạp cột gấp 7-10 lần lượng mẫu. Lần lượt rửa giải

bằng dung môi kém phân cực và thay đổi tỷ lệ dung môi để tăng dần độ phân cực

nhằm loại các dầu béo ra trước, và các hợp chất phenol sẽ được tách ra sau. Lượng

tăng dung môi phân cực hơn được thêm vào mỗi phân đoạn dung môi kế tiếp nhau.

Tăng độ phân cực lúc đầu ít (1%, 2%, 3%...) và sau đó có thể tăng lên với mức (5%,

10%, 20%...). Khi triển khai cột, cho vào cùng một thể tích dung môi/hệ dung môi

như nhau để thu các phân đoạn, hút thật khô rồi tiếp tục với các phân đoạn tiếp theo.

Kiểm tra bằng sắc ký lớp mỏng, phát hiện bằng quan sát dưới đèn ở các bước sóng

254, 365 nm, phun dung dịch sắt (III) clorid 5% (TT) rồi gộp các phân đoạn có các

thành phần giống nhau [78].
Tinh chế

Sau khi thu được các hợp chất khác nhau, tinh chế bằng phương pháp kết tinh lại

[18], [101], phương pháp sắc ký lỏng điều chế để thu được các hợp chất tinh khiết

[78]. Kiểm tra độ tinh khiết bằng TLC, HPLC:

 Kiểm tra bằng TLC: bản mỏng silica gel 60 F254 (Merck) với các hệ dung môi

có độ phân cực khác nhau: (1) Toluen-ethyl acetat (8:2); (2) n-hexan-ethyl

acetat (7:3); (3) Cloroform-methanol (9:1).

 Kiểm tra bằng HPLC: máy sắc ký lỏng Shimadzu LC-20AD, đầu dò chuỗi diod

quang SPD-M20A, cột pha đảo Shim-pack VP-ODS 150 mm x 4,6 mm x 5 µm,

pha động acetonitril/nước với chương trình dung môi tăng dần tỉ lệ dung môi

hữu cơ, tốc độ dòng 0,6 ml/phút, nhiệt độ cột 40 oC, phát hiện tại bước sóng

thích hợp.



2.4.1.4. Nghiên cứu xác định cấu trúc các hợp chất phenol phân lập được

Sử dụng phối hợp các phương pháp phổ nghiệm như: phổ UV-Vis, phổ IR, phổ khối

lượng, phổ NMR 1 và 2 chiều, phổ nhiễu xạ tia X để xác định cấu trúc của các hợp

chất phenol phân lập được [101].

- Ghi phổ UV-Vis để phân loại khung cấu trúc của hợp chất phenol như:

coumarin, xanthon...và so sánh với phổ của các hợp chất đã biết công bố trong

các tài liệu hoặc được ghi phổ song song.

- Ghi phổ hồng ngoại để xác định các nhóm chức như: carbonyl, hydroxyl hoặc

vòng thơm...

- Ghi phổ khối lượng theo chế độ tạo ion bằng bắn phá điện tử (EI-MS) ở 70 eV

để xác định các ion đặc trưng và có thể định danh bằng cách đối chiếu với phổ

khối lượng chuẩn của hợp chất phenol trong thư viện phổ (nếu có). Ghi phổ khối

lượng có độ phân giải cao HRESI-TOFMS để xác định khối lượng chính xác và

công thức nguyên của hợp chất [11].

- Ghi phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton và carbon 13 một và hai chiều: hòa tan

mẫu trong các dung môi như: methanol-d4, cloroform-d, DMSO-d6 với nội

chuẩn là TMS rồi ghi phổ trên thiết bị có tần số 300-500 MHz. Biện giải phổ đối

với các hợp chất mới hoặc so sánh với phổ của các hợp chất đã biết công bố

trong các tài liệu.

- Ghi phổ nhiễu xạ tia X để xác định cấu hình tuyệt đối khi hợp chất ở dạng tinh

thể.

2.4.2. Nghiên cứu thiết lập chất chuẩn đối chiếu

Theo phương pháp của FDA, USP, WHO, ISO guide 35, ISO 13528 và ISO 17043

cũng như mô hình của các nhà cung cấp chất chuẩn đối chiếu từ dược liệu như:

Chromadex, Sigma Aldrich, Cerilliant... bao gồm các bước sau: đánh giá các yêu

cầu ưu tiên và khẳng định nhu cầu, nghiên cứu tài liệu và lập kế hoạch, phân lập

nguyên liệu và tinh chế, xác định đặc tính lý hóa, đánh giá đồng nhất, thiết lập báo

cáo phân tích và chứng chỉ phân tích [20], [29], [47].



Áp dụng phương pháp khảo sát liên phòng thí nghiệm để xác định hàm lượng chất

chuẩn đối chiếu theo ISO guide 35. Phương pháp xác định tạp chất hữu cơ là HPLC

ghép với đầu dò dãy diod quang sau khi đã thẩm định. Áp dụng phương pháp phân

tích nhiệt trọng lượng theo USP 2007 [116] để xác định tạp chất bay hơi, phương

pháp plasma cảm ứng để xác định tạp chất vô cơ (Pb, As, Hg) theo Dược điển

Trung quốc 2010 [41].

2.4.2.1. Xây dựng bộ dữ liệu nhận dạng chất chuẩn đối chiếu điều chế

So sánh các phổ UV-Vis, IR, MS, NMR của chất chuẩn đối chiếu điều chế được với

phổ liên kết chuẩn trong cùng điều kiện thí nghiệm. Nếu không sẵn có chất chuẩn

đối chiếu đã được thiết lập để liên kết thì so sánh với các phổ tương ứng ghi trong

tài liệu đã công bố, thư viện phổ và/hoặc xác định cấu hình tuyệt đối bằng kỹ thuật

nhiễu xạ tia X nếu phân tử ở dạng tinh thể.

2.4.2.2. Đánh giá chất chuẩn đối chiếu điều chế

Xây dựng và thẩm định phương pháp phân tích xác định tạp chất hữu cơ [26],

[44], [82], [103]

Dựa vào tính phân cực/không phân cực của các chất cần phân tích, xây dựng

phương pháp HPLC phát hiện bằng đầu dò dãy diod quang (HPLC-DAD) để xác

định tạp chất hữu cơ chưa biết khi không định danh được tạp hoặc không có tạp

chuẩn bằng phương pháp phần trăm diện tích:

 Khảo sát các cột pha đảo RP C18 như: Shim-pack VP-ODS, Gemini NX C-18,

Zorbax C-18.

 Khảo sát pha động về thành phần, tỷ lệ và chương trình. Khảo sát các hệ dung

môi acetonitril-nước, dung dịch acid acetic 0,1-2%; methanol-nước, dung dịch

acid acetic 0,1-2%.

 Khảo sát nhiệt độ cột ở: 25, 30 và 40 oC.

 Khảo sát tốc độ dòng ở 0,6; 0,8 và 1 ml/phút.

 Khảo sát bước sóng phát hiện để thu được hàm lượng tạp chất là cao nhất tính

theo phương pháp phần trăm diện tích.



 Khảo sát nồng độ dung dịch hợp chất phenol đủ nhạy để phát hiện được tất cả tạp

và pic chính vẫn nằm trong khoảng tuyến tính để không làm sai lệch khi tính kết

quả.

 Thẩm định phương pháp phân tích, vận dụng theo hướng dẫn của ICH: thử tính

phù hợp của hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác, giới hạn phát

hiện.

Xác định tạp chất bay hơi bằng phương pháp phân tích nhiệt trọng lượng

Tốc độ gia nhiệt: 6 oC/phút.

Khoảng nhiệt độ: 30-150 oC.

Khí: Nitrogen.

Tốc độ dòng: 100 ml/phút.

Xác định tạp chất vô cơ (Pb, As, Hg) bằng phương pháp ICP -MS

Tốc độ khí nebulizer: 0,55 l/phút.

Tốc độ khí plasma: 15 l/phút.

Dwell: 15 ms.

Đồng vị theo dõi: As: 75; Pb: 208, 206; Hg: 202.

2.4.2.3. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng chất chuẩn đối chiếu

Dựa vào hướng dẫn của WHO, ISO, xây dựng chỉ tiêu chất lượng và phương pháp

đánh giá chất đối chiếu hóa học dùng cho định lượng bao gồm:

Bảng 2.1. Tiêu chuẩn chất lượng chất chuẩn đối chiếu theo WHO

Chỉ tiêu Phương pháp thử

Cảm quan Quan sát bằng mắt

Định tính UV-Vis; IR; MS; NMR; X-Ray

Điểm chảy Dược điển

Độ tinh khiết

- Tạp chất hữu cơ HPLC-DAD

- Nước và các chất hữu cơ bay hơi TGA

- Kim loại nặng ICP-MS

Định lượng Dược điển hoặc không dược điển



Độ tinh khiết (Tạp chất hữu cơ) được đánh giá ở tối thiểu 3 phòng thí nghiệm đạt

tiêu chuẩn ISO/IEC 17025: 2005 và/hoặc GLP để xác định giá trị ấn định, độ lệch

chuẩn và độ không đảm bảo đo [83], [84]. Sau cùng, xây dựng chứng chỉ phân tích

cho hợp chất phenol phân lập được dùng làm chất đối chiếu dựa vào các tài liệu

quốc tế về chất chuẩn, chất đối chiếu [20], [29],  [42], [47].

2.4.3. Nghiên cứu phương pháp định tính, định lượng hợp chất phenol từ nhựa

và vỏ quả Mù u.

2.4.3.1. Xây dựng và thẩm định quy trình phân tích xác định hợp chất phenol từ

nhựa và vỏ quả Mù u bằng phương pháp GC-MS.

Xây dựng phương pháp phân tích

Nếu chưa có tài liệu tham khảo về phương pháp xây dựng, dựa vào tính tan của hợp

chất cần xác định để chọn pha tĩnh, khảo sát chọn chương trình nhiệt độ thích hợp

[104], [105]. Thể tích tiêm mẫu: 1 µl. Nhiệt độ đầu dò phổ khối: nguồn ion: 250 oC;

giao diện: 200 oC. Kiểu thu dữ liệu: scan mode với khoảng quét: 50-450 amu để

định tính và SIM mode để định lượng với ion đích là pic cơ bản và 2 ion tham

chiếu.

Thẩm định phương pháp phân tích [82], [103]

- Thử tính phù hợ p của hệ thống

- Tính đặc hiệu: phổ khối lượng được xử lý loại nền bằng phần mềm AMDIS của

NIST và giải thích hoặc so sánh với phổ khối lượng chuẩn của hợp chất cần xác

định.

- Tính tuyến tính: khảo sát tương quan giữa cường độ mảnh ion cơ bản và nồng

độ chất cần định lượng.

- Độ chính xác: xác định độ lặp lại và độ chính xác trung gian.

- Độ đúng: thêm chuẩn vào mẫu đã biết hàm lượng ở ba mức nồng độ, mỗi mức

ba mẫu, tính tỷ lệ phục hồi và %RSD.



2.4.3.2. Xây dựng và thẩm định quy trình phân tích xác định hợp chất phenol

trong thuốc từ dầu Mù u bằng phương pháp HPLC-DAD

Khảo sát quy trình chuẩn bị dung dịch mẫu

Dựa vào các yếu tố ảnh hưởng để thiết kế thí nghiệm chọn quy trình xử lý mẫu

thích hợp [55]. Cân chính xác một lượng mẫu, làm ấm ở nhiệt độ thích hợp, thêm

hỗn hợp dung môi với tỷ lệ thích hợp và siêu âm trong thời gian thích hợp. Lọc qua

lọc 0,45 m.

Chọn quy trình xử lý cho diện tích pic chất cần định lượng là lớn nhất.

Bảng 2.2. Các yếu tố và mức để chọn điều kiện xử lý mẫu

Yếu tố ảnh hưởng Mức

1 2 3

A: Nhiệt độ mẫu (oC)

B: Hàm lượng methanol (%)

C: Thời gian làm ấm mẫu (phút)

D: Thời gian siêu âm (phút)

25

70

10

5

45

90

15

10

60

100

20

15

Bảng 2.3. Thiết kế thí nghiệm chọn điều kiện xử lý mẫu

Stt A: Nhiệt độ mẫu (o C) B: Hàm lượng

methanol (%)

C: Thời gian làm

ấm mẫu (phút)

D: Thời gian

siêu âm (phút)

1 25 70 10 5

2 25 90 15 10

3 25 100 20 15

4 45 70 15 15

5 45 90 20 5

6 45 100 10 10

7 60 70 20 10

8 60 90 10 15

9 60 100 15 5



Xây dựng phương pháp phân tích [17], [26].

Dựa vào khả năng hòa tan của mẫu trong pha động, xây dựng phương pháp gồm các

khảo sát sau:

- Khảo sát các cột pha đảo khác nhau: Zorbax C18 150 mm x 4,6 mm ID, 5 µm

(Agilent, Hoa kỳ), Gemini NX C18 150 mm x 4,6 mm ID, 5 µm (Phenomenex,

Đức),    Shim-pack VP-ODS 150 mm x 4,6 mm x 5 µm (Shimadzu, Nhật bản)

với tiền cột Thermosil® C18, 5 μm, 10,0 mm x 2,0 mm ID, (Thermo Electron

Corp., Anh)

- Khảo sát pha động: sử dụng các dung môi acetonitril, methanol, nước, acid

acetic 0,1-2%.

 Khảo sát nhiệt độ cột: 25-50 oC.

 Khảo sát tốc độ dòng từ 0,6-1 ml/phút.

 Khảo sát các bước sóng phát hiện trong vùng tử ngoại-khả kiến

Thẩm định phương pháp phân tích [82], [103]
- Thử tính phù hợp của hệ thống

- Tính đặc hiệu: phổ UV-Vis và độ tinh khiết của pic so sánh với phổ UV-Vis

chuẩn của hợp chất cần định lượng.

- Tính tuyến tính: khảo sát tương quan giữa diện tích pic và nồng độ chất cần định

lượng.

- Độ chính xác: xác định độ lặp lại và độ chính xác trung gian.

- Độ đúng: thêm chuẩn vào mẫu đã biết hàm lượng ở ba mức nồng độ, mỗi mức

ba mẫu, tính tỷ lệ phục hồi và %RSD.

Phân tích số liệu thực nghiệm

Tính các số liệu thống kê như giá trị trung bình, độ lệch chuẩn, độ lệch chuẩn tương

đối, khoảng tin cậy, phương trình hồi quy và hệ số tương quan hồi quy bằng phần

mềm Excel 5.0. Đánh giá phương trình hồi quy, độ chính xác trung gian… bằng test

t, test F [8], [47].



CHƯƠNG 3

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

3.1. NGHIÊN CỨU XÁC ĐỊNH HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ

QUẢ MÙ U

3.1.1. Chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u

3.1.1.1. Phương pháp dùng dung môi kém phân cực, thay đổi pH

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Quá trình chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng n-hexan (TT) thực hiện

theo sơ đồ hình 3.1. Cao n-hexan có phản ứng dương tính với dung dịch sắt (III)

clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm (Phụ lục 2).

Hình 3.1. Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng n-hexan

Na2CO3 10%, pH 8-9

Lắc để lắng tách lớp

Dịch acid

Cao n-hexan (40 g)
1,33%

Nhựa Mù u (3 kg)

(50g)

Nhựa Dịch kiềm

Dịch nhày

n- hexan

Dung dịch HCl 3,65%, pH 3-4

Dịch acid Dịch n-hexan

Cô áp suất giảm,
40 oC



Cô áp suất giảm, 40 oC
Để lắng

Cô áp suất giảm, 40 oC
Na2SO4 khan

Cô áp suất giảm, 40 oC

3.1.1.2. Phương pháp dùng dung môi phân cực, không thay đổi pH

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Quá trình chiết các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng hỗn hợp methanol-nước

(9:1) thực hiện theo sơ đồ hình 3.2. Cao methanol có phản ứng dương tính với dung

dịch sắt (III) clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm (Phụ lục 2).

Hình 3.2. Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng MeOH-nước (9:1)

3.1.2. Chiết xuất các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u

3.1.2.1. Phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE)

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Quá trình chiết các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng n-hexan (TT) và methanol

(TT) thực hiện theo sơ đồ hình 3.3. Các cao tương ứng có phản ứng dương tính với

dung dịch sắt (III) clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm (Phụ lục 2).

Hình 3.3. Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng phương pháp PLE

Nhựa Mù u (4 kg)

Dịch methanol-nướcNhựa

Dầu Dịch nước

Cao methanol (50 g)
1,25%

MeOH-nước (9:1)

Bột vỏ quả Mù u

Dịch n-hexan/MeOH

n-hexan/MeOH, 15 phút

Cao n-hexan/MeOH



3.1.2.2. Phương pháp chiết soxhlet

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Quá trình chiết các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng n-hexan (TT) và methanol

(TT) thực hiện theo sơ đồ hình 3.4. Các cao tương ứng có phản ứng dương tính với

dung dịch sắt (III) clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm (Phụ lục 2).

Hình 3.4. Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng phương pháp soxhlet

Kết quả chiết bằng phương pháp chiết PLE và chiết soxhlet trình bày ở bảng 3.1.

Bảng 3.1. Kết quả chiết xuất hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng PLE và soxhlet

TT Dung môi Khối lượng

mẫu (g)

Khối lượng

cao (g)

Hiệu suất

(% kl/kl)

Mô tả dịch chiết

Chiết PLE

1 Methanol

5,0

0,499 9,98 Dầu nhầy, màu nâu đậm

2 n-hexan 0,048 0,96 Sánh như dầu, màu vàng

Chiết soxhlet

1 Methanol

2,0

0,081 4,05 Sánh như dầu, màu vàng sậm

2 n-hexan 0,019 0,95 Rắn vô định hình, màu vàng

3.1.2.3. Phương pháp ngấm kiệt

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng.

Quá trình chiết các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng ethyl acetat (TT) thực hiện

theo sơ đồ hình 3.5. Cao tương ứng có phản ứng dương tính với dung dịch sắt (III)

clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm (Phụ lục 2).

n-hexan/MeOH, 8 giờ

Dịch n-hexan/MeOH

Cao n-hexan/MeOH

Cô áp suất giảm, 40 oC

Bột vỏ quả Mù u



Cô cách thủy loại cồn 96%

Lắc với EtOAc

Cô áp suất giảm, 40 oC
Na2SO4 khan, than hoạt

Hình 3.5. Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u bằng

phương pháp ngấm kiệt

3.2. THỬ TÁC DỤNG KHÁNG KHUẨN CÁC CAO CHIẾT TỪ NHỰA VÀ

VỎ QUẢ MÙ U

Kết quả tác dụng kháng khuẩn thử bằng phương pháp khuếch tán trên thạch của các

cao chiết được trình bày trong bảng 3.2. (Hình PL 3.1).

Bảng 3.2. Kết quả thử tác dụng kháng khuẩn của cao chiết từ nhựa và vỏ quả Mù u

Đường kính vòng kháng khuẩn

mẫu thử (100 g/đĩa)/mẫu chuẩn (%, n =2)

Chủng vi sinh vật thử nghiệm S. aureus ATCC

6538 P

Ps. aeruginosa

ATCC 9027

M. smegmatis

ATCC 14468

Đĩa kháng sinh chuẩn Methicillin 5 µg Carbenicillin 100 µg Streptomycin 10 µg

Bộ

phận

Cao Phương

pháp chiết

Nhựa

n-Hexan

Methanol

Dung môi

Dung môi

41,0

45,3

Âm tính

-

36,0

48,4

Vỏ quả

Methanol

Ethyl acetat

n-Hexan

Methanol

PLE

Ngấm kiệt

PLE

Soxhlet

58,1

58,0

53,8

50,0

-

-

-

-

47,0

47,0

37,5

45,5

Dịch cồn

Ngấm kiệt/cồn 96%

Cao lỏng

Dịch EtOAc

Cao EtOAc (20 g)
0,5%

Bột vỏ quả Mù u (4 kg)



EtOAc:MeOH
H

n-hexan EtOAc:MeOH
H

n-hexan: EtOAc n-hexan: EtOAc EtOAc:MeOH
H

Nhận xét:

- Bằng các phương pháp chiết khác nhau như: dung môi (Lỏng-lỏng), PLE, ngấm

kiệt và soxhlet, tất cả các cao chiết từ nhựa bằng n-hexan và methanol cũng như

cao chiết từ vỏ quả bằng n-hexan, ethyl acetat và methanol đều cho tác dụng

kháng khuẩn trên Staphylococcus aureus và Mycobacterium smegmatis nhưng

không có tác dụng trên Pseudomonas aeruginosa.

3.3. PHÂN LẬP CÁC HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ QUẢ MÙ U

3.3.1. Phân lập các hợp chất phenol từ nhựa Mù u

Phân lập bằng phương pháp sắc ký lỏng chân không (VLC) theo sơ đồ hình 3.6.

(cao n-hexan) và hình 3.7. (cao methanol). Các cao trên chiết bởi quy trình đã khảo

sát để thu được nhiều hợp chất phenol, ít tạp và có tính kháng khuẩn (Phụ lục 2).

Hình 3.6. Sơ đồ phân lập các hợp chất phenol từ cao n-hexan nhựa Mù u

Cao n-hexan (40 g)

Silica gel, VLC

100: 0 95: 5 90: 10 88: 12 60: 40

Pđ. VPđ. IV
Pđ. IPđ. IIIPđ. IIPđ. I

Hợp chất N1

(8,1 mg)
Hợp chất N2

(105,0 mg)

80: 20

Pđ. VI



Hình 3.7. Sơ đồ phân lập các hợp chất phenol từ cao methanol nhựa Mù u

3.3.2. Phân lập các hợp chất phenol từ vỏ quả Mù u

Phân lập hợp chất phenol trong cao ethyl acetat bằng phương pháp VLC theo sơ đồ

hình 3.8. (Phụ lục 2).

Hình 3.8. Sơ đồ phân lập hợp chất phenol từ cao ethyl acetat vỏ quả Mù u

Cao methanol (50 g)

Silica gel, VLC n-hexan-EtOAc

100: 0

Pđ. I

90: 1095: 596: 499: 1 97: 398: 2

Pđ. II Pđ. VIIPđ. VIPđ. VPđ. IVPđ. III

Hợp chất N3

(135,0 mg)
Hợp chất N4

(98,0 mg)

Cao EtOAc (20 g)

Silica gel, VLC

100: 0 99: 1 98: 2 97: 3 95: 5

Pđ. VPđ. IV
Pđ. IPđ. IIIPđ. IIPđ. I

Hợp chất V1

(26,0 mg)

96: 4

Pđ. VI

n-hexan-EtOAc



3.3.3. Kiểm tra độ tinh khiết các hợp chất phân lập được

Kiểm tra độ tinh khiết trên bản mỏng silica gel F254 (Merck) cho thấy chỉ có một vết

trên sắc ký đồ.
Hệ dung môi Rf

N1 N2 N3 N4 V1

Toluen-EtOAc (8:2) 0,27 0,22 0,52 0,39 0,39

n-hexan-EtOAc (7:3) 0,37 0,31 0,63 0,53 0,53

CHCl3-MeOH (9:1) 0,63 0,61 0,72 0,75 0,75

Hệ dung môi Phát hiện: 254 nm

N1 N2 N3 N4 V1

Toluen-EtOAc (8:2) Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn

n-hexan-EtOAc (7:3) Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn

CHCl3-MeOH (9:1) Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn Vết tròn

Hệ dung môi Phát hiện: 366 nm

N1 N2 N3 N4 V1

Toluen-EtOAc (8:2) Xanh

dương

Xanh

dương

Phát

quang

Nâu

sậm

Nâu

sậm

n-hexan-EtOAc (7:3) Xanh

dương

Xanh

dương

Phát

quang

Nâu

sậm

Nâu

sậm

CHCl3-MeOH (9:1) Xanh

dương

Xanh

dương

Phát

quang

Nâu

sậm

Nâu

sậm

Hệ dung môi Phát hiện: FeCl3 5% (TT)

N1 N2 N3 N4 V1

Toluen-EtOAc (8:2) Xanh

tím

Xanh

tím

(-) (-) (-)

n-hexan-EtOAc (7:3) Xanh

tím

Xanh

tím

(-) (-) (-)

CHCl3-MeOH (9:1) Xanh

tím

Xanh

tím

(-) (-) (-)

Nhóm hợp chất Có OH

phenol

Có OH

phenol

Không

có OH

phenol

Không

có OH

phenol

Không

có OH

phenol

Hình 3.9. Sắc ký đồ TLC

của các hợp chất phân lập

từ nhựa và vỏ quả Mù u

(Hệ: n-hexan-EtOAc (7:3);

Phát hiện ở 254 nm)



3.4. XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC CÁC HỢP CHẤT PHENOL PHÂN LẬP ĐƯỢC

3.4.1. Xác định cấu trúc các hợp chất phenol phân lập từ nhựa Mù u

Hợp chất N1

 Bột màu vàng, vô định hình, điểm chảy 245-247 oC.

 Phổ UV (MeOH) của hợp chất N1 cho các cực đại hấp thụ (max, nm) ở 248,

315, 370 nm và một vai ở 235 nm trùng khớp với tài liệu đã công bố của B.

Jackson và cộng sự [87], phù hợp với phổ do Iinuma và cộng sự ghi (236 (sh),

248, 313 và 366 nm). Phổ cho thấy hợp chất có khung xanthon [79],[89], [94]

(Phụ lục 4.1).

 Phổ IR (KBr) của hợp chất N1 cho các băng hấp thụ (, cm-1): 3421(O-H),

1647 (C=O), 1577 (C=), 1279 (C-O-), 792, 724 (C=H nhân thơm): cho thấy có

sự hiện diện của các nhóm OH phenol liên kết hydrogen nội phân tử với đỉnh

rộng ở 3421 cm-1 có cường độ trung bình (m), nhóm carbonyl liên hợp của

vòng keton 6 cạnh ở 1647 cm-1, ether vòng ở 1279 cm-1, nhân thơm benzen

một lần thế ở 1577 cm-1, 792 và 724 cm-1[60], [113] (Phụ lục 4.2).

 Phổ EI-MS của hợp chất N1 cho các mảnh có m/z (rel. int.,%): 228 (100), 212

(1,37), 200 (11,12), 171 (11,46), 115 (23,3), 92 (13,75) tương ứng với công

thức nguyên C13H8O4 (M = 228), phù hợp với dữ liệu  phổ EI-MS của Iinuma

và cộng sự với pic căn bản tại m/z 228 [79] (Phụ lục 4.3).

 Phổ NMR

- Phổ 1H-NMR (CD3OD và DMSO-d6, 500 MHz) của hợp chất N1 cho các tín

hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,72 t (8,0); 6,82 dd (8,0; 1,0); 7,12 dd (7,5; 0,5); 7,36

dd (7,5; 2,0); 7,30 t (7,5); 7,74 dd (8,0; 1,5) cho thấy đây là 3 proton lân cận

của vòng thơm A và B (Phụ lục 4.4).

- Phổ 13C-NMR (CD3OD và DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất N1 cho các tín

hiệu (C, ppm) ở 183,8; 162,9; 157,5; 147,7; 147,0; 138,2; 125,3; 122,6; 122,2;

116,5; 111,2; 109,7; và 108,4. Phổ DEPT của hợp chất N1 cho 13 tín hiệu

carbon trong đó có 7 carbon bậc 4 và 6 methin carbon. Tất cả các tương tác

HMBC của hợp chất N1 trình bày trong bảng 3.3. So sánh các dữ liệu phổ 1H-



NMR và 13C-NMR (Phụ lục 4.9) với phổ 1H-NMR và 13C-NMR của chất 1,5-

dihydroxyxanthon [32] cho kết quả hoàn toàn phù hợp (Phụ lục 4.5, 4.6, 4.7 và

4.8).

 Từ những dữ liệu phân tích phổ UV-Vis, IR, EI-MS, 1H-NMR và 13C-NMR 1

và 2 chiều, hợp chất N1 xác định là 1,5-dihydroxyxanthon.

Bảng 3.3. Bảng dữ liệu phổ NMR của hợp chất N1 (CD3OD và DMSO-d6, máy 500 MHz)

C DEPT δC , ppm δH, ppm; m (J, Hz) HMBC

1 OC= 162,9 -

2 CH= 111,2 6,82 dd (8,0; 1,0) 4

3 CH= 138,2 7,72 t (8,0) 1, 4a

4 CH= 108,4 7,12 dd (7,5; 0,5) 2

4a >C= 157,5 -

5 OC= 147,7 -

6 CH= 122,2 7,36 dd (7,5; 2) 8, 10a

7 CH= 125,3 7,30 t (7,5) 5, 8a

8 CH= 116,5 7,74 dd (8,0; 1,5) 6, 9, 10a

8a >C= 122,6 -

9 >C=O 183,8 -

9a >C= 109,7 -

10a >C= 147,0 -

Hình 3.10. Công thức cấu tạo của hợp chất N1

7

6
5

8a
8

O
4a

9a

4
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1

O OH

OH



Hợp chất N2

 Tinh thể hình kim, không màu, điểm chảy 228-230 oC.

 Phổ UV (MeOH) của hợp chất N2 cho các cực đại hấp thụ (max, nm) ở 231, 248,

và 348 nm chứng tỏ hợp chất có khung xanthon [75] (Phụ lục 5.1).

 Phổ IR (KBr) của hợp chất N2 cho các băng hấp thụ (, cm-1): 3197 (O-H), 1652

(C=O), 1589 (C=), 1292 (C-O-), 754, 729 (C=H nhân thơm): cho thấy có sự

hiện diện của các nhóm OH phenol liên kết hydrogen nội phân tử cho đỉnh rộng,

cường độ trung bình ở 3197 cm-1, nhóm carbonyl liên hợp của vòng keton 6

cạnh ở 1652 cm-1, ether vòng ở 1292 cm-1, nhân thơm benzen một lần thế ở 1589

cm-1, 754 và 729 cm-1[60], [113] (Phụ lục 5.2).

 Phổ EI-MS của hợp chất N2 cho các mảnh có m/z (rel. int.,%): 212 (100), 184

(22,76), 155 (7,28), 128 (21,91), 102 (9,05), 63 (11,19) với pic căn bản tại m/z

212. Đối chiếu với phổ của 4-hydroxyxanthon trong thư viện phổ NIST thuộc

phần mềm LabSolution phiên bản 2.5 thấy các mảnh ion trùng khớp với nhau

(Phụ lục 5.3).

 Phổ NMR:

Trên phổ 1H-NMR (CD3OD, 500 MHz) của hợp chất N2 nhận thấy:

- Ba tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,73 dd (8,0; 2,0); 7,25 t (8,0); và 7,31 dd (8,0;

1,5) là dấu hiệu của 3 proton kế cận thuộc vòng thơm B (Phụ lục 5.4).

- Bốn tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,68 dd (8,5; 0,5); 7,83 dt (8,5; 1,5); 7,44 dt (7,5;

1,0); và 8,26 dd (8,0; 2,0) là dấu hiệu của 4 proton kế cận thuộc vòng thơm A

(Phụ lục 5.4).

 Phổ 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) của hợp chất N2 cho các tín hiệu (C, ppm)

ở: 179,2; 157,4; 147,9; 147,1; 136,4; 127,3; 125,3; 125,1; 123,6; 122,5; 121,5;

119,4; và 117,1. Phổ DEPT của hợp chất N2 cho 13 tín hiệu carbon trong đó có

6 carbon bậc 4 và 7 methin carbon (Phụ lục 5.5 và 5.6).

 Tất cả các tương tác HMBC của hợp chất N2 trình bày trong bảng 3.4. So sánh

các dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR (PL 5.9) với phổ 1H-NMR và 13C-NMR



của 4-hydroxyxanthon [32], [72] cho kết quả tương đồng (Phụ lục 5.7, 5.8 và

5.9).

 Từ những dữ liệu phân tích phổ UV-Vis, IR, EI-MS, 1H-NMR và 13C-NMR 1 và

2 chiều, hợp chất N2 xác định là 4-hydroxyxanthon.

Bảng 3.4. Bảng dữ liệu phổ NMR của hợp chất N2 (CD3OD, máy 500 MHz)

C DEPT δC, ppm δH, ppm; m (J, Hz) HMBC

1 CH= 117,1 7,73 dd (8,0; 2,0) 3, 4a, 9

2 CH= 125,1 7,25 t (8,0) 4, 9a

3 CH= 121,5 7,31 dd (8,0; 1,5) 1, 4a

4 OC= 147,9 -

4a >C= 147,1 -

5 CH= 119,4 7,68 dd (8,5; 0,5) 7, 8a, 10a

6 CH= 136,4 7,83 dt (8,5; 1,5) 8, 10a

7 CH= 125,3 7,44 dt (7,5; 1,0) 5, 8a

8 CH= 127,3 8,26 dd (8,0; 2,0) 6, 9, 10a

8a >C= 123,6 -

9 >C=O 179,2 -

9a >C= 122,5 -

10a OC= 157,4 -

Hình 3.11. Công thức cấu tạo của hợp chất N2
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Hợp chất N3

 Tinh thể hình phiến, không màu, điểm chảy 98,2-100,5oC.

 Phổ UV (MeOH) của hợp chất N3 cho các cực đại hấp thụ (max, nm) ở 239, và

311 nm (Phụ lục 6.1).

 Phổ IR (KBr) của hợp chất N3 cho các băng hấp thụ (, cm-1): 3440 (O-H), 2926,

2855 (CH2 và CH3), 1732 (C=O), 1603 (1,3-diketon enol), 1447 (CH2 và CH3),

1376 (CH3), 1257, 1031 (=C-O-C-). Phổ cho thấy phân tử có sự hiện diện của

nhóm 1,3-diketon enol với liên kết hydrogen nội phân tử, dao động co dãn, dao

động uốn của các nhóm alkyl [63], [113] (Phụ lục 6.2).

 Phổ HRMS (ESI-micrOTOFQ) của hợp chất N3: [M+H]+ ở m/z 589,3422; [M-

H]- ở m/z 587,3368 và [M+Na]+ ở m/z 611,3325 cho [M]+ 588,3400 m/z (Phụ lục

6.4 và 6.5). Phổ EI-MS của hợp chất N3 cho các mảnh có m/z (rel. int.,%): [M]+

588 (7,45); [M - CH3]
+ 573 (1,77); [M - C5H9]

+ 519 (10,81); 485 (1,58); [M –

C5H9 - C4H7 + H]+ 465 (2,65); [M - C10H17 + H]+ 452 (11,92); 419 (4,49); 411

(7,77); [M - C10H17 – C4H7 + H]+ 397 (100); 379 (1,51); 363 (14,88); 323

(14,06); 289 (7,51); 267 (9,63); 235 (7,75); 177 (14,47); 135 (37,54); 121 (8,65);

105 (32,88); 97 (13,43); [C5H9]
+ 69 (70,31);[C4H7]

+ 55 (37,42); [OC2H5] 45

(6,43) (Phụ lục 6.3) tương ứng với công thức nguyên C37H48O6; M = 588,3401

[7].

Hình 3.12. Sơ đồ phân mảnh EI-MS của hợp chất N3

O
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O
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m/z 519
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 Phổ NMR:

Trên phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của hợp chất N3 cho thấy:

- Tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở vùng trường thấp 16,5 s là dấu hiệu của một proton

nhóm OH.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,37 d (7,5) x 2; 7,22 t (7,5) x 2; 7,11 t (7,5) là

dấu hiệu của các proton kế cận thuộc vòng thơm.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 4,36 s; 4,92 m; 4,95 m là dấu hiệu của các proton

olefin.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 3,21 dd (11,0; 7,0); 3,32 dd (10,5; 7,0) là dấu

hiệu của của các nhóm methylen.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 1,75 s; 1,65 s; 1,5 s; 1,48 s là dấu hiệu của các

nhóm methyl olefin đỉnh đơn.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 1,25 d (6,0); 1,3 d (6,0) là dấu hiệu của các nhóm

methyl đỉnh đôi.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 1,29 t (3,5); 4,1 q (4,5) là dấu hiệu của ethyl

ester (Phụ lục 6.6).

 Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của hợp chất N3 cho các tín hiệu (C, ppm) ở:

12,4; 14,1; 17,8; 18,1; 19,3; 25,5; 25,6; 35,2; 35,6; 36,8; 40,9; 41,7; 44,6; 60,1;

77,2; 109,7; 113,7; 115,2; 115,6; 117,1; 122,4; 125,6; 127,7; 128,1; 132,2;

143,6; 147,4; 163,1; 187,3; 187,4; 195,7; và 200,3. Phổ DEPT của hợp chất N3

cho 37 tín hiệu carbon trong đó có 8 nhóm methyl, 6 nhóm methylen, 11 methin

carbon và 12 carbon bậc 4 (Phụ lục 6.7 và 6.8).

Trên phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của hợp chất N3 nhận thấy:

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 195,7 và 200,3 là dấu hiệu của 2 keton carbonyl liên

hợp.

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 14,1 và 60,1 là dấu hiệu của ethyl ester.

- Tín hiệu (C, ppm) ở 187,3 là dấu hiệu của nhóm carbonyl.

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 125,6; 127,7; 128,1 là dấu hiệu của carbon vòng thơm.



- Các tín hiệu (C, ppm) ở 12,4; 14,1; 18,1; 17,8; 19,3; 25,5; 35,2 là dấu hiệu của

các nhóm methyl.

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 143,6; 187,3 là dấu hiệu của carbon olefin nối với O.

- Tín hiệu (C, ppm) ở 113,7 là dấu hiệu của carbon nhóm methylen [12], [60].

Bảng 3.5. Bảng dữ liệu phổ NMR của hợp chất N3 (CDCl3, máy 500 MHz)

C DEPT δC, ppm δH, ppm; m (J, Hz) HMBC

2 CH sp3 77,2 4,15 m 4, 8a, 3-CH3

3 CH sp3 41,7 2,5 m 4a, 2-CH3

4 OC= 187,4 __

4a >C= 117,1 __

5 >C=O 200,3 __

6 115,2 __

7 >C=O 195,7 __

8 >C= 115,6 __

8a OC= 163,1 __

9 CH sp3 35,5 4,94 m 7, 8a, 11, 2’, 6’

10 CH2 36,6 3,21 dd (11,0; 7,0);

3,32 dd, (10,5; 7,0)

8, 1’

11 OC=O 187,3 __

1’ >C= 143,6 __

2’ CH= 127,7 7,37 d (7,5) 9, 4’,6’

3’ CH= 128,1 7,22 t (7,5) 1’, 5’

4’ CH= 125,6 7,11 t (7,5) 2’, 6’

5’ CH= 128,1 7,22 t (7,5) 1’, 3’

6’ CH= 127,7 7,37 d (7,5) 9, 2’, 4’



2-CH3 CH3 12,4 1,3 d (6,0) 3, 8a

3-CH3 CH3 14,1 1,25 d (6,0) 2, 4

1” CH2 40,9 2,15 m 5, 7, 3”, 1”’

2” >C= 109,7 4,92 m 6, 4”, 5”

3” >C= 147,4 __

4” CH3 35,2 1,75 s 2”, 5”

5” CH3 18,1 1,65 s 2”, 4”

1”’ CH2 44,6 2,1 m 5, 7, 1”, 3”’, 8”’

2”’ >CH 36,8 3,3 m 6, 4”’, 9”’, 10”’

3”’ CH2 25,6 1,6 m 1”’, 5”’, 8”’

4”’ >C= 122,4 4,95 m 2”’, 6”’, 7”’

5”’ >C= 132,2 __

6”’ CH3 25,5 1,5 s 4”’, 7”’

7”’ CH3 19,3 1,65 s 6”’, 4”’

8”’ >C= 147,4 __

9”’ >C= 113,7 4,36 s 2”’, 10”’

10”’ CH3 17,8 1,5 s 2”’, 9”’

OH __ 16,5 s

12

13

CH2O

CH3

60,1

14,1

4,1 q (4,5)

1,18 t (3,5)

11

 Phổ nhiễu xạ tia X đơn tinh thể:

Trên phổ nhiễu xạ tia X của hợp chất N3 nhận thấy:

- Góc DHA = 130,9 o (> 120 o); độ dài liên kết hydrogen d(D…A) = 1,97 Å

(< 2,5 Å) và d(D…A) = 2,590 là dấu hiệu của liên kết hydrogen nội phân tử.



- Độ dài liên kết (Å) giữa các nguyên tố C và O tiêu biểu cho cấu trúc của hợp

chất N3 trình bày trong bảng 3.6.

Bảng 3.6. Dữ liệu độ dài các liên kết tiêu biểu của hợp chất N3

Liên kết Độ dài thực nghiệm

(Å)

Kiểu liên kết Độ dài lý thuyết (Å)

[118]

C (1’)-C (6’) 1,350 C=C 1,35

C (1’)-C (2’) 1,388 C-C thơm 1,373-1,395

C (2’)-C (3’) 1,366 C=C 1,35

C (3’)-C (4’) 1,373 C-C thơm 1,373-1,395

C (4’)-C (5’) 1,357 C=C 1,35

C (5’)-C (6’) 1,391 C-C thơm 1,373-1,395

C (1’)-C (9) 1,506 C-C 1,49-1,54

C (9)-C (10) 1,546 C-C 1,49-1,54

C (8)-C (9) 1,521 C-C 1,49-1,54

C (6)-C (7) 1,509 C-C 1,49-1,54

C (6)-C (5) 1,516 C-C 1,49-1,54

C (1”)-C (6) 1,546 C-C 1,49-1,54

C (1”’)-C (6) 1,545 C-C 1,49-1,54

C (4a)-C (5) 1,422 C=C-C= 1,421-1,46

C (5)-O 1,26 C=O 1,23-1,26

C (2’’’)-C (8’’’) 1,523 C-C 1,49-1,54

C (1’’’)-C (2’’’) 1,513 C-C 1,49-1,54

C (2’’’)-C (3’’’) 1,54 C-C 1,49-1,54

C (2)-O 1,472 C-O-C 1,47

C (4)-O 1,427 C-O 1,43

C (7)-O 1,226 C=O 1,23-1,26

C (11)-O 1,224 C = O 1,23-1,26

C (11)-O 1,274 O = C-O 1,36



Bảng 3.7. Dữ liệu độ dài và góc liên kết hydrogen của hợp chất N3

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)

O (3)-H (3)...O (2) 0,83 1,97 2,590 (14) 130,9

O (3X)-H (3X)...O (2) 0,83 1,76 2,452 (15) 140,3

Toàn bộ các dữ liệu phổ nhiễu xạ tia X của hợp chất N3 đã được gửi tại Trung

tâm dữ liệu tinh thể Cambridge CCDC (Cambridge Crystallographic Data

Centre) đặt tại Vương quốc Anh dưới dạng CIF file (Crystallographic

Information File) với số đăng ký 939550 (Phụ lục 6.11).

Hình 3.13. Cấu trúc của hợp chất N3 (nhiễu xạ tia X)

Hình 3.14. Công thức cấu tạo của hợp chất N3
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Hợp chất N4

 Tinh thể hình lăng trụ, không màu, điểm chảy 155 oC.

 Phổ UV (EtOH) của hợp chất N4 cho các cực đại hấp thụ (max, nm) ở 235, 270

và 295 nm và một vai ở 325 nm, cho thấy phân tử có cấu trúc coumarin và phù

hợp với dữ liệu phổ UV của calophyllolid đã công bố [65] (Phụ lục 7.1).

 Phổ IR (KBr) của hợp chất N4 cho các băng hấp thụ (, cm-1): 1726 (C=O), 1663

(-C=C-), 1580 (C-C vòng thơm), 1133 (C-O-), 757, 698 (C=H vòng thơm). Phổ

cho thấy phân tử có dao động co dãn rất đặc trưng của C=O ở 1728 cm-1, dao

động của vòng α-pyron ở 1580 và 1663 cm-1, của vòng phenyl một lần thế ở

1580, 757 và 698 cm-1 chứng tỏ phân tử có cấu trúc neo-flavonoid [60], [113]

(Phụ lục 7.2).

 Phổ EI-MS của hợp chất N4 cho các mảnh có m/z (rel. int.,%): 416 (15,42), 401

(100), 83 (5,62), 55 (30,60) phù hợp với dữ liệu phổ GC-MS của D. E. Games

[64] (Phụ lục 7.3).

 Phổ NMR:

Trên phổ 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) của hợp chất N4 nhận thấy:

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,26 m x 2; 7,40 m x 2 là dấu hiệu của 4 proton

kế cận thuộc vòng thơm.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 0,97 s x 2; 1,9 d (6,3); và 2,01 s của các nhóm

methyl.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 5,48 d (9,9); 6,02 s; 6,45 d (9,6), và 6,57 q (6,0)

cho thấy đây là cấu trúc pyranocoumarin [28] (Phụ lục 7.4).

Phổ 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) của hợp chất N4 cho các tín hiệu (C, ppm) ở:

10,7; 15,2; 26,8 x 2; 63,0; 77,4; 105,6; 110,7; 114,2; 115,0; 115,9; 127,2 x 2;

127,5 x 2; 127,7; 129,0; 139,5; 139,9; 144,2; 151,7; 152,0; 155,0; 155,8; 159,4;

194,3.

Trên phổ 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) của hợp chất N4 nhận thấy:

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 127,2 x 2; 127,5 x 2; 127,7 là dấu hiệu của các carbon

vòng thơm.



- Tín hiệu (C, ppm) ở 63,0 là dấu hiệu của nhóm methoxy.

- Các tín hiệu (C, ppm) ở 10,7; 15,2; 26,8 là dấu hiệu của các nhóm methyl.

- Tín hiệu (C, ppm) ở 194,3 là dấu hiệu của một nhóm keton.

- Tín hiệu (C, ppm) ở 159,4 là dấu hiệu của một nhóm keton thuộc nhóm

coumarin.

- So sánh dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR (Phụ lục 7.5, 7.6 và 7.7) với phổ 1H-

NMR và 13C-NMR của calophyllolid [65], [107] cho kết quả hoàn toàn phù hợp.

 Từ những dữ liệu phân tích phổ UV-Vis, IR, EI-MS, 1H-NMR và 13C-NMR, hợp

chất N4 xác định là calophyllolid.

Hình 3.15. Công thức cấu tạo của hợp chất N4

3.4.2. Xác định cấu trúc hợp chất phenol phân lập từ vỏ quả Mù u

Hợp chất V1

 Tinh thể hình phiến, không màu, điểm chảy 155,5 oC, tương ứng với điểm chảy

của hợp chất N4.

 Sắc ký lớp mỏng:

Bản mỏng: silica gel F254

Hệ dung môi: [1]: CHCl3-MeOH (9:1); [2]: n-hexan-EtOAc (7:3)

Phát hiện: soi đèn ở bước sóng 254/365 nm.

Kết quả: vết có cùng màu sắc, hình dạng và Rf với vết của hợp chất N4 (hệ 1:

Rf = 0,85; hệ 2: Rf = 0,53) (Phụ lục 8.1).
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 Phổ UV (EtOH) của hợp chất V1 cho các cực đại hấp thụ (max, nm) ở 235, 270

và 295 nm và thể hiện một vai ở 325 nm, phù hợp với phổ UV của hợp chất N4

(Phụ lục 8.2).

 Phổ IR (KBr) của hợp chất V1 cho các băng hấp thụ (, cm-1): 1728 (C=O), 1663

(-C=C-), 1580 (C-C vòng thơm), 1133 (C-O-), 757, 698 (C=H vòng thơm) cho

thấy phù hợp với phổ hồng ngoại của hợp chất N4.

 Phổ EI-MS của hợp chất V1 cho các mảnh có m/z (rel. int.,%): 416 (11,65), 401

(100), 83 (1,94), 55 (6,95) phù hợp với dữ liệu phổ GC-MS của D. E. Games

[64] (Phụ lục 8.3).

 Phổ NMR:

Trên phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của hợp chất V1 nhận thấy:

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 7,19 m x 2; 7,33 m x 2 là dấu hiệu của 4 proton

kế cận thuộc vòng thơm.

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 0,90 s x 2; 1,83 d (7,0); và 1,94 s của các nhóm

methyl

- Các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 5,40 d (10,0); 5,95 s; 6,38 d (10,0), và 6,49 m

cho thấy đây là cấu trúc pyranocoumarin [28] (Phụ lục 7.4).

Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của hợp chất V1 cho các tín hiệu (C, ppm) ở:

10,7; 15,1; 26,9; 27,8; 62,9; 77,4; 105,6; 110,7; 114,3; 115,1; 116,0; 127,3 x 2;

127,5 x 2; 127,8; 129,2; 139,6; 140,0; 143,9; 151,8; 152,0; 154,9; 155,9; 159,4;

194,2.

 So sánh dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR (Phụ lục 8.4 và 8.5) của hợp chất V1

với phổ 1H-NMR và 13C-NMR của calophyllolid cho kết quả hoàn toàn phù hợp

[65], [107].

 Từ những dữ liệu phân tích phổ UV-Vis, IR, EI-MS, 1H-NMR và 13C-NMR, hợp

chất V1 xác định cũng là calophyllolid.



3.5. NGHIÊN CỨU THIẾT LẬP CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

3.5.1. Thiết lập chất chuẩn đối chiếu calophyllolid

Tiến hành chiết xuất (Phụ lục 9), phân lập (Phụ lục 10) và tinh chế (Phụ lục 11)

calophyllolid để đánh giá làm chất chuẩn đối chiếu. Kết quả điều chế được 1,44 g

tinh thể không màu.

3.5.1.1. Điểm chảy

Mẫu thử Kết quả (oC)

1 155,6

2 155,3

3 155,8

Trung bình 155,6 ± 0,4 oC

Tiêu chuẩn chấp nhận 155,0 ± 1,0 oC

Kết luận Đạt

3.5.1.2. Định tính calophyllolid điều chế

Phổ UV-Vis

Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến của calophyllolid (EtOH) điều chế ghi trong dải

sóng từ 220 nm đến 350 nm có các cực đại hấp thu ở: 233, 269 và 294 nm, phù hợp

với tài liệu đã công bố [65].

Hình 3.16. Phổ UV-Vis (EtOH) của calophyllolid điều chế được

294

233

294
269



Phổ IR

Phổ hồng ngoại của calophyllolid (KBr) điều chế có các đỉnh có số sóng: 1726,

1662, 1581, 1134, 758, 700 cm-1, phù hợp với tài liệu đã công bố [65].

Hình 3.17. Phổ IR (KBr) của calophyllolid điều chế được

Phổ MS

Phổ khối lượng EI-MS (70 eV) của calophyllolid điều chế có các pic m/z 416 [M]+,

401 (pic căn bản), m/z 83, 55, phù hợp với tài liệu đã công bố [65].

Hình 3.18. Phổ MS (EI-MS) của calophyllolid điều chế được



Phổ NMR

Phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR của calophyllolid điều chế phù hợp với phổ 13C-

NMR và phổ 1H-NMR theo tài liệu đã công bố [65].

Hình 3.19. Phổ 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) của calophyllolid điều chế được

Hình 3.20. Phổ 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) của calophyllolid điều chế được



Bảng 3.8. Bảng so sánh dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C -NMR của calophyllolid điều
chế được với tài liệu tham khảo

C Calophyllolid điều chế Calophyllolid [65]

δC (ppm)a δH m (J, Hz)b δC (ppm)a δH m (J, Hz)b

2 159,4 ___ 159,5 ___

3 114,2 6,00 s 114,2 6,02 s

4 155,0 ___ 155,0 ___

4a 105,6 ___ 105,6 ___

4b 151,7 ___ 151,7 ___

6 77,4 ___ 77,4 ___

7 129,0 5,46 d (12,0) 129,0 5,48 d (10,0)

8 115,9 6,43 d (9,0) 116,0 6,45 d (10,0)

8a 110,7 ___ 110,7 ___

8b 155,8 ___ 155,8 ___

10 144,2 6,55 q (6,0) 144,2 6,57 dq (7,0;

1,3)

11 139,9 ___ 139,9 ___

12 194,3 ___ 194,3 ___

12a 115,0 ___ 115,0 ___

12b 152,0 ___ 152,0 ___

13 139,5 ___ 139,5 ___

14, 18 127,2 7,38 m 127,3 7,40 m

15, 17 127,5 7,24 m 127,5 7,26 m

16 127,7 7,38 m 127,7 7,40 m

19 26,8 0,95 s 26,9 0,97 s

20 26,8 0,95 s 26,9 0,97 s

21 15,2 1,88 d (6,0) 15,2 1,90 dd (7,0)

22 10,7 1,99 s 10,7 2,01 m

OMe 63,0 3,74 s 63,0 3,75 s
a: đo trong CDCl3 ở 75 MHz b: đo trong CDCl3 ở 300 MHz



3.5.1.3. Đánh giá calophyllolid điều chế

Xác định tạp chất bay hơi

Tiến hành phương pháp TGA (Phụ lục 12), so sánh với tiêu chuẩn chấp nhận.

Mẫu thử Kết quả (%)

1 0,99

2 0,96

3 1,2

Trung bình 1,05 ± 0,3

Tiêu chuẩn chấp nhận ≤ 1,1

Kết luận Đạt

Xác định tạp chất vô cơ

Tiến hành phương pháp ICP-MS (Phụ lục 12), so sánh với tiêu chuẩn chấp nhận.

Mẫu thử Kết quả

Pb As Hg

1 Không phát hiện Không phát hiện Không phát hiện

2 Không phát hiện Không phát hiện Không phát hiện

3 Không phát hiện Không phát hiện Không phát hiện

Trung bình Đạt (MDL: 2,49

ppb)

Đạt (MDL: 4,69

ppb)

Đạt (MDL: 0,56

ppb)

Tiêu chuẩn chấp nhận ≤ 20 ppm ≤ 20 ppm ≤ 20 ppm

Kết luận Đạt Đạt Đạt

Xác định tạp chất hữu cơ

Xây dựng phương pháp phân tích HPLC-DAD

Kết quả chọn được điều kiện sắc ký như sau:

- Cột: Gemini NX C-18 (150 mm x 4,6 mm , 5 m)

- Bước sóng phát hiện: 270 nm

- Nhiệt độ cột: 40 ºC



- Tốc độ dòng: 0,6 ml/ phút

- Thể tích tiêm: 10 l.

- Pha động: chương trình gradient

Thời gian (phút) % acetonitril % nước

0 50 50

20 90 10

30 100 0

37 100 0

45 50 50

55 50 50

- Nồng độ mẫu thử: 0,06 mg/ml trong acetonitril-nước (50:50)

Kết quả khảo sát bước sóng phát hiện trình bày trong bảng 3.9.

Bảng 3.9. Kết quả khảo sát % diện tích của các tạp chất hữu cơ tại một số bước sóng

210 nm 233 nm 270 nm 295 nm

Stt
Tổng tạp

(%)

Calophyllolid

(%)

Tổng tạp

(%)

Calophyllolid

(%)

Tổng tạp

(%)

Calophyllolid

(%)

Tổng tạp

(%)

Calophyllolid

(%)

1 2,64 97,36 2,32 97,68 3,15 96,71 2,81 97,39

2 2,81 97,20 2,34 97,66 3,10 96,91 2,921 97,08

3 2,79 97,22 2,36 97,60 3,09 96,91 2,89 97,12

4 2,77 97,23 2,34 97,58 3,07 96,90 2,85 97,10

TB 2,75 97,25 2,34 97,63 3,10 96,86 2,86 97,17

RSD% 2,72 0,08 0,63 0,05 1,08 0,1 1,7 0,15

Thẩm định phương pháp phân tích HPLC-DAD

Thử tính phù hợp của hệ thống
Chuẩn bị dung dịch calophyllolid trong acetonitril-nước (50:50) nồng độ 0,06

mg/ml. Tiêm vào hệ thống sắc ký với điều kiện sắc ký đã chọn 6 lần. Tính các

thông số sắc ký: thời gian lưu, %RSD của diện tích, độ phân giải và số đĩa lý thuyết

của pic chính calophyllolid và pic các tạp chất. Kết quả trình bày trong bảng 3.10.



Bảng 3.10. Tính phù hợp của hệ thống HPLC-DAD (n = 6)

Thông số

Hợp chất

Thời gian

lưu (phút)

%RSD diện

tích pic

Số đĩa lý

thuyết

Độ phân giải

Calophyllolid 14,98

Yêu cầu - ≤ 2 > 2000 ≤ 2

Kết quả - 1,56 34911 6,8a

Tạp chất 1 12,89

Yêu cầu - ≤ 2 > 2000 ≤ 2

Kết quả - 1,15 29446 6,8b

Tạp chất 2 15,65

Yêu cầu - ≤ 2 > 2000 ≤ 2

Kết quả - 0,90 34733 2,0c

a: Giữa pic của calophyllolid và pic của tạp chất 1
b: Giữa pic của tạp chất 1 và pic của calophyllolid
c: Giữa pic của tạp chất 2 và pic của calophyllolid

Tính đặc hiệu

Tiêm vào máy sắc ký lần lượt các mẫu sau: dung môi pha mẫu: acetonitril – nước

(50:50); dung dịch thử: dung dịch calophyllolid trong acetonitril-nước (50:50) có

nồng độ 0,06 mg/ml. Kết quả như sau:

- Sắc ký đồ của dung môi pha mẫu không xuất hiện pic ở thời gian lưu tương ứng

với thời gian lưu của pic chính trong sắc ký đồ của dung dịch thử.

- Độ tinh khiết của pic calophyllolid, tạp chất 1 và 2 lần lượt là: 1,00; 0,99 và 0,99

( ≥ 0,99).

- Độ phân giải giữa pic của calophyllolid và pic của tạp chất 1 và 2 lần lượt là 6,8

và 2,2 ( ≥ 1,5).



(1)

(2)

(3)

Hình 3.21. Phổ UV và độ tinh khiết của pic calophyllolid điều chế được (1), tạp chất 1 (2)
và tạp chất 2 (3)

Hình 3.22. Phổ 3D của calophyllolid điều chế được



Tính tuyến tính

Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính cho thấy các tạp chất hữu cơ và calophyllolid

cho các đáp ứng tuyến tính trong khoảng nồng độ calophyllolid từ 15,1-504,0 µg/ml

r = 0,995-0,999 ( r ≥ 0,995).

Giới hạn phát hiện

Theo ICH, tính giới hạn phát hiện dựa vào độ dốc của đường chuẩn và độ lệch

chuẩn của đáp ứng. Kết quả giới hạn phát hiện của tạp chất 1 và 2 lần lượt là 11,6

và 36,1 µg/ml calophyllolid điều chế.

Stt Nồng độ (µg/ml) Diện tích

1 15,1 1232

2 60,5 2911

3 151,2 7198

4 241,9 11127

5 504,0 23547

Stt Nồng độ (µg/ml) Diện tích

1 15,1 351509

2 60,5 1426677

3 151,2 3548193

4 241,9 5711179

5 504,0 12308455

Stt Nồng độ (µg/ml) Diện tích

1 15,1 10719

2 60,5 42658

3 151,2 106058

4 241,9 168628

5 504,0 308708

y = 45.9214x + 269.2681

R2 = 0.9995
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Bảng 3.11. Kết quả khảo sát khoảng tuyến
tính của tạp chất 1 (1); calophyllolid (2);
tạp chất 2 (3)

Hình 3.23. Đồ thị tương quan giữa nồng độ các dung
dịch calophyllolid và diện tích pic tạp chất 1 (1);
calophyllolid (2); tạp chất 2 (3)
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Độ chính xác

Thực hiện bởi 3 kiểm nghiệm viên trên các dung dịch calophyllolid trong

acetonitril-nước (50:50) nồng độ 0,06 mg/ml. Kết quả trình bày trong bảng 3.12.

Bảng 3.12. Kết quả khảo sát độ lặp lại và độ chính xác trung gian của  phương pháp

Stt Kiểm nghiệm viên 1 Kiểm nghiệm viên 2 Kiểm nghiệm viên 3

Hàm lượng tổng tạp (%) Hàm lượng tổng tạp

(%)

Hàm lượng tổng tạp

(%)

1 2,93 4,10 4,06

2 3,15 4,04 3,66

3 3,02 3,92 3,61

4 3,14 3,96 3,93

5 3,05 3,99 2,97

6 3,39 3,95 3,76

Trung bình 3,11 ± 0,17 3,99 ± 0,07 3,67 ± 0,4

Độ lệch

chuẩn
0,16 0,07 0,38

%RSD 5,08 1,66 10,36

Giá trị thống kê độ chính xác trung gian:

Trung bình: 3,59 ± 1,11%

Độ lệch chuẩn: 0,24

%RSD: 6,7 (≤ 10)

Hình 3.24. Sắc ký đồ HPLC-DAD calophyllolid tinh chế được (phát hiện ở 270 nm)

Áp dụng quy trình phân tích HPLC-DAD đã xây dựng và thẩm định trên xác định

hàm lượng % tạp chất hữu cơ trong calophyllolid điều chế được. Kết quả: 3,53%.



3.5.1.3. Đóng lọ và đánh giá đồng nhất calophyllolid điều chế

Đóng mẫu có khối lượng 10 mg trong lọ thủy tinh nâu, hàn kín, có lớp đệm teflon

đạt tiêu chuẩn chất lượng theo quy định trong Glove box được nạp khí nitrogen

99,99%, độ ẩm tương đối 40%, dán nhãn tạm ghi tên hoạt chất và đánh số thứ tự

từng lọ. Độ tinh khiết calophyllolid điều chế được xác định bằng phương pháp

HPLC-DAD trình bày trong bảng 3.13.

Bảng 3.13. Độ tinh khiết calophyllolid trong quá trình đóng lọ

Stt Lọ số Kết quả 1 (%) Kết quả 2 (%)

1 2 97,07 96,61

2 8 97,08 96,72

3 9 96,85 97,01

4 11 96,98 96,86

5 20 96,98 97,00

6 27 96,74 96,84

7 30 96,86 96,84

8 36 96,94 96,98

Kết quả phân tích phương sai một yếu tố theo ANOVA

Nguồn sai số Tổng số

bình phương

Bậc tự do Bình phương

trung bình

Ftn Ftc

Giữa các nhóm 0,026 1 0,026 1,535 4,600

Trong từng nhóm 0,234 14 0,017

Tổng cộng 0,259 15

Nhận xét: Ftn = 1,535 < Ftc = 4,600. Do đó kết luận các lọ đồng nhất trong quá trình

đóng gói (P = 0,05).



3.5.1.4. Đánh giá calophyllolid điều chế thông qua liên phòng thí nghiệm

Xác định độ tinh khiết calophyllolid điều chế bằng phương pháp HPLC-DAD tiến

hành tại các khoa của Viện kiểm nghiệm thuốc TP.HCM gồm: khoa Kiểm nghiệm

các dạng bào chế (PTN 1), khoa Kiểm nghiệm nguyên liệu (PTN 2), khoa Vật lý đo

lường (PTN 3), kết quả trình bày trong bảng 3.14.

Bảng 3.14. Kết quả xác định độ tinh khiết của calophyllolid tại 3 phòng thí nghiệm

PTN 1 PTN 2 PTN 3

1 97,07 95,94 95,90

2 96,85 96,34 95,96

3 96,98 96,39 96,08

4 96,86 96,07 96,04

5 96,95 97,03 96,01

6 96,61 97,24 96,05

Trung bình 96,89 96,50 96,01



3.5.1.5. Xác định giá trị ấn định và độ không đảm bảo đo (phương pháp HPLC-

DAD) của calophyllolid điều chế

Chu kỳ 0 1 2

 - 0,99 0,81

x* -  - 95,38 95,66

x* +  - 97,35 97,27

95,9 95,9 95,9

95,94 95,94 95,94

95,96 95,96 95,96

96,01 96,01 96,01

96,04 96,04 96,04

96,05 96,05 96,05

96,07 96,07 96,07

96,08 96,08 96,08

96,34 96,34 96,34

96,39 96,39 96,39

96.61 96.61 96.61

96,85 96,85 96,85

96.86 96.86 96.86

96,95 96,95 96,95

96,98 96,98 96,98

97,03 97,03 97,03

97.07 97.07 97.07

97,24 97,24 97,24

Trung bình 96,47 96,47 96,47

SD 0,476 0,476 0,476

x* 96,37 96,47 96,47

s* 0,660 0,539 0,539

Độ không đảm bảo đo µ: 1,25 x 0,539 / 4,243 = 0,159

3.5.1.6. Định lượng

Hàm lượng % tính trên nguyên trạng: 100 – (3,53) – (1,05) = 95,42% (> 95,0%).



3.5.2. Thiết lập chất chuẩn đối chiếu 4-hydroxyxanthon

3.5.2.1. Điểm chảy

Mẫu thử Kết quả (oC)

1 229,1

2 229,5

3 228,8

Trung bình 229,1 ± 0,9 oC

Tiêu chuẩn chấp nhận 229,0 ± 1,0 oC

Kết luận Đạt

3.5.2.2. Định tính

Các phổ UV-Vis, IR, MS và 1H-NMR và 13C-NMR đều phù hợp với phổ đối chiếu

trong bộ dữ liệu chuẩn của 4-hydroxyxanthon.

3.5.2.3. Đánh giá 4-hydroxyxanthon điều chế

Xác định tạp chất hữu cơ
Tiến hành phương pháp HPLC-DAD ghi trong quy trình phân tích (Phụ lục 13).

Mẫu thử Kết quả

Tổng tạp (%) 4-hydroxyxanthon

1 5,57 94,43

2 5,71 94,29

3 5,35 94,65

4 5,25 94,75

5 5,68 94,32

6 5,86 94,14

Trung bình 5,57

Tiêu chuẩn chấp nhận ≤ 6

Kết luận Đạt



Hình 3.25. Sắc ký đồ xác định tạp chất hữu cơ của 4-hydroxyxanthon

Xác định tạp chất bay hơi

Tiến hành phương pháp TGA (Phụ lục 13), so sánh với tiêu chuẩn chấp nhận.

Mẫu thử Kết quả (%)

1 0,5

2 0,47

3 0,58

Trung bình 0,52 ± 0,1

Tiêu chuẩn chấp nhận ≤ 1,0

Kết luận Đạt

3.5.2.4. Định lượng

Hàm lượng % tính trên nguyên trạng: 100 – (5,57) – (0,52) = 93,91% (> 90%).
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3.6. XÂY DỰNG VÀ THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP GC-MS XÁC ĐỊNH

CALOPHYLLOLID TRONG CAO METHANOL CHIẾT TỪ NHỰA

MÙ U (PHƯƠNG PHÁP 1)

Chuẩn bị dung dịch mẫu thử

Cân chính xác khoảng 0,04 g cao methanol vào ống eppendorf, thêm chính xác 2,0

ml methanol (TT), lắc xoáy (vortex) 1 phút rồi siêu âm trong 10 phút. Ly tâm 8000

vòng/phút trong 5 phút. Hút chính xác 1,0 ml dịch methanol cho vào bình định mức

10,0 ml rồi pha loãng bằng methanol (TT) đến định mức. Lắc đều.

Chuẩn bị dung dịch chất đối chiếu

Cân chính xác một lượng chất đối chiếu calophyllolid, hòa tan và pha loãng bằng

methanol (TT) để thu được các dung dịch có nồng độ có nồng độ lần lượt là 3,125;

6,25; 12,5; 25,0 và 50,0 µg/ml.

3.6.1. Xây dựng phương pháp phân tích

Chọn pha tĩnh

Chọn cột DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm do calophyllolid có độ phân cực

trung bình.

Chọn chương trình nhiệt độ

Khảo sát chọn chương trình nhiệt độ sao cho calophyllolid rửa giải trong thời gian

ngắn nhất mà không bị các cấu tử khác phân giải kế cận trong mẫu xen phủ.

Bảng 3.15. Khảo sát chương trình nhiệt độ cột

Chương trình

nhiệt độ cột

Tốc độ gia nhiệt

(oC/phút)

Thời gian lưu (phút) Mảnh ion đặc trưng (m/z)

60-300 oC/9 phút

15 21,98 ± 0,01 416, 401, 83, 55

20 18,5 ± 0,006 416, 401, 83, 55

25 16,43 ± 0,01 416, 401, 83, 55

30 15,06 ± 0,012 416, 401, 83, 55

40 13,2 ± 0,01 416, 401, 83, 55

80-300 oC/9 phút 40 12,83 ± 0,006 416, 401, 83, 55

Kết quả: Chọn chương trình nhiệt độ: 80-300 oC/9 phút, tăng 40 oC/phút.



Xác định các mảnh ion đặc trưng cho calophyllolid

Kết quả thu được các mảnh ion chính gồm: mảnh phân tử: m/z 416, pic cơ bản: m/z

401 và các mảnh ion: m/z 55 và 83 phù hợp với công bố của Games [64].

Hình 3.26. Các mảnh ion đặc trưng của calophyllolid

Kết quả chọn điều kiện sắc ký:

Cột sắc ký: DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm.

Khí mang: heli dùng cho sắc ký (TT) với tốc độ dòng 1,43 ml/phút

Kiểu bơm mẫu: không chia dòng

Nhiệt độ:

Thời gian (phút) Nhiệt độ (oC)

Cột 0 80

5,5 300

14,5 300

Buồng tiêm mẫu 250

Nguồn ion 250

Giao diện 200

Kiểu ion : Bắn phá điện tử

Khoảng quét : 50-550 amu

Kiểu thu dữ liệu : SCAN và SIM



Các ion định lượng

- Ion đích : m/z 401

- Ion tham chiếu : m/z 83, 55

Thể tích tiêm mẫu : 1 l

3.6.2. Thẩm định phương pháp phân tích [82],[95], [103]

Thẩm định phương pháp theo hướng dẫn của ICH với các kết quả như sau:

Thử tính phù hợp của hệ thống

Tiến hành chế độ tự chỉnh máy (auto tune) rồi tiêm vào thiết bị GC-MS các dung

dịch chất đối chiếu calophyllolid và dung dịch mẫu thử đã chuẩn bị như trên và điều

kiện sắc ký đã chọn.

Bảng 3.16. Tính phù hợp của hệ thống GC-MS (n = 6) trong phương pháp GC-MS
(phương pháp 1)

Các thông số Tiêu chuẩn chấp nhận Kết quả

Hệ số đối xứng ≤ 2,0 1,2

Hệ số tương quan (r) của đường chuẩn > 0,995 0,9994

Độ lệch cường độ tương đối các mảnh

ion đặc trưng (%) của pic chất đối

chiếu và pic mẫu thử

± 20 % m/z 55: 10,36%

m/z 83: 12,3%

m/z 416: 2,4%

m/z 401: 0,0%

Tính đặc hiệu

Kiểm tra độ tinh khiết của pic calophyllolid trong mẫu thử với phần mềm AMDIS

2.69 (NIST) bằng cách xử lý loại nền rồi so sánh tính phù hợp với phổ khối lượng

của calophyllolid đối chiếu nhập vào thư viện. Kết quả: tỉ lệ tương thích là 95%.



Tính tuyến tính

Có tương quan tuyến tính giữa nồng độ calophyllolid và diện tích pic của các dung

dịch đối chiếu calophyllolid: 3,13-50,0 µg/ml và dung dịch calophyllolid trong cao

methanol: 3,01-48,21 µg/ml với hệ số tương quan lần lượt là 0,9994 và 0,9989 (r ≥

0,995).

Hình 3.27. Đồ thị tương quan giữa nồng độ các dung dịch đối chiếu (1), dung dịch mẫu

thử (2) và diện tích pic căn bản m/z 401

Nồng độ (µg/ml)

Diện tích pic

Nồng độ (µg/ml)

y


= 2560,9X – 7664
r  = 0,9994

y
 = 2555,2X – 7704,8
r  = 0,9989

Diện tích pic

(1)

(2)

Nồng độ (µg/ml)



Bảng 3.17. Tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của calophyllolid trong
phương pháp GC-MS (phương pháp 1)

Dung dịch chất
đối chiếu
calophyllolid
trong methanol
(TT)

Diện tích
pic (A)

121270 54809 24011 6861 2816

Nồng độ (C)
(µg/ml)

50,0 25,0 12,5 6,25 3,13

Hệ số đáp
ứng (A/C)

2425,4 2192,4 1920,9 1097,8 901,1

Phương trình hồi quy: y
 = 2560,9X – 7664

r = 0,9994

Dung dịch
calophyllolid
trong cao
methanol

Diện tích
pic (A)

116836 51544 21931 6784 3006

Nồng độ (C)
(µg/ml)

48,21 24,1 12,05 6,03 3,01

Hệ số đáp
ứng (A/C)

2424,0 2138,8 1820,0 1126,0 997,8

Phương trình hồi quy: y
 = 2555,2X – 7704,8

r = 0,9989

Kết quả trắc nghiệm t bắt cặp: t = 0,18 < t0,05 = 2,78 cho thấy hệ số đáp ứng của

calophyllolid trong các dung dịch mẫu đối chiếu và mẫu cao methanol không khác

biệt có ý nghĩa thống kê (P = 0,05).

Nhận xét: Chất nền trong cao methanol không làm ảnh hưởng đến tính tuyến tính

của calophyllolid trong khoảng nồng độ từ 3,13-48,21 µg/ml.



Độ chính xác

Xác định hàm lượng calophyllolid (g/100 g) trong ngày và khác ngày của các dung

dịch có nồng độ cao methanol khoảng 1,875 mg/ml trong methanol (TT).

Bảng 3.18. Kết quả độ lặp lại và độ chính xác trung gian của phương pháp GC-MS

(phương pháp 1)

Stt Ngày thứ 1 Ngày thứ 2 Ngày thứ 3

Diện tích

pic m/z

401

Hàm

lượng%

(g/100 g)

Diện tích

pic m/z

401

Hàm

lượng%

(g/100 g)

Diện tích

pic m/z

401

Hàm

lượng%

(g/100 g)

1 13085 0,66 11692 0,65 10376 0,64

2 12171 0,67 16338 0,65 6718 0,69

3 12720 0,70 20667 0,70 8589 0,66

4 14721 0,68 16009 0,66 10329 0,64

5 12098 0,68 15826 0,67 9841 0,68

6 12619 0,67 14363 0,67 7802 0,67

Trung bình: 0,68 ± 0,01%

%RSD: 1,54

Trung bình: 0,67 ± 0,02%

%RSD: 2,99

Trung bình: 0,66 ± 0,02%

%RSD: 2,78

Giá trị thống kê độ chính xác trung gian

Trung bình: 0,67%

%RSD: 2,51 (< 3,0)

Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 So sánh

phương sai

So sánh

giá trị trung bình
Trung bình:

0,68 ± 0,01%

SD: 0,01

%RSD: 1,54

Trung bình:

0,67 ± 0,02%

SD: 0,02

%RSD: 2,99

Trung bình:

0,66 ± 0,02%

SD: 0,02

%RSD: 2,78

F1-2 = 1,86 < F0,05 = 5,05

F1-3 = 2,29 < F0,05 = 5,05

F2-3 = 1,23 < F0,05 = 5,05

t1-2 = 0,157 < t0,05 = 2,228

t1-3 = 1,319 < t0,05 = 2,228

t2-3 = 0,294 < t0,05 = 2,228

Kết quả:

- Độ lặp lại: %RSD: 1,54 (< 3,0)

- Kết quả giữa các ngày khác biệt không có ý nghĩa thống kê (P = 0,05)

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu chỉ tiêu độ lặp lại và độ chính xác trung gian



Độ đúng

Thêm chính xác một lượng chất đối chiếu calophyllolid vào mẫu thử đã biết trước

hàm lượng để thu được dung dịch mẫu có nồng độ tương ứng với 3 mức nồng độ

80, 100 và 120% so với mức nồng độ định lượng đã chọn và nằm trong khoảng

tuyến tính của phương pháp. Tại mỗi mức nồng độ, thực hiện ít nhất 03 mẫu độc

lập. Xác định hàm lượng calophyllolid để tính tỷ lệ phần trăm giữa lượng tìm thấy

so với lượng thêm vào.

Bảng 3.19. Kết quả độ đúng của phương pháp GC-MS (phương pháp 1)

Lượng thêm vào (µg) Lượng tìm thấy (µg) Tỷ lệ phục hồi (%)

80%
46,0 45,5 98,91 ± 5,84

46,0 45,8 99,56 ± 5,84 %RSD = 2,33

46,0 47,5 103,26 ± 5,84

100%
57,5 57,3 99,65 ± 1,75

57,5 57,3 99,65 ± 1,75 %RSD = 0,7

57,5 58,0 100,87 ± 1,75

120%
69,0 72,0 104,34 ± 3,63

69,0 71,0 103,26 ± 3,63 %RSD = 1,42

69,0 70,0 101,45 ± 3,63

Trung bình 101,22 ± 1,52 %RSD = 1,95

Kết quả:

- Độ đúng: 101,22 ± 1,52% (98-102%); %RSD: 1,95 (≤ 2,0)

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu chỉ tiêu độ đúng.



Hình 3.28. Sắc ký đồ GC-MS (Scan mode) cao methanol nhựa Mù u

3.7. XÂY DỰNG VÀ THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP GC-MS XÁC ĐỊNH

CALOPHYLLOLID TRONG VỎ QUẢ MÙ U (PHƯƠNG PHÁP 2)

3.7.1. Chuẩn bị mẫu thử bằng phương pháp chiết soxhlet

Cân chính xác khoảng 1,0 g bột vỏ quả Mù u cho vào ống đựng mẫu bằng cellulose

kích thước 25 mm x 27 mm x 100 mm (Whatman, UK), lắp vào bộ chiết soxhlet tự

động Buchi B-811 để chiết bằng methanol (TT) trong 8 giờ. Cô dịch chiết dưới áp

suất giảm ở 40 oC rồi định mức đến 20,0 ml bằng methanol (TT). Lắc đều. Lọc dịch

chiết qua giấy lọc Whatman 40.

3.7.2. Chuẩn bị mẫu thử bằng phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE)

Cân chính xác khoảng 5,0 g bột vỏ quả cho vào thiết bị chiết lỏng dưới áp suất

Dionex ASE-100 để chiết với methanol (TT).

Điều kiện chiết

Áp suất : 1500 psi

Nhiệt độ : 120 oC

Thời gian chiết : 15 phút
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Chu kỳ chiết : 1

Thể tích rửa : 60%

Thời gian làm sạch hệ thống bằng khí nitrogen : 90 giây

Cô dịch chiết dưới áp suất giảm rồi định mức đến 100,0 ml bằng methanol (TT).

Lắc đều. Lọc dịch chiết bằng giấy lọc Whatman 40.

Chuẩn bị dung dịch đối chiếu

Cân chính xác một lượng chất đối chiếu calophyllolid, hòa tan và pha loãng bằng

methanol (TT) để thu được các dung dịch có nồng độ có nồng độ lần lượt là 3,19;

6,38; 12,75; 25,5 và 51,0 µg/ml.

Điều kiện sắc ký

Máy sắc ký khí ghép khối phổ Shimadzu GCMS-QP 2010 với phần mềm xử lý dữ

kiện LabSolutions GCMSSolution phiên bản 2.5.

Cột: DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm.

Chương trình nhiệt độ: 80 oC-300 oC/12 phút (40 oC/phút); nhiệt độ buồng tiêm

mẫu: 250 oC, không chia dòng; nhiệt độ đầu dò phổ khối: nguồn ion: 250 oC; giao

diện: 200 oC; ion hóa bằng bắn phá điện tử; tốc độ dòng khí mang (helium): 1,43

ml/phút; khoảng phổ: 40-450 amu. Thể tích tiêm mẫu 1 µl. Các ion định lượng: ion

đích m/z 401; ion tham chiếu m/z 83, 55. Kiểu thu dữ liệu: SCAN và SIM.

3.7.3. Thẩm định phương pháp GC-MS xác định calophyllolid từ vỏ quả Mù u
Thẩm định phương pháp theo hướng dẫn của ICH trên mẫu thử chuẩn bị bằng

phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE) với các kết quả như sau:

Thử tính phù hợp của hệ thống

Tiến hành tự chỉnh máy (auto tune) rồi tiêm vào thiết bị GC-MS các dung dịch chất

đối chiếu calophyllolid và dung dịch mẫu thử đã chuẩn bị như trên và điều kiện sắc

ký đã chọn.



Bảng 3.20. Tính phù hợp của hệ thống GC-MS (n = 6) trong phương pháp GC-MS

(phương pháp 2)

Các thông số Tiêu chuẩn chấp nhận Kết quả

Hệ số đối xứng ≤ 2,0 1,2

Hệ số tương quan (r) của đường chuẩn > 0,995 0,9993

Độ lệch cường độ tương đối các mảnh

ion đặc trưng (%) của pic chất đối

chiếu và pic mẫu thử

± 20 % m/z 55: 13,66

m/z 83: 13,11

m/z 416: 2,1

m/z 401: 0,0

Tính đặc hiệu

Phổ khối lấy tại đỉnh pic của chất đối chiếu calophyllolid và mẫu thử có các mảnh

ion đặc trưng với độ lệch về cường độ tương đối nằm trong khoảng ± 20 % (m/z 55:

13,66; m/z 83: 13,11; m/z 83: 13,11; m/z 401: 0,0).

Tính tuyến tính

Có tương quan tuyến tính giữa nồng độ calophyllolid và diện tích pic của các dung

dịch đối chiếu calophyllolid: 3,19-51,04 µg/ml và các dung dịch calophyllolid trong

mẫu chiết PLE: 3,08-49,2 µg/ml với hệ số tương quan lần lượt là 0,9993 và 0,9993

(r ≥ 0,995).

Bảng 3.21. Tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của calophyllolid trong
phương pháp GC-MS (phương pháp 2)

Dung dịch chất
đối chiếu
calophyllolid
trong methanol
(TT)

Diện tích
pic (A)

121263 54853 24030 6861 2816

Nồng độ (C)
(µg/ml)

51,04 25,52 12,76 6,38 3,19

Hệ số đáp
ứng (A/C)

2377,8 2149,4 1883,2 1075,4 882,8

Phương trình hồi quy: y
 = 2510,9X – 7671,4

r = 0,9993



Dung dịch
calophyllolid
trong mẫu chiết
PLE

Diện tích
pic (A)

119936 52320 22431 7084 3311

Nồng độ (C)
(µg/ml)

49,2 24,6 12,3 6,15 3,08

Hệ số đáp
ứng (A/C)

2437,7 2126,8 1823,7 1133,4 1076,8

Phương trình hồi quy: y
 = 2566,4X – 7963,1

r = 0,9993

Tiến hành trắc nghiệm t bắt cặp cho kết quả t = 1,053 < t0,05 = 2,776. Hệ số đáp ứng

của calophyllolid trong các dung dịch mẫu đối chiếu và mẫu cao methanol không

khác nhau có ý nghĩa thống kê ở P = 0,05.

Nhận xét: Chất nền trong dịch chiết vỏ quả bằng phương pháp PLE không làm ảnh

hưởng đến tính tuyến tính của calophyllolid trong khoảng nồng độ từ 3,19-49,2

µg/ml.

Độ chính xác

Xác định độ lặp lại bằng cách tiến hành định lượng mẫu thử 06 lần theo phương

pháp đã xây dựng ở nồng độ 100%. Ghi nhận kết quả là hàm lượng calophyllolid

(g/100 g) của các lần thử và tính %RSD giữa các lần thử.

Bảng 3.22. Kết quả độ lặp lại của phương pháp GC-MS (phương pháp 2)

Stt Diện tích pic (µV.s) Hàm lượng (g/100 g) Kết quả

1 24343 0,0254

X = 0,0255  0,0005%
SD = 0,0005
%RSD = 1,89 (< 3,0)

2 24030 0,0251

3 25214 0,026

4 26039 0,0262

5 24746 0,025

6 24856 0,0254

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu về chỉ tiêu độ lặp lại



Độ đúng

Thêm chính xác một lượng chất đối chiếu calophyllolid vào mẫu thử đã biết trước

hàm lượng để thu được dung dịch mẫu có nồng độ tương ứng với 3 mức nồng độ

80, 100 và 120% so với mức nồng độ định lượng đã chọn và nằm trong khoảng

tuyến tính của phương pháp. Tại mỗi mức nồng độ, thực hiện ít nhất 03 mẫu độc

lập. Xác định hàm lượng calophyllolid để tính tỷ lệ phần trăm giữa lượng tìm thấy

so với lượng thêm vào.

Bảng 3.23. Kết quả độ đúng của phương pháp GC-MS (phương pháp 2)

Lượng thêm vào (µg) Lượng tìm thấy (µg) Tỷ lệ phục hồi (%)

80%

83,2 83,1 99,88 ± 2,05

83,2 81,2 97,59 ± 2,05 %RSD = 2,05

83,2 84,6 101,68 ± 2,05

100%

104,0 101,2 97,31 ± 1,3

104,0 102,9 98,94 ± 1,3 %RSD = 1,33

104,0 103,9 99,9 ± 1,3

120%

124,8 129,4 103,67 ± 3,05

124,8 122,9 98,48 ± 3,05 %RSD = 3,05

124,8 122,7 98,3, ± 3,,05

Trung bình 99,53 ± 2,05 %RSD = 2,0

Kết quả:

- Độ đúng: 99,53 ± 2,05% (98-102%); %RSD: 2,0 (≤ 2,0)

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu chỉ tiêu độ đúng.



Hình 3.29. Sắc ký đồ GC-MS (Scan mode) dịch chiết bằng PLE vỏ quả Mù u

Kết quả hàm lượng % (g/100 g) calophyllolid trong vỏ quả:

- Chiết lỏng dưới áp suất PLE : 0,0255 ± 0,0005%

- Chiết bằng soxhlet : 0,025 ± 0,0005%
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3.8. XÂY DỰNG VÀ THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP HPLC-DAD ĐỊNH

LƯỢNG CALOPHYLLOLID TRONG CHẾ PHẨM DẦU MÙ U

INOPILO

3.8.1. Xây dựng phương pháp phân tích

Dựa vào điều kiện sắc ký để xác định tạp chất hữu cơ trong chất đối chiếu

calophyllolid đã nghiên cứu ở trên, nghiên cứu thay đổi pH và thành phần pha động

để phân tách calophyllolid trong điều kiện có nền mẫu.

Kết quả chọn điều kiện sắc ký như sau:

Cột Zorbax 250 mm × 4,6 mm, 5 μm. Tốc độ dòng: 1 ml/phút. Thể tích tiêm mẫu:

10 μl. Nhiệt độ cột: 40 oC. Bước sóng phát hiện 270 nm. Pha động: acetonitril-dung

dịch acid acetic 2% với chương trình dung môi như sau:

Thời gian (phút) Acetonitril (%) Dung dịch acid acetic 2% (%)

0

30

35

40

20

80

20

20

80

20

80

80

Khảo sát quy trình chuẩn bị mẫu thử

Chuẩn bị dung dịch mẫu thử: Cân chính xác khoảng 120,0 mg mẫu cho vào bình

định mức 10,0 ml, thêm 6,0 ml hỗn hợp methanol-nước với tỷ lệ thích hợp, siêu âm

để chiết trong thời gian thích hợp. Lọc mẫu qua lọc 0,45 m. Chọn điều kiện chuẩn

bị mẫu là điều kiện sao cho diện tích pic calophyllolid là cao nhất.



Bảng 3.24. Kết quả thí nghiệm chọn điều kiện chuẩn bị mẫu

Stt A: Nhiệt độ

mẫu (o C)

B: Hàm lượng

methanol (%)

C: Thời gian

làm ấm (phút)

D: Thời gian

siêu âm (phút)

Diện tích pic

Calophyllolid (µV.s)

1 25 70 10 5 837048

2 25 90 15 10 866757

3 25 100 20 15 1045915

4 45 70 15 15 922057

5 45 90 20 5 1034104

6 45 100 10 10 1032145

7 60 70 20 10 843891

8 60 90 10 15 1057318

9 60 100 15 5 1023195

3.8.2. Thẩm định phương pháp phân tích

Thử tính phù hợp của hệ thống

Chuẩn bị dung dịch chất đối chiếu calophyllolid trong methanol (TT) có nồng độ

59,2 g/ml. Tiêm vào hệ thống sắc ký theo phương pháp phân tích đã xây dựng 6

lần. Tính các thông số sắc ký: thời gian lưu, %RSD của diện tích, hệ số đối xứng và

số đĩa lý thuyết của pic calophyllolid. Kết quả ghi trong bảng 3.25.

Bảng 3.25. Tính phù hợp của hệ thống HPLC-DAD (n = 6)

Thông số Yêu cầu Kết quả

Thời gian lưu (phút) _ 29,5

Hệ số đối xứng 0,8-1,5 1,2

%RSD diện tích pic ≤ 2,0 1,65

Số đĩa lý thuyết ≥ 2000 254523

Tính đặc hiệu

Tiêm vào máy sắc ký lần lượt các mẫu sau: Dung môi hòa tan mẫu: dung dịch

methanol 90%; dung môi pha động; dung dịch chất đối chiếu calophyllolid trong

methanol (TT) ; dung dịch thử trong dung môi hòa tan mẫu.



Hình 3.30. Sắc ký đồ khảo sát tính đặc hiệu của phương pháp định lượng

calophyllolid trong dầu Mù u INOPILO

Hình 3.31. Phổ UV và độ tinh khiết pic calophyllolid trong mẫu thử dầu Mù u

INOPILO

Hình 3.32. Phổ 3D của calophyllolid trong Hình 3.33. Sắc ký đồ HPLC của mẫu

mẫu thử dầu Mù u INOPILO thử dầu Mù u INOPILO

Dung môi hòa tan mẫu

Dung môi pha động

Mẫu chuẩn

Mẫu thử



Kết quả:

- Sắc ký đồ pha động và dung môi pha mẫu không xuất hiện tín hiệu trùng với

thời gian lưu của calophyllolid trong mẫu thử và mẩu đối chiếu.

- Độ tinh khiết của pic calophyllolid trong sắc ký đồ mẫu thử: 0,999 (> 0,99).

- Độ phân giải giữa pic calophyllolid và các pic liền kề trong sắc ký đồ mẫu thử:

1,52 và 1,58 ( ≥ 1,5).

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu về tính đặc hiệu.

Tính tuyến tính

Có tương quan tuyến tính giữa nồng độ calophyllolid và diện tích pic của các dung

dịch đối chiếu calophyllolid: 29,6-88,8 µg/ml và các dung dịch calophyllolid trong

mẫu thử: 31,2-84,7 µg/ml với hệ số tương quan lần lượt là 0,9998 và 0,9999 (r ≥

0,995).

Bảng 3.26. Tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của calophyllolid trong
phương pháp HPLC-DAD

Dung dịch chất

đối chiếu

calophyllolid

Diện tích pic
(A) (µV.s)

343587 515919 686280 843388 1058381

Nồng độ (C)
(µg/ml)

29,6 44,4 59,2 71,0 88,8

Hệ số đáp
ứng (A/C)

11608 11620 11593 11879 11919

Phương trình hồi quy: y
 = 12112,5X – 20280,7

r = 0,9998

Dung dịch mẫu

có chứa

calophyllolid

Diện tích pic
(A) (µV.s)

365105 504192 695425 804107 991236

Nồng độ (C)
(µg/ml)

31,2 43,1 59,4 68,7 84,7

Hệ số đáp
ứng (A/C)

11702 11698 11707 11705 11703

Phương trình hồi quy: y
 = 11706X -144,6

r = 0,9999



Hình 3.34. Đồ thị tương quan giữa nồng độ các dung dịch đối chiếu (1), dung dịch mẫu

thử (2) và diện tích pic calophyllolid

Tiến hành trắc nghiệm t bắt cặp cho kết quả t = 0,29 < t0,05 = 2,776. Hệ số đáp ứng

của calophyllolid trong các dung dịch mẫu đối chiếu và mẫu đối chiếu có tá dược

không khác nhau có ý nghĩa thống kê ở P = 0,05. Tá dược không làm ảnh hưởng

đến tính tuyến tính của calophyllolid trong khoảng nồng độ khảo sát.

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu về tính tuyến tính.

y
 = 12112,5X – 20280,7

r  = 0,9998

Nồng độ (µg/ml)

Diện tích pic (µV.s)

Nồng độ (µg/ml)

Diện tích pic (µV.s)

(1)

(2)

y
 = 11706X – 144,6

r  = 0,9999



Độ chính xác

Tiến hành định lượng 6 mẫu thử ở nồng độ định lượng bởi 2 kiểm nghiệm viện

trong 2 ngày khác nhau. Xác định hàm lượng phần trăm calophyllolid (g/100 g).

Tính độ lệch chuẩn, %RSD và khoảng tin cậy của các kết quả định lượng thu được

này.

Bảng 3.27. Kết quả độ lặp lại và độ chính xác trung gian của phương pháp

HPLC-DAD

Stt Kiểm nghiệm viên 1 Kiểm nghiệm viên 2

Diện tích pic

(µV.s)

Hàm lượng%

(g/100 g)

Diện tích pic

(µV.s)

Hàm lượng%

(g/100 g)

1 695425 0,47 584530 0,47

2 700263 0,47 586515 0,47

3 677470 0,46 603457 0,47

4 678107 0,46 773898 0,48

5 684804 0,46 785385 0,50

6 704659 0,48 780604 0,49

Ngày 1 Ngày 2 So sánh

phương sai

So sánh giá trị

trung bình

Trung bình: 0,47 ± 0,01%

SD: 0,0082

%RSD: 1,75

Trung bình: 0,48 ± 0,01%

SD: 0,0126

%RSD: 2,64

F1-2 = 2,4 < F0,05 = 5,05 t1-2 = 2,169 < t0,05 = 2,228

Kết quả:

- Độ lặp lại: %RSD: 1,75 (< 3,0)

- Kết quả giữa các ngày khác biệt không có ý nghĩa thống kê (P = 0,05)

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu chỉ tiêu độ lặp lại và độ chính xác trung gian



Độ đúng

Thêm chính xác một lượng chất đối chiếu calophyllolid vào mẫu thử đã biết trước

hàm lượng để thu được dung dịch mẫu có nồng độ tương ứng với 3 mức nồng độ

80, 100 và 120% so với mức nồng độ định lượng đã chọn và nằm trong khoảng

tuyến tính của phương pháp. Tại mỗi mức nồng độ, thực hiện ít nhất 03 mẫu độc

lập. Xác định hàm lượng calophyllolid để tính tỷ lệ phần trăm giữa lượng tìm thấy

so với lượng thêm vào.

Bảng 3.28. Kết quả độ đúng của phương pháp HPLC-DAD

Lượng thêm vào (µg) Lượng tìm thấy (µg) Tỷ lệ phục hồi (%)

80%

482,4 482,4 100,0 ± 0,8

483,8 484,1 100,1 ± 0,8 %RSD = 0,32

495,2 498,1 100,6 ± 0,8

100%

633,4 656,3 103,6 ± 3,87

632,7 644,3 101,8 ± 3,87 %RSD = 1,53

635,4 638,7 100,5 ± 3,87

120%

746,3 765,7 102,6 ± 0,87

721,8 742,7 102,9 ± 0,87 %RSD = 0,34

733,2 757,3 103,3 ± 0,87

Trung bình 101,71 ± 1,1 %RSD = 1,41

Kết quả:

- Độ đúng: 101,71 ± 1,1% (97-103%); %RSD: 1,41 (≤ 2,0)

Nhận xét: Phương pháp đạt yêu cầu chỉ tiêu độ đúng.



CHƯƠNG 4

BÀN LUẬN
Từ các kết quả của đề tài, có một số bàn luận sau:

4.1. CHIẾT XUẤT HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ QUẢ MÙ U

Trong nghiên cứu của chúng tôi, bằng phương pháp chiết xuất với dung môi kém

phân cực (n-hexan) có thay đổi pH, chúng tôi đã phân lập được 8,1 mg hợp chất N1

xác định là 1,5-dihydroxyxanthon (33) và 105,0 mg hợp chất N2 xác định là 4-

hydroxyxanthon (29) còn với phương pháp chiết xuất bằng dung môi phân cực

(MeOH) không thay đổi pH đã phân lập được 135,0 mg hợp chất N3 và 98,0 mg

hợp chất N4 xác định là calophyllolid (22). Từ vỏ quả, bằng phương pháp chiết xuất

với dung môi phân cực trung bình (EtOAc), chúng tôi đã phân lập được 26,0 mg

hợp chất V1 xác định là calophyllolid (22) (Phụ lục 2).

Điểm qua các công trình nghiên cứu xác định hợp chất phenol từ dầu và nhựa Mù u,

chưa thấy có tác giả nào chiết xuất nhằm phân lập được một lượng đủ để xác định

cấu trúc 1,5-dihydroxyxanthon (33) cũng như 4-hydroxyxanthon (29). Cũng chưa

thấy có công bố chiết xuất để phân lập được hợp chất N3 là một hợp chất tự nhiên

hoàn toàn mới. Hợp chất N4 và V1 đều là calophyllolid (22) xác định được từ nhựa

và vỏ quả trong khi một số tác giả khác chỉ công bố tìm thấy từ hạt Mù u ngoại trừ

Leu và cộng sự tìm thấy từ nhựa Mù u nhưng không công bố quy trình chiết xuất

[101]. Thật vậy, Trần Thanh Thạo và cộng sự năm 2002 đã chiết xuất và phân lập

được calophyllolid (22) từ hạt Mù u ở Việt nam bằng phương pháp sắc ký cột

nhanh, sắc ký cột cổ điển, sắc ký chế hóa với mẫu nạp là cao benzen [5]. Năm 2003,

Chen và cộng sự chiết hạt Mù u ở Đài loan lần lượt bằng EtOH rồi EtOAc và xác

định được: 4 dẫn suất pyranocoumarin và calophyllolid (22) [38]. Sau đó vào năm

2004, Yimdjo và cộng sự chiết xuất từ hạt Mù u ở Cameroon bằng hỗn hợp CH2Cl2-

MeOH (1:1) cũng thu được calophyllolid (22) và các coumarin khác như

calaustralin (24), inophyllum C (9), E (11) là thành phần của hạt Mù u theo tài liệu

của tổ chức Y tế thế giới WHO về cây thuốc ở vùng Nam Thái Bình Dương [123],

[119]. Gần đây nhất là công trình năm 2009 của Leu và cộng sự cũng chưa thấy đề



cập chiết xuất và phân lập được 1,5-dihydroxyxanthon (33) và 4-hydroxyxanthon

(29) trong nhựa Mù u tách loại khi tinh chế dầu ép từ hạt Mù u ở Polynesia thuộc

Pháp [101].

4.2. THỬ TÍNH KHÁNG KHUẨN CÁC CAO CHIẾT TỪ NHỰA VÀ VỎ

QUẢ MÙ U

Trong nghiên cứu của chúng tôi, cao nhựa Mù u thu được bằng phương pháp chiết

lỏng-lỏng với MeOH và n-hexan đều có tác dụng kháng Mycobacterium smegmatis

và Staphylococcus aureus. Năm 2000, các tác giả ở Khoa Dược-Đại học Y Dược

TP. Hồ Chí Minh đã xác định MIC của dầu Mù u thô (bao gồm phần nhựa) trên

MRSA là 64 µg/ml [3], [4]. Năm 2004, Yimdjo và cộng sự công bố cao hạt Mù u ở

Cameroon chiết bằng CH2Cl2-MeOH (1:1) có tác dụng kháng Staphylococcus

aureus. [123]. Các cao MeOH và n-hexan chiết bằng phương pháp PLE, cao EtOAc

chiết bằng phương pháp ngấm kiệt và cao MeOH chiết bằng phương pháp soxhlet

cũng đều có tác dụng kháng Mycobacterium smegmatis và Staphylococcus aureus.

Theo tra cứu của chúng tôi, chưa thấy có các nghiên cứu và công bố về các tác dụng

kháng khuẩn này trước đây.

4.3. PHÂN LẬP HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ QUẢ MÙ U

Trong nghiên cứu của chúng tôi bằng phương pháp VLC, chúng tôi đã thu được

calophyllolid (22) từ nhựa Mù u và từ vỏ quả cùng 3 hợp chất phenol khác trực tiếp

từ các phân đoạn qua cột mà không phải qua sắc ký lại và/hoặc tinh chế bằng sắc ký

lớp mỏng điều chế. Lượng thu được các hợp chất này đủ để xác định cấu trúc bằng

các kỹ thuật phổ nghiệm.

Theo tổng quan tài liệu, các hợp chất phenol từ Mù u (Calophyllum inophyllum L.)

chủ yếu là các coumarin, neoflavonoid, xanthon, chromanon...[71]. Phân lập các

hợp chất này có thể thực hiện bằng các phương pháp: sắc ký cột cổ điển, sắc ký cột

nhanh [66], [79], [81], [123]. Trần Thanh Thạo và cộng sự năm 2002 đã phân lập

calophyllolid (22) từ hạt Mù u ở Việt nam bằng phương pháp sắc ký cột nhanh, sắc

ký cột cổ điển, sắc ký chế hóa với mẫu nạp là cao benzen [5]. Năm 2003, Chen và

cộng sự đã dùng sắc ký cột và sắc ký lớp mỏng điều chế phân lập được



calophyllolid (22) từ cao EtOAc chiết từ hạt Calophyllum inophyllum ở Đài Loan

[38]. Trong một công trình nghiên cứu về các tác nhân kháng khuẩn và gây độc tính

tế bào từ Calophyllum inophyllum vào năm 2004, Yimdjo và cộng sự đã chiết xuất

dầu trong hạt Mù u bằng phương pháp ngấm kiệt trong 24 giờ ở nhiệt độ phòng với

hệ dung môi CH2Cl2-MeOH (1:1) rồi dùng phương pháp sắc ký cột để thu một số

phân đoạn, kế tiếp rửa giải gradient để phân lập calophyllolid (22) [123].

4.4. XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC HỢP CHẤT PHENOL PHÂN LẬP ĐƯỢC

BẰNG PHƯƠNG PHÁP PHỔ NGHIỆM

4.4.1. Phương pháp quang phổ hồng ngoại

Khi so sánh phổ hồng ngoại của hợp chất N2 với phổ hồng ngoại của 4-

hydroxyxanthon (KBr) thu được bằng con đường tổng hợp do Gnerre và cộng sự

ghi thấy có sự tương ứng từng đỉnh một [32].

Nhóm chức 4-hydroxyxanthon [32] Hợp chất N2

OH phenol

C=O

C=

C-O-

C=H nhân thơm

3191

1640

1588

1502

1480

1460

1353

1290

1225

1102

1033

753

3197

1637

1589

1506

1481

1458

1355

1292

1228

1102

1034

754

Tổng quan tài liệu chưa thấy có tiêu chuẩn chất lượng 4-hydroxyxanthon (29) về chỉ

tiêu phổ hồng ngoại có thể do chưa có chất đối chiếu thương mại. Như vậy có thể

nói sau khi phối hợp với các kỹ thuật phổ nghiệm khác như phổ UV-Vis, phổ khối

lượng, phổ NMR 1 và 2 chiều để khẳng định cấu trúc thì dữ liệu phổ hồng ngoại



này có thể dùng để thiết lập phổ hồng ngoại chuẩn dùng trong kiểm nghiệm, nghiên

cứu nguyên liệu và chế phẩm từ Mù u.

Phổ hồng ngoại của hợp chất N1 và N2 cho thấy hợp chất có khung xanthon có 1

hoặc 2 nhóm hydroxy đính vào vòng thơm thể hiện các băng đặc trưng với cường

độ phù hợp với dữ liệu phổ các xanthon tương ứng công bố trong sách dữ liệu phổ

các hợp chất tự nhiên của Yamaguchi [122]. Ngoài ra phổ hồng ngoại của 4-

hydroxyxanthon (29) và 1,5-dihydroxyxanthon (33) thực tế khi ghi đều cho thấy có

sự hiện diện của các nhóm OH phenol liên kết hydrogen nội phân tử cho đỉnh rộng,

cường độ trung bình ở khoảng 3000-3500 cm-1 trong khi Iinuma và cộng sự và

Yamaguchi không nêu đặc trưng phổ này mà chỉ công bố phổ hồng ngoại (KBr) cho

các đỉnh ở 1625, 1605 và 1575 cm-1 [79].

4.4.2. Phương pháp phổ khối lượng
Khi phân tích hợp chất N1, 1,5-dihydroxyxanthon (33) bằng phương pháp GC-MS

và EI-MS, chúng tôi thu được kết quả các mảnh ion m/z 228, 212, 200, 171, 115, 92

hoàn toàn phù hợp với dữ liệu phổ EI-MS của Iinuma và cộng sự [79]. Theo công

bố trong công trình của Yimdjo và cộng sự thì phổ khối lượng 1,5-

dihydroxyxanthon (33) ghi bằng thiết bị phổ khối có độ phân giải cao (HRESI-

TOFMS) [123]. Iinuma và cộng sự ghi phổ khối lượng bằng kỹ thuật đưa trực tiếp

vào đầu dò phổ khối với chế độ EI-MS [79]. Ưu điểm của phương pháp GC-MS

trong kiểm nghiệm là nhạy, và xử lý mẫu đơn giản so với LC-MS [112].

Tương tự, khi phân tích hợp chất N2, 4-hydroxyxanthon (29) bằng kỹ thuật GC-MS

thu được các mảnh m/z 212, 184, 155, 128, 102 và 63 phù hợp với phổ khối lượng

của hợp chất này trong thư viện phổ NIST.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, phổ khối lượng của hợp chất N4 có pic cơ bản ở

m/z 401, đúng bằng phân tử khối của calophyllolid (m/z 416 trừ 15) và có sự hiện

diện của 2 mảnh ion tại m/z 55 và 83 phù hợp sơ đồ phân mảnh dưới đây.
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Năm 1972, Games đã công bố công trình phân tích các dẫn chất 4-phenyl coumarin

bao gồm calophyllolid (22) trong Calophyllum inophyllum bằng GC-MS dùng cột

nhồi OV 1 3% hoặc OV 17 3% tẩm trên Gas Chrom Q ghép với phổ khối bằng thủy

tinh thông qua bộ tách 2 thì Watson-Biemann [64].

4.4.3. Phương pháp phổ cộng hưởng từ hạt nhân

Nghiên cứu của chúng tôi thu được phổ 13C-NMR của hợp chất N1 là trùng khớp

với 1,5-dihydroxyxanthon (33) do Iinuma và cộng sự ghi trong DMSO-d6. Đối với

phổ 1H-NMR, do lúc đầu chúng tôi chọn đo trong dung môi CD3OD (nhiệt độ sôi

64,6 oC) để dễ thu hồi mẫu cho các nghiên cứu kế tiếp nhưng do mẫu khó tan nên

đã phối hợp với DMSO-d6 nhằm làm tăng độ tan. Kết quả phổ không thấy được các

các tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 12,64 s và 10,57 br s của proton trong các nhóm OH

gắn vào C-1 và C-5 so với phổ 1H-NMR do Iinuma và cộng sự ghi trong DMSO-d6
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[79]. Chúng tôi đã dựa vào các phổ hai chiều HSQC, HMBC và phổ DEPT để đọc

các tương quan và tương tác xa giữa 1H - 13C cũng như bậc của carbon trong sự kết

hợp với thông tin từ các phổ UV-Vis, IR, phổ khối lượng để khẳng định hợp chất N1

chính là 1,5-dihydroxyxanthon (33).

Tương tự, phổ 1H-NMR của hợp chất N2 cũng không xuất hiện tín hiệu của proton

thuộc nhóm hydroxy khi đo trong dung môi CD3OD so với tín hiệu (H, ppm; J, Hz)

ở 10,51 s trong phổ ghi trong dung môi DMSO-d6 của 4-hydroxyxanthon (29) bán

tổng hợp từ 4-methoxyxanthon [32].

Có thể giải thích hiện tượng này là do có sự trao đổi deuteri. Thật vậy, các proton

liên kết với các dị nguyên (XH proton, X = O, N, S) có thể định danh trong phổ

proton bằng cách dùng sự trao đổi deuteri (xử lý mẫu với một lượng nhỏ D2O hay

CD3OD. Sau khi trao đổi deuteri:

R-XH + D2O R-XD  + HDO

Tín hiệu của proton XH trong phổ 1H-NMR không xuất hiện. Thay vào đó, tín hiệu

HDO xuất hiện ở khoảng 4,8 ppm. Hệ quả của sự trao đổi D2O là các proton XH

thường không phát hiện được trong phổ 1H-NMR nếu dùng dung môi như CD3OD

[27]. Kết quả phổ 1H-NMR của 4-hydroxyxanthon (29) và 1,5-dihydroxyxanthon

(33) đều có các tín hiệu ở khoảng 4,8 ppm (Phụ lục 4.4 và 5.4) là hoàn toàn phù hợp

với lý luận trên.

Qi Xiao và cộng sự khi ghi phổ 1H-NMR của chất gerontoxanthon C trong CD3OD

cũng không ghi nhận được tín hiệu proton của nhóm hydroxy chelat hóa là thí dụ

minh họa [49].

Gerontoxanthon C

O O

OH
OH

O OH



Về phổ 1H-NMR của calophyllolid (22) thì dữ liệu thu thập được của hợp chất N4

hầu như trùng khớp với dữ liệu của Garazd và cộng sự công bố năm 2003 về

chuyển dịch hóa học và dạng đỉnh, chỉ có khác biệt nhỏ về hằng số J [65]. Kết quả

này do ghi phổ trên thiết bị có cùng từ trường (300 MHz) và sử dụng cùng dung

môi (CDCl3). Mặt khác, khi so sánh với dữ liệu phổ 1H-NMR của Nigam và cộng

sự công bố năm 1967 [107] thì có khác biệt đáng kể về dạng đỉnh cũng như chuyển

dịch hóa học và một số đỉnh của proton nhóm phenyl đã không thể hiện. Laure cũng

sử dụng phổ 1H-NMR của Nigam để so sánh với dữ liệu trong luận án của mình và

sau đó đã ghi phổ COSY để góp phần khẳng định cấu trúc calophyllolid (22). Năm

1967, Nigam và cộng sự đã ghi phổ 1H-NMR của calophyllolid (22) với dung môi

CDCl3 và máy 60 MHz, có thể vào mấy thập niên trước, thiết bị có từ trường thấp

hơn nên lượng mẫu không đủ để làm xuất hiện tín hiệu [70]. Phổ 1H-NMR của hợp

chất N4 ghi được cho thấy có tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 6,57 q (6,0) là phù hợp với

proton ethylenic gắn ở C-10. Theo Garazd và cộng sự, phổ cho đỉnh bốn đôi còn

Nigam và cộng sự thì công bố đỉnh đa có thể do ghi trên máy có tỉ lệ tín hiệu/nhiễu

thấp. Tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 1,9 d (6,3) là phù hợp với proton gắn ở C-21 và

trùng với kết quả của Nigam trong khi Garazd công bố tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở

1,9 dd (7,0). Các proton gắn ở C-22 cho tín hiệu (H, ppm; J, Hz) ở 2,01 s là phù

hợp và trùng khớp với kết quả của Nigam vì đây là proton thuộc cấu trúc Me-C-C-

O còn kết quả của Garazd lại cho đỉnh đa.

4.5. XÁC ĐỊNH THÀNH PHẦN HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ

QUẢ MÙ U

Trong nghiên cứu của chúng tôi, bộ dữ liệu nhận dạng các hợp chất N1, N2, N3, N4

phân lập từ nhựa Mù u và V1 phân lập từ vỏ quả Mù u bao gồm các phổ: UV-Vis,

IR, MS và NMR đã được xác lập (Phụ lục 4-8). Theo các tài liệu khoa học mà

chúng tôi tham khảo được, năm 1994, Iinuma và cộng sự lần đầu tiên công bố phân

lập 4-hydroxyxanthon (29) từ vỏ rễ của Calophyllum inophyllum L. (Clusiaceae).

Tuy nhiện, bài báo không đề cập chi tiết xác định cấu trúc hay các dữ liệu nhận

dạng 4-hydroxyxanthon (29) bằng các phương pháp phổ nghiệm như các phổ: UV-



Vis, IR, MS, NMR [80]. Năm 2003, Chen và cộng sự cũng đã xác định được 4-

hydroxyxanthon (29) trong rễ Calophyllum inophyllum nhưng cũng không thấy

công bố thông tin về dữ liệu phổ [39]. Tương tự, Iinuma và cộng sự đã công bố lần

đầu tiên phân lập 1,5-dihydroxyxanthon (33) từ vỏ rễ của Calophyllum inophyllum

ở Nhật Bản năm 1994. Sau đó vào năm 2004, Yimdjo và cộng sự cũng đã công bố

phát hiện hợp chất này trong vỏ rễ Calophyllum inophyllum ở Cameroon [79],

[123]. Như vậy có thể nói đây là lần đầu tiên công bố phát hiện 1,5-

dihydroxyxanthon (33) và 4-hydroxyxanthon (29) trong nhựa Mù u ở Việt Nam.

Hợp chất N3 phân lập từ nhựa Mù u ở Việt Nam là hợp chất tự nhiên mới chưa thấy

tác giả nào công bố, đề nghị đặt tên là inocalophyllin C. Thật vậy, chỉ có thể kể các

nghiên cứu đã công bố tìm thấy các chất tương tự như: năm 2003, Chen và cộng sự

đã công bố phân lập các hợp chất: inocalophyllin A (18), B (12) và các dẫn chất

methyl ester A và B (19, 16) từ cao ethanol của hạt Calophyllum inophyllum L. ở

Đài Loan. Các tác giả đã tiếp tục methyl hóa inocalophyllin A (18) bằng

diazomethan thu được inocalophyllin A dimethylat với phân tử lượng tương đương

chất inocalophyllin C [38]. Tuy nhiên, có sự khác biệt về cấu tạo như sau:

Điểm khác biệt Inocalophyllin A dimethylat Hợp chất N3

Loại ester

Vị trí Dioxo

Vị trí C-4

1,3-diketon enol

Vị trí C-5

Vị trí nhóm thế

Danh pháp

Methyl ester
13C-NMR δC , ppm 51,3

(COOCH3)

4, 7

Keton

Không có

Methoxy

8, 8; 6-yl

2-isopropenyl

3-methyl-2-buten-1-yl

Ethyl ester
13C-NMR δC , ppm 60,1;

14,1 (COOC2H5)

5, 7

Hydroxyl

Liên kết hydrogen mạnh
1H-NMR δH m (J, Hz) 16,5

Keton

6, 6; 8-yl

Prop-1-en-2-yl

3-methylbut-2-en-1-yl



Một công trình khác công bố năm 2004 của Cottiglia và cộng sự đã phát hiện acid

brasiliensophyllic C từ vỏ cây Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) ở Mê

hi cô có cấu tạo tương tự hợp chất N3. Tuy nhiên, có sự khác biệt về phổ 1H-NMR

và 13C-NMR (CDCl3, máy 500 MHz) do hợp chất N3 có nhóm chức ester còn acid

acid brasiliensophyllic C có nhóm chức acid và mạch nhánh còn có thêm một

carbon [46]. Phát hiện ra hợp chất mới inocalophyllin C này có thể ứng dụng trong

kiểm nghiệm phân biệt Mù u ở Việt Nam với Mù u ở nước khác.

C δC , ppm δH, ppm; m (J, Hz)

Hợp chất N3 Acid brasiliensophyllic C Hợp chất N3 Acid brasiliensophyllic C

3”’ 25,6 31,8 1,6 m 1,3 m

4”’ 122,4 35,1 4,95 m 1,76 m

6”’ 25,5 109,7 1,5 s 4,61 s

8”’ 147,4 122,2 - 4,9 m

9”’ 113,7 132,0 4,36 s -

11”’ - 17,9

Acid brasiliensophyllic C
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Mặt khác, Năm 2009, Leu và cộng sự đã tìm thấy trong nhựa Mù u mọc ở Polynesia

16 coumarin: calophyllolid (22), dòng inophyllum, dòng calanolid, dòng

inocalophyllin và dòng tamanolid nhưng không có công bố phân lập hợp chất N3

[101].

Sau khi tra cứu tài liệu tổng quan về các thành phần hóa học của chi Calophyllum

do Shi và cộng sự viết năm 2008 [71] cũng như tham khảo các tài liệu khác về Mù u

(Calophyllum inophyllum) thuộc các nguồn dữ liệu: ScienceDirect, Scopus,

PubMed, SciFinder (Chemical Abstracts), Patent Databases tại thư viện Trường Đại

học Quốc gia Singapore, chúng tôi thấy hợp chất N3 chưa từng được công bố.

Do đó có thể khẳng định hợp chất N3 là một hợp chất tự nhiên mới.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, hợp chất N4 xác định từ nhựa và vỏ quả Mù u với

bộ dữ liệu nhận dạng có các phổ UV-Vis và NMR (1H-NMR và 13C-NMR) trùng

khớp với các dữ liệu phổ tương ứng trong bộ dữ liệu phổ các hợp chất nhóm

neoflavon của Garazd và cộng sự công bố năm 2003 [65], phổ khối lượng có pic cơ

bản ở m/z 401 trùng khớp với dữ liệu của Games năm 1972 [64], Garazd và cộng sự

năm 2003 [107]. Năm 2002, Trần Thanh Thạo và cộng sự áp dụng phương pháp của

Spath và Socias để phân lập calophyllolid từ hạt Mù u bằng cách dùng NaHCO3 để

mở vòng lacton của coumarin tạo muối coumarinat kiềm tan trong nước, sau đó

acid hóa dung dịch kiềm bằng HCl 10% để lacton hóa và chiết coumarin tái tạo

bằng dung môi hữu cơ (benzen) thu được cắn coumarin. Sau đó tiến hành sắc ký cột

để phân lập calophyllolid (22) [5]. Năm 2003, Chen và cộng sự đã chiết hạt

Calophyllum inophyllum ở Đài Loan bằng EtOH rồi tiếp tục phân bố trong EtOAc,

sau đó dùng sắc ký cột và sắc ký lớp mỏng điều chế phân lập được calophyllolid

[38]. Năm 2004, Yimdjo và cộng sự công bố phân lập calophyllolid từ hạt còn 1,5-

dihyroxyxanthon thì từ vỏ rễ Calophyllum inophyllum ở Cameroon [123]. Năm

2009, Leu và cộng sự đã phân lập calophyllolid từ nhựa trung tính và nhựa acid thu

được khi tinh chế dầu thô ép từ hạt của Calophyllum inophyllum mọc ở Polynesia

thuộc Pháp, không thấy có tìm thấy 4-hydroxyxanthon và 1,5-dihydroxyxanthon

trong các nhựa này. Tuy nhiên, chi tiết quy trình chiết xuất và phân lập không được



công bố [101]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, khi dùng Na2CO3 10% để kiềm hóa

nhựa đến pH 8-9 rồi acid hóa bằng HCl 3,65% đến pH 3-4, sau đó chiết bằng n-

hexan, tiếp tục phân lập bằng VLC, rửa giải bằng n-hexan/EtOAc thì không phân

lập được calophyllolid với lượng đủ để định danh bằng các phương pháp phổ

nghiệm. Trái lại, khi chiết nhựa bằng hỗn hợp MeOH-nước (9:1) rồi phân lập bằng

VLC tương tự như cao n-hexan thì phân lập được calophyllolid. Như vậy có thể nói

calophyllolid đi vào dung môi phân cực trung bình và mạnh và hầu như không tan

vào dung môi kém phân cực.

Calophyllolid do Potier phân lập lần đầu tiên vào năm 1951 trong hạt Calophyllum

inophyllum, sau đó vào năm 1993, Patil cũng đã xác định hợp chất này trong cao

chiết xuất từ lá Calophyllum inophyllum [21].

Kết quả xác định hàm lượng calophyllolid (22) từ cao nhựa tách loại chiết với

MeOH bằng phương pháp chiết lỏng-lỏng: 0,68 ± 0,01 (g/100g) và từ vỏ quả chiết

với MeOH bằng phương pháp PLE: 0,0255 ± 0,0005 (g/100g) so với hàm lượng

calophyllolid 0,47 ± 0,01 (g/100g) trong chế phẩm Dầu Mù u Inopilo (chỉ định trị

bỏng, u nhọt, viêm loét da, làm mau lành vết thương) cùng với tác dụng kháng

Staphylococcus aureus và Mycobacterium smegmatis đã bước đầu cho thấy nhựa

tách loại từ dầu và vỏ quả Mù u là đối tượng tiềm năng cần tiếp tục nghiên cứu để

sử dụng làm thuốc.

4.6. THIẾT LẬP CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

Tra cứu danh mục chất chuẩn đối chiếu là hợp chất tự nhiên hay tổng hợp của các

nhà chuyên sản xuất và cung cấp chuẩn như ChromaDex [42], Sigma Aldrich hay

USP không thấy có các hợp chất 4-hydroxyxanthon và calophyllolid nên chúng tôi

đã lần đầu tiên nghiên cứu đánh giá các chất này để thiết lập làm chất chuẩn đối

chiếu ngõ hầu có thể ứng dụng vào kiểm nghiệm dược liệu và thuốc từ dược liệu

Mù u. Theo hướng dẫn của WHO về thiết lập chất đối chiếu, trước tiên cần đánh giá

nhu cầu phải thiết lập vì đây là công việc tiêu tốn nhiều thời gian cũng như nhân lực

và tài lực. Do vậy, phương pháp thử sẽ quyết định yêu cầu phải có chất đối chiếu để

so sánh xác định. Vấn đề tiên quyết cần đánh giá là có phương pháp nào thay thế để



xác định hoạt chất mà không cần đến chất đối chiếu hay không [85]. Dược liệu và

thuốc từ dược liệu luôn chứa nhiều thành phần phức tạp nên các phương pháp sắc

ký ghép nối với phổ nghiệm là lựa chọn hàng đầu dẫn đến sự cần thiết phải có chất

chuẩn đối chiếu. Theo EMEA, chất được lựa chọn làm chất chuẩn đối chiếu là chất

có hoạt tính đã biết hoặc chất điểm chỉ [56], [73]. Hiện chưa có các quy định về độ

tinh khiết của chất chuẩn đối chiếu là hợp chất tự nhiên được phân lập. Do vậy, nếu

vận dụng các quy định về độ tinh khiết chất đối chiếu hóa học dùng cho định lượng

thu được bằng cách tổng hợp như đề cập trong dược điển quốc tế lần 3 thì độ tinh

khiết của chất chuẩn đối chiếu dùng cho định lượng phải đạt trên 99,5% tính theo

chế phẩm khan. Tuy nhiên, nếu sử dụng phương pháp phân tích đặc hiệu thì không

nhất thiết dùng chất chuẩn đối chiếu có độ tinh khiết cao như thế vì tạp chất chỉ ảnh

hưởng trên phép thử không đặc hiệu [85]. Calophyllolid là chất có các hoạt tính

như: ức chế elastas (IC50 = 8,4 µM) [101]; kháng viêm (LD50 = 2,5 g/kg) [68]; độc

tính tế bào (IC50 = 3,5 µg/ml), kháng khuẩn [123] và là thành phần chính của nhiều

bộ phận dùng từ Mù u ở Việt nam và trên thế giới [14], [53] nên đáp ứng với tiêu

chuẩn lựa chọn làm chất điểm chỉ [73]. Theo tổng kết của FHH (Forum for the

Harmonization of Herbal Medicine) năm 2005, Dược điển Hàn quốc 8 quy định

chất chuẩn đối chiếu có nguồn gốc hợp chất tự nhiên có độ tinh khiết trên 95% có

thể dung cho mục đích định lượng. Đây là cơ sở để xây dựng mức chất lượng cho

chỉ tiêu định lượng calophyllolid (22) làm chất chuẩn đối chiếu. Như vậy, chọn

calophyllolid đạt độ tinh khiết trên 95% làm chất chuẩn đối chiếu dùng cho các

phương pháp định tính, định lượng như: GC-MS, HPLC-DAD là phù hợp trong

kiểm nghiệm dược liệu và thuốc từ dược liệu. Dược điển Việt nam IV tuy đã có

chuyên luận về dầu Mù u nhưng chưa có phương pháp xác định chất điểm chỉ do

chưa có chất đối chiếu và phương pháp thử thích hợp [1]. Thiết lập chất chuẩn đối

chiếu calophyllolid dùng cho định lượng đóng góp tích cực vào công tác kiểm tra

chất lượng dược liệu và thuốc từ dược liệu nói chung và Mù u nói riêng theo hướng

dẫn của WHO [56], [121].



4.7. CÁC PHƯƠNG PHÁP GHÉP NỐI SẮC KÝ-PHỔ NGHIỆM XÁC ĐỊNH

HỢP CHẤT PHENOL TRONG NHỰA, VỎ QUẢ MÙ U VÀ THUỐC TỪ

MÙ U

4.7.1. Phương pháp GC-MS

Năm 1972, Games DE đã công bố bài báo về định danh các hợp chất 4-phenyl

coumarin trong Calophyllum inophyllum bằng GC-MS dùng cột thủy tinh với pha

tĩnh OV 1 hoặc OV 17 3% tẩm trên Gas Chrom Q. Tuy nhiên, tác giả đã không mô

tả điều kiện sắc ký cũng như nguồn gốc chất chuẩn đối chiếu calophyllolid đã sử

dụng. Do vậy, chúng tôi đã nghiên cứu xây dựng và thẩm định phương pháp sắc ký

khí mao quản ghép phổ khối để xác định nhanh và chính xác calophyllolid sau khi

đã thiết lập được chất chuẩn đối chiếu này. Phương pháp phân tích đề xuất của

chúng tôi tuy là phương pháp ngoại chuẩn do không tìm được nội chuẩn nội đồng vị

hoặc chất có cấu trúc tương tự với calophyllolid (22) nhưng độ tin cậy của  chấp

nhận được do sử dụng bộ tiêm mẫu tự động và quy trình chuẩn bị mẫu không phức

tạp [76], [77], [93]. Kết quả là lần đầu tiên đã công bố phương pháp xác định

calophyllolid trong cao methanol chiết từ nhựa Mù u Calophyllum inophyllum L..

Phương pháp này sau đó được làm cơ sở để xây dựng và thẩm định phương pháp

GC-MS để xác định calophyllolid có trong vỏ quả Mù u. Khi thử hòa tan cao

methanol trong hỗn hợp MeCN-nước với các tỷ lệ khác nhau thấy có hiện tượng

mẫu bị đục ảnh hưởng đến quá trình phân tách và phát hiện nếu sử dụng phương

pháp LC-MS hoặc HPLC-DAD. Do vậy chọn phương pháp GC-MS để phân tích

với những lý do sau đây: (1) Giá của thiết bị GC-MS thấp hơn (75000-150000

USD) LC-MS (120000-trên 250000 USD); (2) Trong GC-MS lượng khí nạp tương

đối thấp vào đầu dò phổ khối nên bơm tạo chân không yêu cầu công suất thấp và từ

đó chi phí ban đầu cũng như chi phí bảo trì thấp so với LC-MS; (3) Phổ EI cho

nhiều thông tin và thường dùng để định danh các hợp chất chưa biết; (4) Có thể mua

thư viện phổ EI của hàng trăm ngàn hợp chất để định danh trong trường hợp không

có chất chuẩn đối chiếu và có thể dùng chung cho tất cả thiết bị của các nhà sản

xuất khác nhau; (5) Không có các vấn đề chuẩn bị pha động (chỉ cần khí helium hay



hydrogen); (6) Ít có yêu cầu về bảo trì (chỉ thay dễ dàng tiền cột và vách buồng tiêm

mẫu) so với bao trì van, seal và làm vệ sinh giao diện của hệ LC-MS; (7) Dễ đào tạo

người sử dụng thiết bị; (8) Lý tưởng để phân tích các chất không phân cực [93].

4.7.2. Phương pháp HPLC-DAD

Khi xác định calophyllolid (22) trong chế phẩm có chứa dầu Mù u, do phương pháp

xử lý mẫu thử để phân tích có nước nên không khuyến khích áp dụng phương pháp

GC-MS [93]. Năm 2008, Frederic và cộng sự đã xác định các coumarin kể cả

calophyllolid (22) trong cao chiết xuất từ lá Mù u bằng kỹ thuật HPLC-DAD pha

thuận dùng cột silica lỗ sốp 120 Ao, hạt 5 µm, kích thước 250 mm x 4,6 mm.

Chương trình dung môi: i-propanol-i-octan từ 1-20% (tt/tt) trong 25 phút, từ 20/80

(tt/tt) trong 25 phút, sau đó cân bằng trong 15 phút. Tuy nhiên, sắc ký đồ cho thấy

calophyllolid (22) kém phân giải và phương pháp chưa được thẩm định. Chưa thấy

công bố phương pháp HPLC pha đảo phân tích xác định calophyllolid (22) với độ

tin cậy cao do sử dụng chất đối chiếu đã thiết lập và đầu dò chuyên biệt DAD. Mặt

khác, sắc ký lỏng cột pha đảo một kỹ thuật phổ biến tại nhiều phòng thí nghiệm

trong hệ thống kiểm nghiệm do sự phổ cập của các cột C18, chi phí phân tích tương

đối thấp và dễ áp dụng quy trình với pha động thường là nước và dung môi hữu cơ

như methanol, acetonitril [114].



KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ

KẾT LUẬN

Đề tài “Nghiên cứu xác định hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u để ứng dụng

trong kiểm nghiệm” đã hoàn thành các nội dung nghiên cứu để đạt được các mục

tiêu đề ra và cho những kết luận sau:

1. Xác định hợp chất phenol từ nhựa và vỏ quả Mù u
Bằng một số kỹ thuật sắc ký như: sắc ký lớp mỏng, sắc ký lỏng chân không, sắc ký

lỏng (phân tích và điều chế), sắc ký khí và sự phối hợp kết quả một số kỹ thuật phổ

nghiệm như: phổ UV-Vis, phổ IR, phổ khối lượng, phổ NMR một và hai chiều, phổ

nhiễu xạ tia X, đã chiết tách, tinh chế và xác định cấu trúc một số hợp chất phenol

phân lập được từ nhựa và vỏ quả Mù u như sau:

 Từ 3 kg nhựa Mù u, đã chiết xuất bằng n-hexan được 40 g cao, từ đó phân lập

và xác định được 8,1 mg hợp chất N1 xác định là 1,5-dihydroxyxanthon

(C13H8O4) và 105,0 mg hợp chất N2 xác định là 4-hydroxyxanthon (C13H8O3).

 Từ 4 kg nhựa Mù u, đã chiết xuất bằng hỗn hợp MeOH-nước (9:1) được 50 g

cao, từ đó phân lập và xác định được 135,0 mg hợp chất N3 đề nghị đặt tên là

inocalophyllin C (C37H48O6) và 98,0 mg hợp chất N4 xác định là calophyllolid

(C26 H24O5).

 Hợp chất N3 với tên khoa học: ethyl 3-((2R,3R)-4-hydroxy-2,3-dimethyl-6-

(5-methyl-2-(prop-1-en-2-yl) hex-4-enyl)-6-(3-methylbut-2-enyl)-5,7-

dioxo-3,5,6,7-tetrahydro-2H-chromen-8-yl)-3-phenylpropanoate là một

hợp chất tự nhiên mới, chưa từng được công bố trong các nguồn dữ liệu:

ScienceDirect, Scopus, PubMed, SciFinder (Chemical Abstracts), Patent

Databases tra cứu tại thư viện Đại học Quốc gia Singapore (NUS) .

 Từ 4 kg vỏ quả Mù u, đã chiết xuất bằng EtOAc được 20 g cao, từ đó phân lập

và xác định được 26,0 mg hợp chất V1 xác định là calophyllolid (C26 H24O5).



2. Thiết lập chất chuẩn đối chiếu

Đã xây dựng được bộ dữ liệu nhận dạng chất bao gồm: phổ UV-Vis, phổ IR, phổ

MS, phổ NMR, điểm chảy của calophyllolid và 4-hydroxyxanthon.

Đã xây dựng và thẩm định theo ICH quy trình xác định tạp chất hữu cơ đi kèm với

calophyllolid trong quá trình chiết xuất bằng kỹ thuật HPLC-DAD với các chỉ tiêu:

tính phù hợp của hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác, giới hạn

phát hiện.

Lần đầu tiên đã thiết lập chất chuẩn đối chiếu calophyllolid (chuẩn chính) loại dùng

cho định lượng theo hướng dẫn của WHO, ISO với tiêu chuẩn chất lượng bao gồm

các chỉ tiêu: cảm quan; định tính: UV-Vis, IR, MS, NMR; điểm chảy; độ tinh khiết:

tạp chất hữu cơ, tạp chất vô cơ, tạp chất bay hơi; định lượng. Mức chất lượng và

phương pháp thử theo các qui định của Dược điển Việt Nam và các Dược điển quốc

tế khác như: Hoa kỳ, Anh, Hàn quốc, Nhật bản, Trung quốc. Số lượng chất chuẩn

đối chiếu thiết lập được tổng cộng 100 lọ 10 mg với hàm lượng 95,27%.

Ngoài ra, còn thiết lập chất chuẩn đối chiếu 4-hydroxyxanthon dùng cho định tính

với số lượng 9 lọ 5 mg với hàm lượng 93,91%.

3. Ứng dụng chất chuẩn đối chiếu thiết lập để kiểm nghiệm (định tính, định

lượng) calophyllolid từ nhựa, vỏ quả Mù u và chế phẩm từ Mù u

Phương pháp GC-MS

Đã xây dựng một phương pháp phân tích nhanh, phù hợp, chính xác và đặc hiệu để

xác định calophyllolid từ nhựa Mù u bằng kỹ thuật sắc ký khí mao quản ghép khối

phổ (GC-MS). Thẩm định theo ICH với các chỉ tiêu: tính phù hợp của hệ thống, tính

đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác, độ đúng.

Điều kiện sắc ký: “Máy sắc ký khí GC-2010 ghép đầu dò phổ khối GCMS-QP 2010

Shimadzu; bộ chích mẫu tự động AOC-20i; phần mềm xử lý dữ kiện LabSolutions

GCMSSolution phiên bản 2.5. Cột: DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm.

Chương trình nhiệt độ: 80 oC-300 oC/9 phút (40 oC/phút); nhiệt độ buồng tiêm mẫu:

250 oC, không chia dòng; nhiệt độ đầu dò phổ khối: nguồn ion: 250 oC; giao diện:

200 oC; ion hóa bằng bắn phá điện tử; tốc độ dòng khí mang: 1,43 ml/phút; khoảng



phổ: 50-450 amu. Kiểu thu dữ liệu: SCAN và SIM (ion đích: m/z 401; ion tham

chiếu: m/z 83,55). Thể tích tiêm mẫu 1 µl”. Hàm lượng calophyllolid (kl/kl) trong

cao methanol chiết từ nhựa Mù u là 0,67 ± 0,01% (g/100 g).

Từ phương pháp GC-MS đã thiết lập, tiếp tục xây dựng và thẩm định phương pháp

GC-MS để xác định calophyllolid trong vỏ quả Mù u. Chuẩn bị mẫu thử bằng

phương pháp chiết lỏng dưới áp suất (PLE). Điều kiện sắc ký chỉ thay đổi: Chương

trình nhiệt độ: 80 oC-300 oC/12 phút (40 oC/phút). Hàm lượng calophyllolid (kl/kl)

trong vỏ quả Mù u là 0,0255 ± 0,0005% (g/100 g).

Phương pháp HPLC-DAD

Đã xây dựng phương pháp HPLC-DAD pha đảo và thẩm định theo ICH với các chỉ

tiêu: tính phù hợp của hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ chính xác, độ

đúng thực hiện tại Viện Kiểm nghiệm thuốc thành phố Hồ Chí Minh để xác định

calophyllolid trong dung dịch thuốc từ dược liệu có dầu Mù u với các điều kiện

thực nghiệm là: “Máy HPLC Shimadzu: bộ kiểm tra hệ thống CBM-20Alite; bơm

LC-20AD; bộ chích mẫu tự động SIL-20AC, buồng cột CTO-20AC; đầu dò PDA

SPD-M20A; phần mềm xử lý dữ kiện LCsolution. Cột Zorbax 250 mm × 4,6 mm, 5

μm, pha động acetonitril-dung dịch acid acetic 2% với chế độ rửa giải gradient:

acetonitril 20-80%: dung dịch acid acetic 2% 80-20% trong 30 phút. Tốc độ dòng 1

ml/phút và nhiệt độ cột 40 oC. Phát hiện tại bước sóng 270 nm. Thể tích tiêm mẫu

10 µl”. Hàm lượng calophyllolid (kl/kl) trong chế phẩm “Dầu Mù u Inopilo” thu

được là 0,47 ± 0,01% (g/100 g).



KIẾN NGHỊ
Để có thể khai thác, tận dụng các sản phẩm phế thải từ Mù u như nhựa và vỏ quả

cũng như ứng dụng các kết quả nghiên cứu đã đạt được trong công tác kiểm nghiệm

dược liệu và thuốc từ dược liệu Mù u, một số kiến nghị sau nên được nghiên cứu

triển khai:

- Tiếp tục áp dụng các phương pháp GC-MS, HPLC-DAD để xác định các thành

phần có hoạt tính như calophyllolid, 4-hydroxyxanthon trong các thuốc từ dược

liệu Mù u nhằm nâng cấp tiêu chuẩn cơ sở.

- Khảo sát tác dụng sinh học của chất N3 (hợp chất mới): kháng khuẩn, kháng

virus, chống ung thư...

- Tiếp tục nghiên cứu độ ổn định của chất đối chiếu calophyllolid nhằm cải tiến qui

trình chiết xuất, phân lập, tinh chế đã xây dựng.

- Bổ sung chất đối chiếu calophyllolid vào Dược điển Việt Nam xuất bản lần thứ 5

và nghiên cứu nâng cấp tiêu chuẩn dược liệu có hoạt chất tương ứng như dầu Mù

u thành tiêu chuẩn quốc gia.
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN
1. Về mặt hóa học: Lần đầu tiên công bố xác định được các hợp chất phenol từ nhựa và vỏ

quả Mù u mọc ở Việt nam gồm có:

Nhựa Mù u có chứa: 1,5-dihydroxyxanthon, C13H8O4 (8,1 mg từ 3 kg nhựa); 4-

hydroxyxanthon, C13H8O3 (105,0 mg từ 3 kg nhựa) và hợp chất N3: inocalophyllin C (tên

đề nghị), C37H48O6 (135,0 mg từ 4 kg nhựa) là một hợp chất tự nhiên hoàn toàn mới (Xác

định nhờ các phổ UV-Vis, IR, MS, NMR 1, 2 chiều và phổ nhiễu xạ tia X).

Nhựa Mù u có chứa: calophyllolid, C26H24O5 (26,0 mg từ 4 kg vỏ quả).

2. Về mặt thiết lập chất chuẩn đối chiếu: Lần đầu tiên đã thiết lập 2 chất chuẩn đối chiếu từ

nhựa Mù u mọc ở Việt nam theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới về thiết lập, phân

phối và bảo quản chất đối chiếu hóa học bao gồm: 4-hydroxyxanthon, C13H8O4 dùng cho

định tính (9 lọ 5 mg; hàm lượng: 93,91%); calophyllolid, C26H24O5 dùng cho định lượng

(100 lọ 10 mg; hàm lượng: 95,27%).

3. Về mặt kiểm nghiệm thuốc: Lần đầu tiên đã ứng dụng chất chuẩn đối chiếu

calophyllolid thiết lập được để xây dựng và thẩm định quy trình phân tích xác định

calophyllolid trong cao methanol từ nhựa Mù u, vỏ quả Mù u mọc ở Việt nam bằng kỹ

thuật sắc ký khí mao quả ghép khối phổ (GC-MS) và trong chế phẩm chứa dầu Mù u bằng

kỹ thuật sắc ký lỏng pha đảo phát hiện bằng detector dãy diod quang (RP-HPLC-DAD).
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DANH MỤC PHỤ LỤC

Phụ lục số Tên phụ lục Trang

Phụ lục 1 Hình ảnh về nguyên vật liệu nghiên cứu PL 1

Phụ lục 2 Quá trình nghiên cứu chiết tách và tinh chế các hợp chất phenol từ
nhựa và vỏ quả Mù u

PL 2

Phụ lục 3 Một số hình ảnh tác dụng kháng khuẩn của cao chiết từ nhựa Mù u PL 10

Phụ lục 4 Bộ dữ liệu phổ chuẩn N1 (1,5-dihydroxyxanthon) PL 11

Phụ lục 5 Bộ dữ liệu phổ chuẩn N2 (4-hydroxyxanthon) PL 25

Phụ lục 6 Bộ dữ liệu phổ chuẩn N3 PL 39

Phụ lục 7 Bộ dữ liệu phổ chuẩn N4 (Calophyllolid) PL 63

Phụ lục 8 Bộ dữ liệu sắc ký lớp mỏng và phổ V1 (Calophyllolid) PL 70

Phụ lục 9 Sơ đồ chiết xuất hợp chất phenol từ nhựa Mù u để phân lập

calophyllolid làm chất chuẩn đối chiếu
PL 74

Phụ lục 10 Sơ đồ phân lập calophyllolid từ cao methanol nhựa Mù u PL 75

Phụ lục 11 Quy trình tinh chế calophyllolid điều chế được PL 76

Phụ lục 12 Tiêu chuẩn chất lượng chất chuẩn đối chiếu calophyllolid C26H24O5 PL 78

Phụ lục 13 Tiêu chuẩn chất lượng chất chuẩn đối chiếu 4-hydroxyxanthon

C13H8O3

PL 83

Phụ lục 14 Quy trình xác định calophyllolid trong cao methanol từ nhựa Mù u

bằng phương pháp GC-MS

PL 87

Phụ lục 15 Quy trình xác định calophyllolid trong vỏ quả Mù u bằng phương
pháp GC-MS

PL 89

Phụ lục 16 Quy trình định lượng calophyllolid trong chế phẩm “Dầu Mù u
Inopilo” bằng phương pháp HPLC-DAD

PL 92



PHỤ LỤC 1

HÌNH ẢNH VỀ NGUYÊN VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU

Hình PL 1.1 Cây Mù u (Calophyllum inophyllum L. Clusiaceae)

Hình PL 1.2 Quả Mù u phơi khô và hạt Hình PL 1.3 Vỏ quả Mù u

Hình PL 1.4 Chế phẩm “Dầu Mù u INOPILO”



PHỤ LỤC 2

QUÁ TRÌNH NGHIÊN CỨU CHIẾT TÁCH VÀ TINH CHẾ

CÁC HỢP CHẤT PHENOL TỪ NHỰA VÀ VỎ QUẢ MÙ U
CHIẾT XUẤT

Chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng dung môi kém phân cực

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Lấy 50 g nhựa Mù u loại chưa và đã cô loại cồn, đem kiềm hóa với nhiều loại kiềm

khác nhau như: dung dịch Na2CO3 10% (TT), ammoniac (TT), dung dịch NaOH 1

M (TT) đến pH 7-8 và 8-9. Dịch kiềm sau đó được acid hóa bằng dung dịch acid

hydrocloric 1 M (TT) đến pH 3-4. Dùng n-hexan (TT) chiết các hợp chất phenol

trong dịch acid (40 ml x 3), loại nước bằng natri sulfat khan (TT). Để bốc hơi  dung

môi ở nhiệt độ phòng thu được cao n-hexan, cân để tính hiệu suất. Chọn quy trình

chiết được nhiều hợp chất phenol nhất xác định bằng phản ứng với thuốc thử dung

dịch sắt (III) clorid 5% (TT) cho màu xanh dương đậm. Kết quả chọn quy trình

chiết nhựa chưa cô loại cồn bằng cách kiềm hóa với dung dịch natri carbonat 10%

(TT) đến pH 8-9 do dễ tách lớp nhất và cho hiệu suất chiết cao nhất (1,33%) để thử

tính kháng khuẩn và phân lập hợp chất phenol.



pH 7-8

Nhựa Mù u (50 g)

Chưa cô loại cồn Đã cô loại cồn

Na2CO3

10%

NH4OH

đđ

NaOH

1N

Na2CO3

10%

NH4OH

đđ

NaOH

1N

Mô tả

dịch chiết

Vàng-xanh

lá mạ, dẻo

quánh, mùi

đặc trưng

Vàng

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng rất

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng-xanh

lá mạ, dẻo

quánh, mùi

đặc trưng

Vàng

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng rất

nhạt, mùi

đặc trưng

Tách lớp Rõ

Không rõ

(Phải xử lý bằng

NaCl)

Rõ

Không rõ

(Phải xử lý bằng

NaCl)

Lượng  hợp

chất phenol

thu được (g)

0,47 0,34 0,04 0,22 0,02 0,03

Hiệu suất (%) 0,94 0,64 0,08 0,44 0,04 0,06

Số vết TLC 9

Định tính

hợp chất

phenol

+ + + + + +

Hình PL 2.1 Sắc ký đồ TLC (Toluen-EtOAc: 9:1) các dịch chiết ở pH 7-8 kiềm hóa

với: 1, 4: Na2CO3 10%; 2, 5: NaOH 1 N; 3, 6: NH4OH đđ; Cal: Calophyllolid.

Dịch chiết từ nhựa 1, 2, 3: chưa cô loại cồn; 4, 5, 6: đã cô loại cồn

UV 254 nm UV 365 nm Phun FeCl3 5%

1      2 3    Cal 4      5 6 1      2 3    Cal 4      5 61      2 3    Cal 4      5 6



pH 8-9

Nhựa Mù u (50 g)

Chưa cô loại cồn Đã cô loại cồn

Na2CO3

10%

NH4OH

đđ

NaOH

1N

Na2CO3

10%

NH4OH

đđ

NaOH

1N

Mô tả

dịch chiết

Vàng-xanh

lá mạ, dẻo

quánh, mùi

đặc trưng

Vàng

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng rất

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng-xanh

lá mạ, dẻo

quánh, mùi

đặc trưng

Vàng

nhạt, mùi

đặc trưng

Vàng rất

nhạt, mùi

đặc trưng

Tách lớp Rõ
Không rõ

(Phải xử lý bằng NaCl)
Rõ

Không rõ

(Phải xử lý bằng NaCl)

Lượng hợp

chất phenol

thu được (g)

0,65 0,06 0,03 0,64 0,06 0,03

Hiệu suất

(%)
1,30 0,12 0,06 1,28 0,12 0,06

Số vết TLC 9

Định tính

hợp chất

phenol

+ +

+

+

+

+

Hình PL 2.2 Sắc ký đồ TLC (Toluen-EtOAc: 9:1) các dịch chiết ở pH 8-9 kiềm hóa

với: 1, 4: Na2CO3 10%; 2, 5: NaOH 1 N; 3, 6: NH4OH đđ; Cal: Calophyllolid.

Dịch chiết từ nhựa 1, 2, 3: chưa cô loại cồn; 4, 5, 6: đã cô loại cồn

1      2 3      Cal 4      5 6 1      2 3      Cal 4 5 61      2      3      Cal 4 5 6

UV 254 nm Phun FeCl3 5%

5%

UV 365 nm



Chiết xuất các hợp chất phenol từ nhựa Mù u bằng dung môi phân cực

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Chiết 50 g nhựa Mù u bằng hỗn hợp methanol-nước (9:1) (50 ml x 3), tách lấy dịch

methanol-nước. Loại tạp (chủ yếu là chất béo, dầu…) bằng cách chia dịch

methanol-nước thu được làm hai phần, phần 1 chiết lỏng-lỏng với n-hexan (70 ml x

3 lần) thu được dịch n-hexan, cô dưới áp suất giảm dịch n-hexan ở 40 oC đến cắn

thu được cao n-hexan (0,72 g), dịch methanol-nước còn lại cũng đem cô dưới áp

suất giảm ở 40 oC đến cắn thu được cao methanol 1 (2,52 g). Phần 2 được cô dưới

áp suất giảm ở 40 oC đến còn ½ thể tích. Để lắng để qua đêm, tách phần tạp ở lớp

dưới. Dịch methanol-nước ở trên được loại nước bằng natri sulfat khan (TT) rồi cô

thu hồi dung môi dưới áp suất giảm ở 40 oC đến cắn thu được cao methanol 2 (1,4

g). Kết quả trên TLC cho thấy cao methanol 2 loại tạp bằng cách giảm thể tích

methanol vẫn còn chứa nhiều hợp chất phenol và ít tạp, được chọn để thử tính

kháng khuẩn và phân lập hợp chất phenol.

Hình PL 2.3 Sắc ký đồ TLC (Toluen-EtOAc: 9:1) các cao và dịch chiết: 2A: Cao

methanol 1; 2B: Cao n-hexan, 2C: Cao methanol 2

UV 365 nm UV 254 nm Phun FeCl3 5%

Nhựa    2A     2B       2C Nhựa    2A     2B        2C Nhựa    2A       2B        2C



Hình PL 2.4 Sơ đồ chiết xuất các hợp chất phenol trong nhựa Mù u bằng MeOH-

nước (9:1)

Chiết xuất các hợp chất phenol trong vỏ quả Mù u bằng phương pháp chiết

lỏng dưới áp suất
Xay vỏ quả thành bột bằng máy nghiền M5A-Fitzpatrick (Hoa Kỳ) và rây để thu

được các hạt có kích thước trung bình là 1,84 mm theo phương pháp Dược điển Mỹ.

Bột vỏ quả chiết với n-hexan (TT) và methanol (TT). Ống chiết được đặt lọc 10 µm

ở một đầu, kế đến là lớp bông thủy tinh rồi cho vào 5 g bột vỏ quả, thêm các hạt

thủy tinh dày 1-2 mm để hạn chế khoảng trống trong ống, tiếp tục cho lớp bông

thủy tinh và lọc 10 µm ở đầu kia. Lọc 10 µm và bông thủy tinh để ngăn các hạt bột

vỏ mịn đi vào dịch chiết.

Nhựa Dịch MeOH-Nước
(140 ml)

Dịch n-hexan Dịch MeOH-Nước

MeOH-Nước (9:1)
50 ml x 3

70 ml70 ml

n-hexan
70 ml x 3

Dầu lắng Dịch MeOH-Nước

Cao methanol 1
(1,13 g)

Cô áp suất giảm, 40 oC
đến còn ½ thể tích
Để lắng

Cao methanol 2
(0,63 g)

Na2SO4 khan
Cô áp suất giảm, 40 oC

Cao n-hexan
(0,32 g)

Cô áp suất giảm, 40 oC

Nhựa Mù u (50 g)



Điều kiện chiết

Thiết bị chiết lỏng dưới áp suất: ASE-100-Dionex (Hoa kỳ)

Áp suất : 1500 psi

Nhiệt độ : 120 oC

Thời gian chiết : 15 phút

Chu kỳ chiết : 1

Thể tích rửa : 60%

Thời gian làm sạch hệ thống bằng khí nitrogen : 90 giây

Làm khô dịch chiết dưới áp suất giảm bằng máy cất quay chân không Eyela (Nhật

Bản). Tính hiệu suất và giữ cao chiết ở nhiệt độ 2-8 oC.

Chiết xuất các hợp chất phenol trong vỏ quả Mù u  bằng soxhlet

Cân chính xác khoảng 2 g bột vỏ quả Mù u cho vào ống đựng mẫu bằng cellulose

kích thước 25 mm x 27 mm x 100 mm (Whatman, UK) rồi lắp vào bộ chiết Soxhlet

tự động Buchi B-811(Thụy Sĩ) để chiết bằng methanol (TT) và n-hexan (TT) trong

8 giờ. Cô dịch chiết dưới áp suất giảm ở 40 oC. Tính hiệu suất và giữ cao chiết ở

nhiệt độ 2-8 oC.

Chiết xuất các hợp chất phenol trong vỏ quả Mù u  bằng phương pháp ngấm

kiệt

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng.

Bột vỏ quả (1 kg) được chiết với 3 lít cồn 96% bằng phương pháp ngấm kiệt thu

được 2,5 lít dịch chiết cồn. Cô cách thủy dịch chiết cồn này đến sệt như siro rồi

thêm nước vào và chiết với ethyl acetat. Cô dịch chiết dưới áp suất giảm ở 40 oC,

thu được 20 g cao ethyl acetat dẻo màu vàng sậm, có mùi thơm.

PHÂN LẬP VÀ TINH CHẾ

Phân lập từ cao n-hexan

Cao n-hexan (40 g) trộn với silica gel cỡ hạt 0,040-0,063 mm theo tỉ lệ 1:1 thành

một hỗn hợp đồng nhất để nạp vào cột và tách phân đoạn bằng phương pháp sắc ký

chân không (VLC) với pha tĩnh là silica gel cùng loại (400 g) và pha động là (1) n-

hexan-ethyl acetat với tỉ lệ ethyl acetat tăng dần: (100:0), (95:5), (90:10), (2) ethyl



acetat-methanol với tỉ lệ methanol tăng dần: (88:12), (80:20), (60:40). Kiểm tra các

phân đoạn bằng sắc ký lớp mỏng trên bản silica gel F254 tráng sẵn (Merck) với hệ

dung môi khai triển n-hexan-ethyl acetat (7:3), phát hiện bằng cách quan sát dưới

ánh sáng tử ngoại 254, 366 nm. Kết quả thu được 6 phân đoạn (HI, HII,… HVI) và

các hợp chất N1 (8,1 mg), N2 (105,0 mg). Rửa các hợp chất N1 và N2 bằng ether dầu

hỏa (TT), kết tinh lại trong n-hexan (TT) và kiểm tra tinh khiết bằng sắc ký lớp

mỏng trên bản silica gel F254 tráng sẵn (Merck) với các hệ dung môi khai triển có độ

phân cực khác nhau [1] n-hexan-ethyl acetat (7:3), [2] cloroform-methanol (9:1),

[3] toluen-ethyl acetat (8:2), phát hiện bằng cách quan sát dưới đèn 254, 365 nm.

Phân lập từ cao methanol

Cao methanol (50 g) trộn với silica gel cỡ hạt 0,040-0,063 mm theo tỉ lệ 1:1 thành

một hỗn hợp đồng nhất để nạp vào cột và tách phân đoạn bằng phương pháp VLC

với pha tĩnh là silica gel cùng loại (500 g) và pha động là n-hexan-ethyl acetat với tỉ

lệ ethyl acetat tăng dần từ (100:0), (99:1), (98:2),…(90:10). Kiểm tra các phân đoạn

bằng sắc ký lớp mỏng trên bản silica gel F254 tráng sẵn (Merck) với hệ dung môi

khai triển toluen-ethyl acetat (9:1), phát hiện bằng cách quan sát dưới đèn 254, 365

nm. Kết quả thu được 7 phân đoạn (MI, MII,…MVII) và các hợp chất N3 (135,0 mg),

N4 (98,0 mg). Rửa các hợp chất N3 và N4 bằng aceton (TT) lạnh, kết tinh lại trong

n-hexan (TT) và kiểm tra tinh khiết bằng sắc ký lớp mỏng trên bản silica gel F254

tráng sẵn (Merck) với các hệ dung môi khai triển có độ phân cực khác nhau [1] n-

hexan-ethyl acetat (9:1), [2] cloroform-methanol (9:1), [3] toluen-ethyl acetat (9:1),

phát hiện bằng cách quan sát dưới đèn 254, 365 nm.

Tiến hành tinh chế qua HPLC điều chế trên máy Shimadzu LC-8A, cột ACE 10 C18

150 mm x 10 mm ID, 10 µm, pha động acetonitril-nước (75:25), tốc độ dòng 4,8

ml/phút thu được 60,2 mg hợp chất N3 và 52,2 mg hợp chất N4.



Cao ethyl acetat

Cao ethyl acetat (20 g) trộn với silica gel cỡ hạt 0,040-0,063 mm (Merck) theo tỉ lệ

1:1 thành một hỗn hợp đồng nhất để nạp vào cột và tách phân đoạn bằng phương

pháp VLC với pha tĩnh là silica gel cùng loại (200 g) và pha động là (1) n-hexan-

ethyl acetat với tỉ lệ ethyl acetat tăng dần từ (100:0), (99:1), (98:2),…(96:4). Kiểm

tra các phân đoạn bằng sắc ký lớp mỏng trên bảng silica gel F254 tráng sẵn (Merck)

với hệ dung môi khai triển toluen-ethyl acetat (9:1), phát hiện bằng cách quan sát

dưới đèn 254, 365 nm. Kết quả thu được 6 phân đoạn (EI, EII,…EVII) và hợp chất V1

(26,0 mg). Rửa hợp chất V1 bằng n-hexan (TT) lạnh và aceton (TT) lạnh và kiểm tra

tinh khiết bằng sắc ký lớp mỏng trên bản silica gel F254 tráng sẵn (Merck) với các hệ

dung môi khai triển có độ phân cực khác nhau [1] n-hexan-ethyl acetat (9:1), [2]

cloroform-methanol (9:1), [3] toluen-ethyl acetat (9:1), phát hiện bằng cách quan

sát dưới đèn 254, 365 nm.



PHỤ LỤC 3

MỘT SỐ HÌNH ẢNH TÁC DỤNG KHÁNG KHUẨN CỦA

CAO CHIẾT TỪ NHỰA MÙ U

(a) (b)

(c)

Hình PL 3.1 Vòng kháng khuẩn tạo ra do đĩa tẩm cao methanol chiết từ nhựa Mù u trên

các vi khuẩn (a) Staphylococcus aureus, (b) Pseudomonas aeruginosa và (c)

Mycobacterium smegmatis. (Vòng có đường kính lớn nhất do đĩa kháng sinh chuẩn).



PHỤ LỤC 4

BỘ DỮ LIỆU PHỔ CHUẨN

N1 (1,5-DIHYDROXYXANTHON)

Phụ lục 4.1 Phổ UV-Vis (MeOH) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.2 Phổ IR (đĩa KBr) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.3 Phổ MS (EI-MS) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.4 Phổ 1H-NMR (MeOD & DMSO-d6, 500 MHz) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)
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Phụ lục 4.4a Phổ 1H-NMR (MeOD & DMSO-d6, 500 MHz) giãn rộng của hợp chất N1

(1,5-dihydroxyxanthon)
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Phụ lục 4.5 Phổ 13C-NMR (MeOD & DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.5a Phổ 13C-NMR (MeOD & DMSO-d6, 125 MHz) giãn rộng của hợp chất N1

(1,5-dihydroxyxanthon)
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Phụ lục 4.6 Phổ DEPT (MeOD & DMSO-d6) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)
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Phụ lục 4.6a Phổ DEPT (MeOD & DMSO-d6) giãn rộng của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)
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Phụ lục 4.7 Phổ HSQC (MeOD & DMSO-d6) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.7a Phổ HSQC (MeOD & DMSO-d6) giãn rộng của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.8 Phổ HMBC (MeOD & DMSO-d6) của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.8a Phổ HMBC (MeOD & DMSO-d6) giãn rộng của hợp chất N1 (1,5-dihydroxyxanthon)



Phụ lục 4.9 Bảng so sánh dữ liệu phổ 1H-NMR, 13C-NMR của hợp chất N1 và 1,5

dihydroxyxanthon

C Hợp chất N1 1,5-dihydroxyxanthon [32]

δC (ppm)a δH m (J, Hz)b δC (ppm)c δH m (J, Hz)d

1 162,9 - 161,0

1-OH 12,64 s

2 111,2 6,82 dd (8,0; 1,0) 110,0 6,83 br d (8,0)

3 138,2 7,72 t (8,0) 137,4 7,75 t-like dd (8,0)

4 108,4 7,12 dd (7,5; 0,5) 107,3 7,11 br d (8,0)

4° 157,5 - 155,6

5 147,7 - 146,4

5-OH 10,57 br s

6 122,2 7,36 dd (7,5; 2) 120,9 7,37 dd (8,0; 2,0)

7 125,3 7,30 t (7,5) 124,3 7,30, t-like dd, J = 8

8 116,5 7,74 dd (8,0; 1,5) 114,6 7,61 dd (8,0; 2,0)

8° 122,6 - 121,0

9 183,8 - 182,1

9° 109,7 - 108,1

10° 147,0 - 145,2

a: đo trong DMSO-d6-CD3OD ở 125 MHz b: đo trong DMSO-d6-CD3OD ở 500 MHz

c: đo trong DMSO-d6 ở 67,5 MHz d: đo trong DMSO-d6- ở 270 MHz



PHỤ LỤC 5

BỘ DỮ LIỆU PHỔ CHUẨN

N2 (4-HYDROXYXANTHON)

Phụ lục 5.1 Phổ UV-Vis (MeOH) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)

231231
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Phụ lục 5.2 Phổ IR (đĩa KBr) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)
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Phụ lục 5.3 Phổ MS (EI-MS) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.4 Phổ 1H-NMR (MeOD, 500 MHz) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)
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Phụ lục 5.4a Phổ 1H-NMR (MeOD, 500 MHz) giãn rộng của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.5 Phổ 13C-NMR (MeOD, 125 MHz) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)
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Phụ lục 5.5a Phổ 13C-NMR (MeOD, 125 MHz) giãn rộng của hợp chất N2

(4-hydroxyxanthon)

76

5

10a 8a

8

O

4a 9a

4

3 2

1

O

HO



Phụ lục 5.6 Phổ DEPT (MeOD) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)
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Phụ lục 5.6a Phổ DEPT (MeOD) giãn rộng của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)
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Phụ lục 5.7 Phổ HSQC (MeOD) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.7a Phổ HSQC (MeOD) giãn rộng của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.8 Phổ HMBC (MeOD) của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.8a Phổ HMBC (MeOD) giãn rộng của hợp chất N2 (4-hydroxyxanthon)



Phụ lục 5.9 Bảng so sánh dữ liệu phổ 1H-NMR, 13C-NMR của hợp chất N2 với

4- hydroxyxanthon

C Hợp chất N2 4-hydroxyxanthon [106]

δC (ppm)a δH m (J, Hz)b δC (ppm)c δH m (J, Hz)d

1 117,1 7,73 dd (8,0; 2,0) 115,5 7,61 dd (7,8; 1,8)

2 125,1 7,25 t (8,0) 124,5 7,26 t (7,8)

3 121,5 7,31 dd (8,0; 1,5) 120,5 7,34 dd (7,8; 1,8)

4 147,9 __ 146,8

4-OH 10,51 s

4° 147,1 __ 145,4 __

5 119,4 7,68 dd (8,5; 0,5) 118,1 7,73 dd (8,0; 0,8)

6 136,4 7,83 dt (8,5; 1,5) 135,1 7,88 ddd (8,0; 7,6; 1,6)

7 125,3 7,44 dt (7,5; 1,0) 124,0 7,48 ddd (7,8; 7,6; 0,6)

8 127,3 8,26 dd (8,0; 2,0) 125,9 8,19 dd (7,8; 1,6)

8° 123,6 __ 121,1 __

9 179,2 __ 179,3 __

9° 122,5 __ 121,7 __

10° 157,4 __ 155,7 __

a: đo trong CD3OD ở 125 MHz b: đo trong CD3OD ở 500 MHz

c: đo trong DMSO-d6 ở 67,5 MHz d: đo trong DMSO-d6- ở 270 MHz



PHỤ LỤC 6

BỘ DỮ LIỆU PHỔ CHUẨN N3

Phụ lục 6.1 Phổ UV-Vis (MeOH) của hợp chất N3

311

239



Phụ lục 6.2 Phổ IR (đĩa KBr) của hợp chất N3
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Phụ lục 6.3 Phổ MS (EI-MS) của hợp chất N3



Phụ lục 6.4 Phổ HRMS (ESI-micrOTOF-Q negative) của hợp chất N3



Phụ lục 6.5 Phổ HRMS (ESI-micrOTOF-Q positive) của hợp chất N3
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Phụ lục 6.6 Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của hợp chất N3
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Phụ lục 6.6a Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.6b Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) giãn rộng của hợp chất N3
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Phụ lục 6.7 Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của hợp chất N3



Phụ lục 6.7a Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) giãn rộng của hợp chất N3
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Phụ lục 6.7b Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) giãn rộng của hợp chất N3
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Phụ lục 6.8 Phổ DEPT (CDCl3) của hợp chất N3
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Phụ lục 6.7a Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) giãn rộng của hợp chất N3

Phụ lục 6.8 Phổ DEPT (CDCl3) của hợp chất N3
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Phụ lục 6.8a Phổ DEPT (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3
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Phụ lục 6.8b Phổ DEPT (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.9 Phổ HSQC (CDCl3) của hợp chất N3



Phụ lục 6.9a Phổ HSQC (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.9b Phổ HSQC (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.10 Phổ HMBC (CDCl3) của hợp chất N3



Phụ lục 6.10a Phổ HMBC (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.10b Phổ HMBC (CDCl3) giãn rộng của hợp chất N3



Phụ lục 6.11 Độ dài liên kết của hợp chất N3

Độ dài liên kết thực nghiệm (Å)

O(1)-C(1) 1.226(4)

O(2)-C(3) 1.260(4)

O(3)-C(5) 1.427(12)

O(4)-C(8) 1.348(4)

O(4)-C(7) 1.451(11)

O(4)-C(7X) 1.472(10)

O(6)-C(35) 1.224(11)

O(6X)-C(35) 1.277(9)

O(7)-C(35) 1.274(6)

O(7)-C(36) 1.469(6)

C(1)-C(9) 1.454(5)

C(1)-C(2) 1.537(5)

C(2)-C(3) 1.516(5)

C(2)-C(12) 1.545(5)

C(2)-C(22) 1.546(5)

C(3)-C(4) 1.422(6)

C(4)-C(5) 1.398(8)

C(4)-C(5X) 1.409(8)

C(4)-C(8) 1.444(5)

C(5)-C(6) 1.493(10)

C(6)-C(7) 1.509(11)

C(6)-C(10) 1.528(14)

C(7)-C(11) 1.501(14)

O(3X)-C(5X) 1.476(12)

C(5X)-C(6X) 1.520(10)

C(6X)-C(10X) 1.482(13)

C(6X)-C(7X) 1.529(9)

C(7X)-C(11X) 1.489(13)

C(8)-C(9) 1.363(5)

C(9)-C(27) 1.521(5)

C(12)-C(13) 1.513(5)

C(13)-C(14) 1.523(6)

C(13)-C(17) 1.540(6)

C(14)-C(16) 1.311(7)

C(14)-C(15) 1.485(7)

C(17)-C(18) 1.481(6)

C(18)-C(19) 1.321(7)

C(19)-C(20) 1.442(9)

C(19)-C(21) 1.507(8)

C(22)-C(23) 1.508(6)

C(23)-C(24) 1.301(7)

C(24)-C(26) 1.491(8)

C(24)-C(25) 1.510(7)

C(27)-C(28) 1.506(5)

C(27)-C(34) 1.546(5)

C(28)-C(33) 1.350(6)

C(28)-C(29) 1.388(6)

C(29)-C(30) 1.366(7)

C(30)-C(31) 1.353(8)

C(31)-C(32) 1.357(7)

C(32)-C(33) 1.391(7)

C(34)-C(35) 1.482(6)

C(36)-C(37) 1.427(9)



Phụ lục 6.11a Góc liên kết của hợp chất N3

Góc liên kết thực nghiệm (Å)

C(8)-O(4)-C(7) 116.1(6)
C(8)-O(4)-C(7X) 119.6(5)
C(7)-O(4)-C(7X) 27.1(4)
C(35)-O(7)-C(36) 118.0(4)
O(1)-C(1)-C(9) 121.3(3)
O(1)-C(1)-C(2) 116.9(3)
C(9)-C(1)-C(2) 121.8(3)
C(3)-C(2)-C(1) 113.6(3)
C(3)-C(2)-C(12) 111.9(3)
C(1)-C(2)-C(12) 109.3(3)
C(3)-C(2)-C(22) 106.3(3)
C(1)-C(2)-C(22) 106.1(3)
C(12)-C(2)-C(22) 109.5(3)
O(2)-C(3)-C(4) 120.4(4)
O(2)-C(3)-C(2) 117.9(3)
C(4)-C(3)-C(2) 121.1(3)
C(5)-C(4)-C(5X) 25.3(6)
C(5)-C(4)-C(3) 117.9(5)
C(5X)-C(4)-C(3) 120.2(6)
C(5)-C(4)-C(8) 121.2(5)
C(5X)-C(4)-C(8) 117.9(5)
C(3)-C(4)-C(8) 119.8(3)
C(4)-C(5)-O(3) 114.6(9)
C(4)-C(5)-C(6) 118.0(8)
O(3)-C(5)-C(6) 118.5(9)
C(5)-C(6)-C(7) 106.0(9)
C(5)-C(6)-C(10) 110.7(10)
C(7)-C(6)-C(10) 113.0(11)
O(4)-C(7)-C(11) 113.4(9)
O(4)-C(7)-C(6) 111.7(8)
C(11)-C(7)-C(6) 114.7(11)
C(4)-C(5X)-O(3X) 108.3(8)

C(4)-C(5X)-C(6X) 120.5(8)
O(3X)-C(5X)-C(6X) 119.6(9)
C(10X)-C(6X)-C(5X) 110.0(9)
C(10X)-C(6X)-C(7X) 114.6(9)
C(5X)-C(6X)-C(7X) 108.2(8)
O(4)-C(7X)-C(11X) 109.6(9)
O(4)-C(7X)-C(6X) 107.9(6)
C(11X)-C(7X)-C(6X) 116.8(9)
O(4)-C(8)-C(9) 117.3(3)
O(4)-C(8)-C(4) 118.6(3)
C(9)-C(8)-C(4) 124.1(3)
C(8)-C(9)-C(1) 119.0(3)
C(8)-C(9)-C(27) 121.8(3)
C(1)-C(9)-C(27) 118.8(3)
C(13)-C(12)-C(2) 115.7(3)
C(12)-C(13)-C(14) 113.9(3)
C(12)-C(13)-C(17) 109.8(3)
C(14)-C(13)-C(17) 110.7(3)
C(16)-C(14)-C(15) 121.7(5)
C(16)-C(14)-C(13) 120.1(5)
C(15)-C(14)-C(13) 118.2(4)
C(18)-C(17)-C(13) 115.2(4)
C(19)-C(18)-C(17) 126.1(5)
C(18)-C(19)-C(20) 123.3(5)
C(18)-C(19)-C(21) 120.9(6)
C(20)-C(19)-C(21) 115.7(6)
C(23)-C(22)-C(2) 114.3(3)
C(24)-C(23)-C(22) 128.0(4)
C(23)-C(24)-C(26) 124.4(5)
C(23)-C(24)-C(25) 121.4(5)
C(26)-C(24)-C(25) 114.1(5)
C(28)-C(27)-C(9) 110.5(3)



Phụ lục 6.11a Góc liên kết của hợp chất N3 (tiếp theo)

Góc liên kết thực nghiệm (Å)

C(28)-C(27)-C(34) 114.4(3)
C(9)-C(27)-C(34) 112.3(3)
C(33)-C(28)-C(29) 115.9(4)
C(33)-C(28)-C(27) 125.4(4)
C(29)-C(28)-C(27) 118.7(4)
C(30)-C(29)-C(28) 122.4(5)
C(31)-C(30)-C(29) 120.3(5)
C(30)-C(31)-C(32) 118.9(5)
C(31)-C(32)-C(33) 120.2(5)

C(28)-C(33)-C(32) 122.2(5)
C(35)-C(34)-C(27) 112.8(4)
O(6)-C(35)-O(7) 115.3(8)
O(6)-C(35)-O(6X) 40.1(7)
O(7)-C(35)-O(6X) 122.0(7)
O(6)-C(35)-C(34) 124.8(7)
O(7)-C(35)-C(34) 115.1(4)
O(6X)-C(35)-C(34) 119.1(7)
C(37)-C(36)-O(7) 109.1(5)



Phụ lục 6.11b Cấu trúc của hợp chất N3 (nhiễu xạ tia X)



PHỤ LỤC 7

BỘ DỮ LIỆU PHỔ CHUẨN

N4 (CALOPHYLLOLID)

Phụ lục 7.1 Phổ UV-Vis (EtOH) của hợp chất N4 (calophyllolid)
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Phụ lục 7.2 Phổ IR (đĩa KBr) của hợp chất N4 (calophyllolid)
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Phụ lục 7.3 Phổ MS (EI-MS) của hợp chất N4 (calophyllolid)



Phụ lục 7.4 Phổ 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) của hợp chất N4 (calophyllolid)
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Phụ lục 7.5 Phổ 13C-NMR (CDCl3, 300 MHz) của hợp chất N4 (calophyllolid)
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Phụ lục 7.6 Bảng so sánh dữ liệu phổ 1H -NMR của N4 và calophyllolid

C Hợp chất N4 Calophyllolid [107] Calophyllolid [108]

δH m (J, Hz)a δH m (J, Hz)a δH m (J, Hz)b

2 ___ ___ ___

3 6,02 s 6,02 s 5,89 s

4 ___ ___ ___

4a ___ ___ ___

4b ___ ___ ___

6 ___ ___ ___

7 5,48 d (9,9) 5,48 d (10,0) 5,38 d (10,0)

8 6,45 d (9,6) 6,45 d (10,0) 6,42 d (10,0)

8a ___ ___ ___

8b ___ ___ ___

10 6,57 q (6,0) 6,57 dq (7,0; 1,3) 6,5 m

11 ___ ___ ___

12 ___ ___ ___

12a ___ ___ ___

12b ___ ___ ___

13 ___ ___ ___

14, 18 7,4 m 7,4 m

15, 17 7,26 m 7,26 m

16 7,4 m 7,4 m

19 0,97 s 0,97 s 0,94 s

20 0,97 s 0,97 s 0,94 s

21 1,9 d (6,3) 1,9 d (7,0) 1,92 d (7,0)

22 2,01 s 2,01 m 1,95 s

OMe 3,76 s 3,75 s

a: đo trong CDCl3 ở 300 MHz b: đo trong CDCl3 ở 60 MHz



Phụ lục 7.7 Bảng so sánh dữ liệu phổ 13C -NMR của N4 và calophyllolid

C Hợp chất N4 Calophyllolid [107]

δC (ppm)a δC (ppm)a

2 159,4 159,5

3 114,2 114,2

4 155,0 155,0

4a 105,6 105,6

4b 151,7 151,7

6 77,4 77,4

7 129,0 129,0

8 115,9 116,0

8a 110,7 110,7

8b 155,8 155,8

10 144,2 144,2

11 139,9 139,9

12 194,3 194,3

12a 115,0 115,0

12b 152,0 152,0

13 139,5 139,5

14 127,2 127,3

15 127,5 127,5

16 127,7 127,8

17 127,5 127,5

18 127,2 127,3

19 26,8 26,9

20 26,8 26,9

21 15,2 15,2

22 10,7 10,7

OMe 63,0 63,0

a: đo trong CDCl3 ở 75 MHz



PHỤ LỤC 8

BỘ DỮ LIỆU SẮC KÝ LỚP MỎNG VÀ PHỔ

V1 (CALOPHYLLOLID)

N4 V1 N2

Phụ lục 8.1 Sắc ký đồ TLC của hợp chất V1 song song với hợp chất N4 và N2

CHCl3-MeOH (9:1)

Phát hiện: 254 nm Phát hiện: 254 nm

N4 V1 N2

n-hexan-EtOAc (7:3)

Phụ lục 8.2 Phổ UV-Vis (EtOH) của hợp chất V1 (calophyllolid)



Phụ lục 8.3 Phổ MS (EI-MS) của hợp chất V1 (calophyllolid)



Phụ lục 8.4 Phổ 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) của hợp chất V1 (calophyllolid)
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Phụ lục 8.5 Phổ 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz) của hợp chất V1

(calophyllolid)
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Cô áp suất giảm, 40 oC
Để lắng

Na2SO4 khan
Cô áp suất giảm, 40 oC

PHỤ LỤC 9

SƠ ĐỒ CHIẾT XUẤT HỢP CHẤT PHENOL TỪ

NHỰA MÙ U ĐỂ PHÂN LẬP CALOPHYLLOLID LÀM

CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

Nhựa Mù u (20 kg)

Dịch MeOH-nước (60 l)Nhựa

Dịch nướcDầu

Cao methanol
(250 g)

MeOH-nước (9:1)
20 l x 3 lần



PHỤ LỤC 10

SƠ ĐỒ PHÂN LẬP CALOPHYLLOLID

TỪ CAO METHANOL NHỰA MÙ U

Cao methanol (80 g)

Cột silica gel

Phân đoạn 1

+  Methanol
+  Silica gel 0,040-0,063 mm
+  Sấy 40 oC

n-hexan

Phân đoạn 2

Phân đoạn 3

Phân đoạn 4

Calophyllolid thô
(480 mg)

n-hexan-ethyl acetat (99:1)

n-hexan-ethyl acetat (96:4)

n-hexan-ethyl acetat (98:2)

n-hexan-ethyl acetat (97:3)



PHỤ LỤC 11

QUY TRÌNH TINH CHẾ CALOPHYLLOLID

ĐIỀU CHẾ ĐƯỢC

Dùng phương pháp kết tinh lại với dung môi và nhiệt độ thích hợp.

Dùng phương pháp sắc ký lỏng điều chế để tinh chế calophyllolid tách được còn lẫn

tạp. Xây dựng điều kiện sắc ký của mẫu trên cột phân tích, từ đó tính toán các thông

số về tốc độ dòng và lượng mẫu để sắc ký trên cột điều chế.

Điều kiện sắc ký điều chế:

Pha động: Hỗn hợp acetonitril: nước với tỷ lệ thích hợp

Tốc độ dòng: 30 ml/phút

Thể tích tiêm: 20 ml

Nồng độ chất điều chế: 50 mg/ml

Hứng mỗi phân đoạn 30 ml

Kiểm tra độ tinh khiết các phân đoạn có calophyllolid bằng sắc ký lớp mỏng và

HPLC với các điều kiện sắc ký sau:

Kiểm tra độ tinh khiết calophyllolid đã tinh chế

Kiểm tra bằng TLC: bản mỏng silica gel 60 F254 (Merck) với các hệ dung môi (1)

Toluen-ethyl acetat (8:2); (2) n-hexan-ethyl acetat (7:3); (3) Chloroform-methanol

(9:1).

Kiểm tra bằng HPLC: máy sắc ký lỏng Shimadzu LC-20AD, đầu dò chuỗi diod

quang SPD-M20A, cột pha đảo Gemini NX C-18 (150 mm x 4,6 mm , 5m), pha

động acetonitril/nước với chương trình dung môi tăng dần tỉ lệ dung môi hữu cơ,

tốc độ dòng 0,6 ml/phút, nhiệt độ cột 40 oC, thể tích mẫu là 5 µl, phát hiện với đầu

dò chuỗi diod quang cho kết quả phù hợp với phổ UV của calophyllolid.

Tập hợp các phân đoạn có độ tinh khiết > 95%, loại bỏ hết dung môi để thu chất

sạch. Các phân đoạn chưa đạt độ tinh khiết 95% được loại bỏ dung môi để lặp lại

qui trình tinh chế.



Hình PL 11.1 Sắc ký đồ HPLC-DAD calophyllolid đã tinh chế



PHỤ LỤC 12

TIÊU CHUẨN CHẤT LƯỢNG CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

CALOPHYLLOLID C26H24O5

1. Cấu trúc

Công thức cấu tạo:

Công thức phân tử: C26H24O5

Phân tử lượng: 416,5.

Tên khoa học: 5-methoxy-2, 2-dimethyl-6-[(2E)-2-methylbut-2-enoyl]-10-phenyl-

2H, 8Hpyrano [2, 3-f]chromen-8-one.

2. Kiểm tra chất lượng nguyên liệu

2.1. Tính chất: chế phẩm là tinh thể không màu, dễ tan trong aceton, benzen, ether

ethylic, alcol.

2.2. Định tính:

2.2.1. Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến:

Tiến hành theo phụ lục 4.1. DĐVN IV. Chuẩn bị dung dịch mẫu thử trong ethanol

(TT) có nồng độ 0,5 g/ml. Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến của chế phẩm thu

được trong dải sóng từ 220 nm đến 350 nm phải có các cực đại hấp thu ở: 235, 270

và 295 nm.

O O

O

MeO

O



2.2.2. Phổ hồng ngoại:

Tiến hành theo phụ lục 4.2. DĐVN IV. Chuẩn bị mẫu bằng cách tạo viên nén KBr.

Phổ hồng ngoại của chế phẩm phải có các đỉnh có số sóng: 1726, 1662, 1579, 1133,

759, 702 cm-1.

2.2.3. Phổ khối lượng:
Phổ khối lượng EI-MS (70 eV) của mẫu thử phải có các pic m/z 416 [M]+, 401 (pic

căn bản), m/z 83, 55.

2.2.4. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân:

Phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR của mẫu thử phải phù hợp với phổ 13C-NMR và phổ
1H-NMR theo phụ lục đính kèm.

2.3. Điểm chảy: Tiến hành theo phụ lục 6.7 – DĐVN IV

Tiêu chuẩn chấp nhận: 154-156 oC.

2.4. Độ tinh khiết:

2.4.1. Xác định tạp chất hữu cơ:

Phương pháp sắc ký lỏng. Tiến hành theo phụ lục 5.3. DĐVN IV.

Pha động: Hỗn hợp acetonitril: nước với chương trình dung môi

Thời gian (phút) % acetonitril % nước

0 50 50

20 90 10

30 100 0

37 100 0

45 50 50

55 50 50

Chuẩn bị dung môi pha mẫu: Acetonitril – Nước (50 : 50)

Chuẩn bị dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 1,5 mg chế phẩm vào bình định

mức 25 ml, thêm 20 ml dung môi pha mẫu, siêu âm hòa tan trong 30 phút, bổ sung

dung môi pha mẫu vừa đủ 25 ml, lọc qua màng lọc 0,45µm.

Điều kiện sắc ký:



Cột: Gemini NX C-18  bằng thép không gỉ (15 cm x 4,6 mm x 5 µm).

Detector dãy diod quang (270 nm).

Tốc độ dòng: 0,6 ml/phút.

Thể tích tiêm: 5 µl.

Cách tiến hành:

Tiêm dung môi pha mẫu. Tiêm 6 lần dung dịch thử. Số đĩa lý thuyết của pic

calophyllolid và các tạp chất hữu cơ phải không dưới 2000, độ phân giải giữa pic

calophyllolid và pic tạp chất hữu cơ gần nhất phải không dưới 1,5, độ lệch chuẩn

tương đối của diện tích pic calophyllolid và các tạp chất hữu cơ không được lớn hơn

2%. Tính hàm lượng phần trăm của tổng tạp chất hữu cơ trong mẫu theo công thức:

100 (rU/rT) trong đó: rU là tổng diện tích các pic thu được trong sắc ký đồ của dung

dịch thử ngoại trừ pic của calophyllolid, rT là tổng diện tích các pic thu được trong

sắc ký đồ của dung dịch thử ngoại trừ pic của dung môi pha mẫu.

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không quá 3,8% tính theo chế phẩm nguyên trạng

2.4.2. Xác định tạp chất bay hơi (nước và các dung môi hữu cơ)

Phương pháp phân tích nhiệt trọng lượng. Tiến hành theo USP.

Tốc độ gia nhiệt: 6 oC/phút.

Khoảng nhiệt độ: 30-150 oC.

Khí: Nitrogen.

Tốc độ dòng: 100 ml/phút.

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không quá 1,1%

2.4.3. Xác định tạp chất vô cơ (Chì, arsen, thủy ngân)

Phương pháp ICP-MS. Tiến hành theo phụ lục IX Dược điển Trung quốc 2010.

Công suất ICP RF: 1300 W

Tốc độ khí nebulizer: 0,55 l/phút

Tốc độ khí plasma: 15 l/phút

Dwell: 15 ms

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không quá 20 ppm



2.5. Định lượng

% Calophyllolid = 100% – (% tạp chất hữu cơ) – (% tạp chất bay hơi) – (% tạp chất

vô cơ)

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không ít hơn 95% C26H24O5

3. Bảo quản
Đựng trong lọ thủy tinh màu nâu kín, tránh ánh sáng, nhiệt độ 2-8 oC.

Quy cách đóng gói: 10 mg/lọ.



KẾT QUẢ PHÂN TÍCH CHẤT LƯỢNG CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

CALOPHYLLOLID

Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả Kết luận

Tính chất Chế phẩm là tinh thể không màu, , dễ tan

trong aceton, benzen, ether ethylic, alcol.

Tinh thể không màu, dễ tan trong

aceton, benzen, ether ethylic, alcol.

Đạt

Định tính

Phổ UV-Vis Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến của chế

phẩm thu được trong dải sóng từ 220 nm

đến 350 nm phải có các cực đại hấp thu

ở: 235, 270 và 295 nm

233, 269 và 294 nm. Đạt

Phổ IR Phổ hồng ngoại của chế phẩm phải có

các đỉnh có số sóng: 1726, 1662, 1579,

1133, 759, 702 cm-1.

1726, 1662, 1581, 1134, 758, 700 cm-1. Đạt

Phổ MS Phổ khối lượng EI-MS (70 eV) của mẫu

thử phải có các pic m/z 416 [M]+, 401,

m/z 83, 55.

m/z 416 [M]+, 401, m/z 83, 55. Đạt

Phổ NMR Phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR của mẫu

thử phải phù hợp với phổ 13C-NMR và

phổ 1H-NMR theo tài liệu tham khảo.

1H-NMR (CD3Cl3, 300 MHz): 7,26 m x
2; 7,40 m x 2; 0,97 s x 2; 1,9 d (6,3);
2,01 s; 5,48 d (9,9); 6,02 s; 6,45 d (9,6),
6,57 q (6,0).

13C-NMR (CD3Cl3, 75 MHz): 10,7;

15,2; 26,8 x 2; 63,0; 77,4; 105,6; 110,7;

114,2; 115,0; 115,9; 127,2 x 2; 127,5 x

2; 127,7; 129,0; 139,5; 139,9; 144,2;

151,7; 152,0; 155,0; 155,8; 159,4;

194,3.

Đạt

Điểm chảy 154-156 oC 155,6 oC. Đạt

Tạp chất hữu cơ Không quá 3,8% 3,59%. Đạt

Tạp chất bay hơi Không quá 1,1% 1,05%. Đạt

Tạp chất vô cơ Không quá 20 ppm Pb: Không phát hiện (MDL: 2,49 ppb).

As: Không phát hiện (MDL: 4,69 ppb).

Hg: Không phát hiện (MDL: 0,56 ppb).

Đạt

Định lượng Không ít hơn 95% 95,42%. Đạt



PHỤ LỤC 13

TIÊU CHUẨN CHẤT LƯỢNG CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

4-HYDROXYXANTHON C13H8O3

1. Cấu trúc

Công thức cấu tạo:

Công thức phân tử: C13H8O3

Phân tử lượng: 212,2.

Tên khoa học: 4-hydroxy-9H-xanthen-9-one

2. Kiểm tra chất lượng nguyên liệu

2.1. Tính chất: Chế phẩm là tinh thể hình kim, không màu, dễ tan trong aceton,

methanol.

2.2. Định tính

2.2.1. Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến:
Tiến hành theo phụ lục 4.1. DĐVN IV. Chuẩn bị dung dịch mẫu thử trong methanol

(TT) có nồng độ 0,6 g/ml. Phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến của chế phẩm thu

được trong dải sóng từ 220 nm đến 400 nm phải có các cực đại hấp thu ở: 231, 248

và 348 nm.

2.2.2. Phổ hồng ngoại:

Tiến hành theo phụ lục 4.2. DĐVN IV. Chuẩn bị mẫu bằng cách tạo viên nén KBr.

Phổ hồng ngoại của chế phẩm phải có các đỉnh có số sóng: 3197, 1652, 1589, 1292,

754, 729 cm-1.
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2.2.3. Phổ khối lượng:

Phổ khối lượng EI-MS (70 eV) của mẫu thử phải có các pic m/z 212 [M]+ (pic căn

bản), m/z 184, 155, 128, 102, 63.

2.2.4. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân:

Phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR của mẫu thử phải phù hợp với phổ 13C-NMR và phổ
1H-NMR theo phụ lục đính kèm.

2.3. Điểm chảy: Tiến hành theo phụ lục 6.7 DĐVN IV

Tiêu chuẩn chấp nhận: 228-230 oC.

2.4. Độ tinh khiết

2.4.1. Xác định tạp chất hữu cơ

Phương pháp sắc ký lỏng. Tiến hành theo phụ lục 5.3 DĐVN IV

Pha động: Hỗn hợp acetonitril: nước với chương trình dung môi

Thời gian

(phút)

% acetonitril % nước

0 50 50

20 90 10

30 100 0

37 100 0

45 50 50

55 50 50

Chuẩn bị dung môi pha mẫu: Acetonitril – Nước (50 : 50)

Chuẩn bị dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 2,5 mg chế phẩm vào bình định

mức 25 ml, thêm 20 ml dung môi pha mẫu, siêu âm hòa tan trong 3 phút, thêm dung

môi pha mẫu vừa đủ 25 ml, lọc qua màng lọc 0,45µm.

Điều kiện sắc ký:

Cột: Gemini NX C-18  bằng thép không gỉ (15 cm x 4,6 mm x 5 µm) hoặc tương

đương.

Detector chuỗi diod quang (280 nm).



Tốc độ dòng: 0,6 ml/phút.

Thể tích tiêm: 5 µl.

Cách tiến hành:

Tiêm dung môi pha mẫu. Tiêm 6 lần dung dịch thử. Số đĩa lý thuyết của pic 4-

hydroxyxanthon và các tạp chất hữu cơ phải không dưới 2000, độ phân giải giữa pic

4-hydroxyxanthon và pic tạp chất hữu cơ gần nhất phải không dưới 1,5, độ lệch

chuẩn tương đối của diện tích pic 4-hydroxyxanthon và các tạp chất hữu cơ không

được lớn hơn 2%. Tính hàm lượng phần trăm của tổng tạp chất hữu cơ trong mẫu

theo công thức: 100 (rU/rT) trong đó: rU là tổng diện tích các pic thu được trong sắc

ký đồ của dung dịch thử ngoại trừ pic của 4-hydroxyxanthon, rT là tổng diện tích

các pic thu được trong sắc ký đồ của dung dịch thử ngoại trừ pic của dung môi pha

mẫu.

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không quá 6,0% tính theo chế phẩm nguyên trạng

4.2. Xác định tạp chất bay hơi

Phương pháp phân tích nhiệt trọng lượng. Tiến hành theo USP 34.

Tốc độ gia nhiệt: 6 oC/phút.

Khoảng nhiệt độ: 30-150 oC.

Khí: Nitrogen.

Tốc độ dòng: 100 ml/phút.

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không quá 1,0%

5. Định lượng

%4-hydroxyxanthon = 100% – (% tạp chất hữu cơ) - (% tạp chất bay hơi)

Tiêu chuẩn chấp nhận: Không ít hơn 90% C13H8O3



KẾT QUẢ PHÂN TÍCH CHẤT LƯỢNG CHẤT CHUẨN ĐỐI CHIẾU

4-HYDROXYXANTHON

Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả Kết luận

Tính chất Chế phẩm là tinh thể hình kim,

không màu. Dễ tan trong aceton,

methanol

Tinh thể hình kim, không màu. Dễ tan

trong aceton, methanol

Đạt

Định tính

Phổ UV-Vis Phổ hấp thụ tử ngoại và khả

kiến của chế phẩm thu được

trong dải sóng từ 220 nm đến

400 nm phải có các cực đại

hấp thu ở: 231, 248 và 348 nm

231, 248 và 348 nm. Đạt

Phổ IR Phổ hồng ngoại của chế phẩm

phải có các đỉnh có số sóng:

3197, 1652, 1589, 1292, 754,

729 cm-1.

3197, 1652, 1589, 1292, 754, 729 cm-1. Đạt

Phổ MS Phổ khối lượng EI-MS (70 eV)

của mẫu thử phải có các pic

m/z 212 [M]+, m/z 184, 155,

128, 102, 63.

m/z 212 [M]+, m/z 184, 155, 128, 102,

63.

Đạt

Phổ NMR Phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR

của mẫu thử phải phù hợp với

phổ 13C-NMR và phổ 1H-NMR

theo tài liệu tham khảo.

1H-NMR (CD3OD, 500 MHz): 7,73 dd
(8,0; 2,0); 7,25 t (8,0); và 7,31 dd (8,0;
1,5); 7,68 dd (8,5; 0,5); 7,83 dt (8,5; 1,5);
7,44 dt (7,5; 1,0); và 8,26 dd (8,0; 2,0).

13C-NMR (CD3OD, 125 MHz): 179,2;

157,4; 147,9; 147,1; 136,4; 127,3; 125,3;

125,1; 123,6; 122,5; 121,5; 119,4; 117,1.

Đạt

Điểm chảy 228-230 oC 229,1oC. Đạt

Tạp chất hữu cơ Không quá 6,0% 5,57%. Đạt

Tạp chất bay hơi Không quá 1,0% 0,52%. Đạt

Định lượng Không ít hơn 90% 93,91%. Đạt
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QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH CALOPHYLLOLID

TRONG CAO METHANOL TỪ NHỰA MÙ U BẰNG

PHƯƠNG PHÁP GC-MS

Cao nhựa Mù u điều chế bằng phương pháp chiết với methanol –nước (9:1) nhựa

Mù u loại ra khi tinh chế dầu Mù u.

Mô tả

Cao nhựa Mù u có thể chất mềm, đồng nhất. Màu nâu sẫm. Mùi đặc biệt.

Định tính

Trong phần xác định hàm lượng calophyllolid, trên sắc ký đồ của dung dịch thử

phải có pic có thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của pic calophyllolid trên

sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu (khác biệt về thời gian lưu phải ở trong khoảng ±

2%). Phải có các mảnh ion phân tử ở m/z 416, pic căn bản ở m/z 401, mảnh ion ở

m/z 83 và 55.

Hàm lượng calophyllolid
Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Phương pháp sắc ký khí ghép phổ khối

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 0,04 g cao methanol vào ống eppendorf,

thêm chính xác 2,0 ml methanol (TT), lắc xoáy 1 phút rồi siêu âm trong 10 phút. Ly

tâm 8000 vòng/phút trong 5 phút. Hút chính xác 1,0 ml dịch methanol cho vào bình

định mức 10,0 ml rồi pha loãng bằng methanol (TT) đến định mức. Lắc đều.

Dung dịch chuẩn đối chiếu: Hòa tan chất chuẩn đối chiếu calophyllolid trong

methanol (TT) để được dung dịch có nồng độ 12,5 g/ml.

Điều kiện sắc ký:

Cột sắc ký: DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm.

Khí mang: heli dùng cho sắc ký (TT) với tốc độ dòng 1,43 ml/phút

Kiểu bơm mẫu: không chia dòng



Nhiệt độ:

Thời gian (phút) Nhiệt độ (oC)

Cột 0 80

5,5 300

14,5 300

Buồng tiêm mẫu 250

Nguồn ion 250

Giao diện 200

Kiểu ion : Bắn phá điện tử

Khoảng quét : 50-550 amu

Kiểu thu dữ liệu : SCAN và SIM

Các ion định lượng : Ion đích m/z 401; ion tham chiếu m/z 83 và 55

Thể tích tiêm mẫu : 1 l

Cách tiến hành:

Phép thử chỉ có giá trị khi hệ số đối xứng của pic chính trên sắc ký đồ của dung

dịch chuẩn đối chiếu không quá 2 và độ lệch cường độ tương đối (%) các ion ở m/z

55, 83, 416 trong dung dịch chuẩn đối chiếu và dung dịch thử không quá 20%.

Tiêm lần lượt dung dịch thử và dung dịch chuẩn đối chiếu vào máy GC-MS và ghi

sắc ký đồ. Định tính bằng cách so sánh thời gian lưu và các mảnh ion của dung dịch

thử và dung dịch chuẩn đối chiếu ở kiểu thu dữ liệu SCAN.

Xác định hàm lượng phần trăm calophyllolid (X%), C26H24O5, bằng cách so sánh

cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch thử và dung dịch chuẩn đối chiếu trong kiểu

thu dữ liệu SIM theo công thức:

X% (g/100 g) = (At/Ac) x (C x D)/mt x 0,1

At : Cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch thử

Ac : Cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch chuẩn đối chiếu

C : Hàm lượng calophyllolid trong dung dịch chuẩn đối chiếu (g/ml)

D : Độ pha loãng

mt : Khối lượng cao đem thử (mg)
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QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH CALOPHYLLOLID

TRONG VỎ QUẢ MÙ U BẰNG PHƯƠNG PHÁP GC-MS

Xử lý mẫu

Xay vỏ quả thành bột bằng máy nghiền và rây để thu được các hạt có kích thước

trung bình là 1,84 mm xác định theo phương pháp Dược điển Mỹ 30 (2007).

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Cân chính xác khoảng 5 g bột vỏ quả cho vào ống chiết được đặt lọc 10 µm ở một

đầu, kế đến là lớp bông thủy tinh, thêm các hạt thủy tinh dày 1-2 mm để hạn chế

khoảng trống trong ống, tiếp tục cho lớp bông thủy tinh và lọc 10 µm ở đầu kia.

Điều kiện chiết

Thiết bị chiết lỏng dưới áp suất: ASE-100-Dionex

Áp suất : 1500 psi

Nhiệt độ : 120 oC

Thời gian chiết : 15 phút

Chu kỳ chiết : 1

Thể tích rửa : 60%

Thời gian làm sạch hệ thống bằng khí nitrogen : 90 giây

Cô dịch chiết dưới áp xuất giảm ở 40 oC rồi định mức đến 100 ml bằng methanol

(TT). Lọc dịch chiết bằng giấy lọc Whatman 40 (Dịch chiết V).

Định tính
Trong phần xác định hàm lượng calophyllolid, trên sắc ký đồ của dung dịch thử

phải có pic có thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của pic calophyllolid trên

sắc ký đồ của dung dịch chuẩn đối chiếu (khác biệt về thời gian lưu phải ở trong

khoảng ± 2%). Phải có các mảnh ion phân tử ở m/z 416, pic căn bản ở m/z 401,

mảnh ion ở m/z 83 và 55.



Hàm lượng calophyllolid

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng

Phương pháp sắc ký khí ghép phổ khối

Dung dịch thử: Dịch chiết V.

Dung dịch chuẩn đối chiếu: Hòa tan chất chuẩn đối chiếu calophyllolid trong

methanol (TT) để được dung dịch có nồng độ 12,5 g/ml.

Điều kiện sắc ký:

Cột sắc ký: DB-5MS 25 m x 0,22 mm ID, df = 5 µm.

Khí mang: heli dùng cho sắc ký (TT) với tốc độ dòng 1,43 ml/phút

Kiểu bơm mẫu: không chia dòng

Nhiệt độ:

Thời gian (phút) Nhiệt độ (oC)

Cột 0 80

5,5 300

17,5 300

Buồng tiêm mẫu 250

Nguồn ion 250

Giao diện 200

Kiểu ion : Bắn phá điện tử

Khoảng quét : 50-450 amu

Kiểu thu dữ liệu : SCAN và SIM

Các ion định lượng

- Ion đích : m/z 401

- Ion tham chiếu : m/z 83, 55

Thể tích tiêm mẫu : 1 l

Cách tiến hành:

Phép thử chỉ có giá trị khi hệ số đối xứng của pic chính trên sắc ký đồ của dung

dịch chuẩn đối chiếu không quá 2 và độ lệch cường độ tương đối (%) các ion ở m/z



55, 83, 416 của calophyllolid trong dung dịch chuẩn đối chiếu và dung dịch thử

không quá 20%.

Tiêm lần lượt dung dịch thử và dung dịch chuẩn đối chiếu vào máy GC-MS và ghi

sắc ký đồ. Định tính bằng cách so sánh thời gian lưu và các mảnh ion của dung dịch

thử và dung dịch chuẩn đối chiếu ở kiểu thu dữ liệu SCAN.

Xác định hàm lượng phần trăm calophyllolid (X%), C26H24O5, bằng cách so sánh

cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch thử và dung dịch chuẩn đối chiếu ở kiểu thu

dữ liệu SIM theo công thức sau:

X% = (At/Ac) x (C x D)/mt x 0,1

At : Cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch thử

Ac : Cường độ mảnh m/z 401 của dung dịch chuẩn đối chiếu

C : Hàm lượng calophyllolid trong dung dịch chuẩn đối chiếu (g/mL)

D : Độ pha loãng

mt : Khối lượng vỏ quả đem thử (mg)
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QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG CALOPHYLLOLID TRONG

CHẾ PHẨM “DẦU MÙ U INOPILO” BẰNG PHƯƠNG PHÁP

HPLC-DAD

Tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng.

Tiến hành bằng phương pháp sắc ký lỏng theo DĐVN IV (Phụ lục 5.3)

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 120 mg mẫu thử cho vào bình định mức 10

ml, làm ấm mẫu ở 60 oC trong 10 phút rồi thêm 6 ml hỗn hợp methanol-nước (TT)

(9:1), siêu âm trong 15 phút. Bổ sung hỗn hợp methanol-nước (TT) (9:1) đến thể

tích. Lọc mẫu qua lọc 0,45 m.

Dung dịch chuẩn đối chiếu: pha các dung dịch chuẩn calophyllolid trong methanol

(TT) có nồng độ khoảng 75 g/ml; 60 g/ml và 45 g/ml. Lọc mẫu qua lọc 0,45

m.

Điều kiện sắc ký:

Pha động A: Acetonitril (TT)

Pha động B: Dung dịch acid acetic 2%

Tiến hành chạy sắc ký theo chương trình ở bảng sau:

Thời gian (phút) Acetonitril (%) Dung dịch acid acetic 2% (%)

0

30

35

40

20

80

20

20

80

20

80

80

Cột thép không gỉ (25 cm x 4,6 mm) được nhồi pha tĩnh C18 (5 μm), cột Zorbax là

phù hợp

Tốc độ dòng: 1 ml/phút. Thể tích tiêm mẫu: 10 μl.

Nhiệt độ cột: 40 oC.

Detector DAD đặt ở bước sóng 270 nm.



Cách tiến hành:

Kiểm tra tính phù hợp của hệ thống sắc ký: Tiến hành sắc ký với dung dịch chuẩn

đối chiếu. Hệ số đối xứng thu được từ pic calophyllolid phải nằm trong khoảng 0,8-

1,5, độ lệch chuẩn tương đối của diện tích pic calophyllolid trong 6 lần tiêm lặp lại

không được quá 2,0 %, số đĩa lý thuyết của pic calophyllolid phải không dưới 2000.

Tiến hành sắc ký lần lượt với dung dịch chuẩn đối chiếu và dung dịch thử.

Vẽ đồ thị biểu diễn diện tích pic calophyllolid theo nồng độ của calophyllolid trong

các dung dịch chuẩn đối chiếu và xác lập phương trình hồi quy tuyến tính, dựa vào

đó tính nồng độ calophyllolid trong dung dịch thử (g/ml).

Tính hàm lượng phần trăm (kl/kl) calophyllolid, C26H24O5, trong chế phẩm dựa vào

diện tích pic thu được từ dung dịch thử, các dung dịch chuẩn đối chiếu và hàm

lượng C26H24O5 của calophyllolid chuẩn đối chiếu theo công thức:

X% (g/ 100 g) = Ct/mt

Ct: Nồng độ calophyllolid trong dung dịch thử (g/ml).

mt: Khối lượng mẫu thử (mg).


