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TÓM TẮT
Cây Dây gắm, có tên khoa học là Gnetum montanum, thuộc họ Dây gắm (Gnetaceae). Qua các
nghiên cứu về thành phần hóa học cho thấy rằng các hợp chất stilbene chiếm thành phần chính
trong loài cây này. Đặc biệt, resveratrol và isorhapotigenin là hai hợp chất quan trọng, chiếm
khoảng 3-5% trong mẫu cao ethanol. Cả hai hợp chất này đều có nhiều hoạt tính sinh học đáng
chú ý như kháng viêm, kháng ung thư, chống oxy hóa, ức chế enzyme tyrosinase, Cytochrom P450
và enzyme α-glucosidase. Resveratrol và isorhapotigenin là hai hợp chất cần thiết để kiểm tra và
đánh giá chất lượng của thân Dây gắm cũng như các dược liệu thuộc họ Dây gắm. Nghiên cứu này
đã thiết lập được chất chuẩn đối chiếu cho resveratrol và isorhapotigenin, được phân lập từ thân
Dây gắm. Kết quả cho thấy, độ tinh khiết của resveratrol đạt 99,14% và của isorhapotigenin đạt
96,38%. Quy trình xác định độ tinh khiết của resveratrol và isorhapotigenin trong thân Dây gắm đã
được thẩm định thành công bằng hệ thống HPLC-DAD Agilent 1260 với pha động sử dụng trong
quá trình này là gradient ACN và TFA 0,5% trong dungmôi nước, các nội dung thẩm định quy trình
phân tích bao gồm tương thích hệ thống, độ đặc hiệu, khoảng tuyến tính, độ lặp lại và độ đúng,
tất cả đều tuân theo hướng dẫn của ICH. Việc thiết lập các chất chuẩn đối chiếu này rất quan trọng
để đảm bảo tính nhất quán và độ tin cậy trong quá trình kiểm soát chất lượng của Dây gắm và
các sản phẩm dược liệu liên quan. Nhờ có các chất chuẩn tinh khiết cao, các nhà nghiên cứu và
nhà sản xuất có thể đo lường và xác minh chính xác sự hiện diện và nồng độ của resveratrol và
isorhapotigenin trong các mẫu khác nhau. Điều này góp phần nâng cao hiệu quả và an toàn của
các loại thuốc thảo dược được chiết xuất từ Dây gắm.
Từ khoá: cây Dây gắm, họ Dây gắm, HPLC, resveratrol, isorhapotigenin

MỞĐẦU1

Dây gắm hay còn gọi là Vương tôn, Dây sót, Gắm2

núi, Dây mấu, có tên khoa học là Gnetum montanum3

Markgr, là một loài thực vật hạt trần trong họ Dây4

gắm (Gnetaceae)1. Cây Dây gắm thường phân bố ở5

phía đông Himalaya (Nepal, Sikkin, Bhutan), Tây Be-6

gal, Asam,Myanmar, miền namTrungQuốc và Đông7

Nam Á. Ở Việt Nam, cây mọc hoang tại các vùng núi8

như Sapa, Hà Giang, Tuyên Quang, Hà Tây. Theo9

y học cổ truyền, dược liệu Dây gắm có tác dụng sát10

trùng, trừ thấp, giải độc, tiêu viêm, hoạt huyết và khu11

phong. Dược liệu được sử dụng trong các bài thuốc12

trị sốt rét, ngộ độc, đau nhức xương khớp, bị sơn ăn và13

chứng phong thấp1,2. Đến nay, các nghiên cứu trên14

thế giới đã công bố cây có chứa phần lớn các hợp chất15

stilbene, lignan, alkaloid, steroid và triterpenoid2–9.16

Với những hợp chất đầy tiềmnăng, những nghiên cứu17

về dược liệu này cho thấy các hoạt tính nổi bật như18

hoạt tính kháng oxy hóa, hoạt tính kháng khuẩn, hoạt19

tính ức chế enzyme -amylase và -glucosidase và hoạt20

tính kháng ung thư 10,11.21

Các nghiên cứu về thành phần hóa học cho thấy 22

thành phần chính trong thân Dây gắm là các hợp 23

chất stilbene, trong đó 2 hợp chất resveratrol và 24

isorhapotigenin chiếm khoảng 3-5% trong mẫu cao 25

ethanol2–9. Có rất nhiều bài báo khoa học công 26

bố về các nguồn nguyên liệu có chứa resveratrol 27

và isorhapotigenin từ các thực vật thuộc họ Dây 28

gắm (Gnetaceae), Nho (Vitaceae), Dầu (Diptero- 29

carpaceae), Đậu (Fabaceae), Lan (Orchidaceae)… 12. 30

Cả 2 hợp chất này đều có nhiều hoạt tính sinh học 31

quan trọng như kháng viêm, kháng ung thư, chống 32

oxy hóa, ức chế enzyme tyrosinase, Cytochrom P450, 33

enzyme α-glucosidase…13–16. Từ các tài liệu tham 34

khảo trên, nhận thấy rằng Dây gắm là một loại dược 35

liệu tiềm năng có rất nhiều hoạt tính sinh học quý 36

giá cần được nghiên cứu phát triển thành các sản 37

phẩm hỗ trợ sức khỏe. Nhưng hiện nay, ở nước ta các 38

nghiên cứu về dược liệu Dây gắm vẫn còn hạn chế, 39

chưa có công bố hoặc tiêu chuẩn nào về kiểm nghiệm 40

dược liệu này. Do đó, để làm tiền đề cho việc kiểm 41

nghiệm và đánh giá chất lượng dược liệu Dây gắm, 42

Trích dẫn bài báo này: Trường D V N, Hải N X, Thọ L H, Nhân N T, Quang T T, Mai N T T. Phân lập và
thiết lập chất chuẩn đối chiếu Resveratrol, Isorhapotigenin từ thân dây gắm (Gnetum montanum
markgr). Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci. 2025; ():1-11.
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2 hợp chất resveratrol và isorhapotigenin là hợp chất43

cần thiết để xây dựng thành chất đối chiếu, chủ động44

được nguồn chất chuẩn sử dụng trong phân tích, khắc45

phục được những hạn chế trong việc tìm chất chuẩn46

sử dụng trong phân tích định lượng các hợp chất hữu47

cơ. Do đó, trong nghiên cứu này chúng tôi thực hiện48

phân lập và thiết lập chất chuẩn đối chiếu resveratrol,49

isorhapotigenin từ thân Dây gắm.50

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP51

Hóa chất và thiết bị52

Thân Dây gắm được thu hoạch từ huyện Lương Sơn,53

tỉnh Tuyên Quang. Cây Dây gắm được định danh bởi54

TS. Bùi Thanh Hà, Khoa Y học cổ truyền, Bệnh viện55

QuânY103,Học việnQuân y. Mẫu thânDây gắmkhô56

được lưu trữ tại Bộ môn Hóa Dược, Khoa Hóa học,57

Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG-HCM58

với mã lưu trữMCE0065 trong điều kiện nhiệt độ 15-59

25 oC. Thân Dây gắm (6,5 kg) khi được thu hái được60

phơi khô và cắt nhỏ với kích thước 5 mm, có độ ẩm61

7,1%.62

Máy đo điểm nóng chảy IA 9300 (Electrothermal,63

Anh), máy phổ hồng ngoại FT/IR – 6600 (Jasco, Nhật64

Bản), máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker Avance65

500-phòng thí nghiệm Phân tích Trung tâm, Trường66

Đại học Khoa học Tự nhiên ĐHQG-HCM, HR-ESI-67

MS (Waters, Mỹ) Viện Kiểm nghiệm thuốc Thành68

phố Hồ Chí Minh. Hệ thống HPLC-DAD Agilent69

1260, cột sắc ký pha đảo Eclipse Plus XDB-C18 (15070

x 4,6 mm, 5 µm), dung môi CD3COCD3 của hãng71

Scharlau, các loại dung môi tinh khiết phân tích72

n-hexane, ethyl acetate (EtOAc), acetone, methanol73

(MeOH), ethanol (EtOH), acetonitril (ACN) của hãng74

Scharlau, acid trifluoroacetic (TFA, Scharlau, 99%).75

Chiết xuất và phân lập chất đối chiếu76

Từ6,5 kgmẫu khô, xay nhỏ rồi tiến hành chiết Soxhlet77

lần lượt với các dung môi có độ phân cực tăng dần từ78

n-hexane, EtOAc và MeOH, cô quay áp suất thấp các79

dịch trích thu được các cao n-hexane (24,5 g), EtOAc80

(150 g) và MeOH (585 g). Cao EtOAc (150 g) được81

tiến hành sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung82

môi giải ly CHCl3:MeOH với độ phân cực tăng dần83

từ 0-100%MeOH. Dung dịch ra khỏi cột sắc ký được84

hứng bằng erlene 500 mL và cô quay áp suất thấp thu85

hồi dungmôi. Cácmẫu ra khỏi cột được tiến hành sắc86

ký lớp mỏng, hiện vết dưới đèn UV 254 nm và thuốc87

thử H2SO4 20% đun nóng. Dựa trên kết quả sắc ký88

lớp mỏng thu được 15 cao phân đoạn ký hiệu lần lượt89

là A (78,9 mg), B (1,1 g), C (967,5 mg),D (614,7 mg),90

E (5,7 g), F (1,1 g), G (1,6 g), H (2,1 g), I (2,7 g), K91

(51,8 g), L (15,3 g),M (7,0 g),N (21,6 g),O (21,3 g), P92

(22,1 g). Từ phân đoạn K (51,8 g) tiến hành rửa tinh 93

thể nhiều lần bằng MeOH sau đó kết tinh lại trong 94

acetone thu được hợp chất 1 (50,0 g) và phân đoạn L 95

(15,3 g) được tiến hành sắc ký cột nhiều lần với các 96

hệ dung môi có độ phân cực khác nhau thu được hợp 97

chất 2 (5,0 g) (Hình 1). 98

Hai hợp chất đối chiếu được xác định cấu trúc bằng 99

các phương pháp phổ phổ hấp thu phân tử (UV-Vis), 100

phổ hồng ngoại (IR), phổ cộng hưởng từ hạt nhân 101

(NMR), phổi khối lượng (HR-ESI-MS). Xây dựng tiêu 102

chuẩn chất lượng chất đối chiếu với các chỉ tiêu: cảm 103

quan, định tính, mất khối lượng do làm khô, xác định 104

tro sulfate, độ tinh khiết sắc ký. 105

Xác định độ tinh khiết bằng phương pháp 106

HPLC và thẩm định phương pháp 107

Mẫu thử: cácmẫu thử của 2 chất đối chiếu isorhapoti- 108

genin và resveratrol đều được pha về nồngđộ 100 ppm 109

bằng dung môi ethanol và được lọc qua màng PTFE 110

0,45 µm để tiến hành khảo sát HPLC. 111

Xác định độ tinh khiết của 2 hợp chất resveratrol và 112

isorhapotigenin được thực hiện bằng phương pháp 113

HPLC-DAD quy về 100% diện tích peak trên sắc ký 114

đồ. Khảo sát bước sóng định lượng bằng cách triển 115

khai mẫu chuẩn đối chiếu resveratrol và isorhapoti- 116

genin có nồng độ 100 ppm trên máy HPLC với dải 117

bước sóng phát hiện từ 200-900 nm. Dựa vào kết 118

quả đo phổ của đầu dò DAD tìm bước sóng hấp thu 119

cao nhất của resveratrol và isorhapotigenin, từ đó lựa 120

chọn bước sóng định lượng phù hợp cho mỗi hợp 121

chất. 122

Điều kiện đánh giá độ tinh khiết resveratrol và 123

isorhapotigenin đã được tối ưu trên thống HPLC- 124

DAD Agilent 1260 như sau: cột Eclipse Plus XDB- 125

C18 (150 x 4,6 mm, 5 µm), tốc độ dòng 1,0 mL/phút, 126

nhiệt độ cột 35◦C, thể tích tiêm 10 µL, định lượng 127

resveratrol tại bước sóng 307 nm và isorhapontigenin 128

tại bước sóng 324 nm. Hệ pha động đánh giá độ tinh 129

khiết peak được khảo sát trên 4 hệ pha động khác 130

nhau là MeOH:H2O (35:65), ACN:H2O (20:80) và 131

ACN:TFA 0,5% (30:70) và chế độ gradient ACN-TFA 132

0,5% trong nước (Bảng 1). Kết quả lựa chọn tốt nhất 133

cho thí nghiệm này chế độ gradient ACN-TFA 0,5% 134

trong nước, thời gian phân tích 30 phút cả 2 sắc ký 135

đồ của resveratrol và isorhapotigenin đều cho thấy các 136

peak có độ đối xứng cao, khả năng phân tách tốt. Quy 137

trình định lượng được thẩm định theo hướng dẫn của 138

ICH17 bao gồm khảo sát tính phù hợp hệ thống, tính 139

chọn lọc, khoảng tuyến tính và độ lặp lại. 140

Thiết lập chất đối chiếu 141

Quá trình thiết lập chất chuẩn resveratrol và 142

isorhapotigenin được thực hiện theo các bước: 143
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Hình 1: Cấu trúc các hợp chất phân lập được

Bảng 1: Hệ pha động tối ưu ACN-TFA 0,5% trong nước

Thời gian (phút) ACN (V/V) TFA 0,5% trong nước (V/V)

0 10 90

5 20 80

10 30 70

20 60 40

20,5 90 10

23 90 10

23,5 10 90

27 10 90

đóng gói và đánh giá độ đồng nhất của các lọ sau144

đóng gói và xác định hàm lượng bằng phương pháp145

HPLC-DAD với kết quả được quy về 100% diện tích146

peak tính theo nguyên trạng. Việc đánh giá kết quả147

định lượng liên phòng được thực hiện tại 2 phòng thí148

nghiệm: hòng thí nghiệm Nghiên cứu phát hiện và149

phát triển thuốc (PTN 1) và hòng thí nghiệm Phân150

tích trung tâm (PTN 2) của Trường Đại học Khoa151

học Tự nhiên, ĐHQG-HCM. Thực hiện kiểm tra152

Dixon và xác định giá trị ấn định của resveratrol và153

isorhapotigenin hướng dẫn TCVN 9596:2013 (ISO154

13528:2003)18.155

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN156

Xác định cấu trúc và tiêu chuẩn chất lượng157

chất đối chiếu158

Hợp chất 1 (Hình 1) có dạng bộtmàu nâu nhạt, tan tốt159

trong dung môi acetone. Phân tích dữ liệu phổ HR-160

ESI-MS, cho thấy có tín hiệu của mũi ion giả phân tử161

[M+H]+ tại m/z 259,09733 (Hình 2), so sánh với lý162

thuyết có m/z 259,0970 (lệch 0,3 mMass), cho phép163

xác nhận công thức phân tử là C15H14O4. Phổ 1H-164

NMR của hợp chất 1 cho thấy có sự xuất hiện các tín165

hiệu của 3 proton thơm ghép hệ ABX [δ H 7,21 (1H; 166

d; J = 2,0 Hz), H-2’], [δ H 6,81 (1H; d; J = 8,1 Hz), 167

H-5’] và [δ H 7,01 (1H; dd; J = 8,1 và 2,0 Hz), H-6’)]; 168

3 proton thơm ghép meta với nhau [δ H 6,54 (2H; d; 169

J = 2,2 Hz), H-2 và H-6] và [δ H 6,27 (1H; t; J = 2,2 170

Hz), H-4]; 2 proton olefin ghép trans [δ H 6,91 (1H; d; 171

J = 16,3 Hz), H-a] và [δ H 7,01 (1H; d; J = 16,3 Hz), 172

H- ]; 1 nhóm methoxyl [δ H 3,89 (3H; ), 3’-OCH3] 173

cùng với 3 nhóm hydroxyl [δ H 8,24 (2H; brs), 3-OH 174

và 5-OH] và [δ H 7,72 (1H; brs), 4’-OH] (Bảng 2). Phổ 175

13C-NMR của hợp chất 1 cho thấy có sự xuất hiện tín 176

hiệu cộng hưởng 15 carbon, bao gồm 4 carbon thơm 177

nối oxygen [δC 159,6; C-3 và C-5], [δC 148,6; C-3’] 178

và [δC 147,6; C-4’]; 2 carbon thơm mang nhóm thế 179

[δC 140,9; C-1] và [δC 130,5; C-1’]; 6 carbon thơm 180

methine [δC 105,7; C-2 và C-6], [δC 102,8; C-4], [δC 181

110,2; C-2’], [δC 116,0; C-5’] và [δC 121,2; C-6’]; 2 182

carbon olefin methine [δC 127,1; C-a] và [δC 129,4; 183

C- ] cùng với 1 carbon methoxyl [δC 56,3; 3’-OCH3] 184

(Bảng 2). Từ dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR cho 185

thấy của hợp chất 1 có cấu trúc của một trans-tilbene 186

mang 1 nhóm methoxyl và 3 nhóm hydroxyl. Tiến 187

hành so sánh dữ liệu phổ NMR của hợp chất 1 với 188
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hợp chất isorhapontigenin cho thấy có sự tương đồng,189

vậy hợp chất 1 là isorhapontigenin19.190

Hợp chất 2 (Hình 1) có dạng bộtmàu nâu nhạt, tan tốt191

trong dung môi acetone. Phân tích dữ liệu phổ HR-192

ESI-MS, cho thấy có tín hiệu của mũi ion giả phân tử193

[M+H]+ tạim/z 229,08677 (Hình 2), so sánh với lý194

thuyết có m/z 229,0865 (lệch 0,3 mMass), cho phép195

xác nhận công thức phân tử là C14H12O3. Phổ 1H-196

NMR hợp chất 2 cho thấy tín hiệu cộng hưởng của 2197

cặp proton thơm ghép ortho [δ H 7,40 (2H; d; J = 8,3198

Hz), H-2’ và H-6’] và [δ H 6,83 (2H; d J = 8,3 Hz), H-199

3’ và H-5’]; 3 proton thơm ghép meta với nhau [δ H200

6,53 (2H; d J = 2,2 Hz), H-2 và H-6] và [δ H 6,26 (1H;201

t J = 2,2 Hz), H-4]; 2 proton olefin ghép trans [δ H202

6,87 (1H; d; J = 16,3 Hz), H-a] và [δ H 7,00 (1H; d; J203

= 16,3 Hz), H- ]; cùng với 3 nhóm hydroxyl [δ H 8,23204

(2H; brs), 3-OH và 5-OH] và [δ H 8,50 (1H; brs), 4’-205

OH] (Bảng 2). Phổ 13C-NMR hợp chất 2 có sự xuất206

hiện tín hiệu cộng hưởng của 14 carbon. Trong đó có207

3 carbon thơm nối oxygen [δC 159,6; C-3 và C-5] và208

[δC 158,2; C-4’]; 2 carbon thơm mang nhóm thế [δC209

140,9; C-1] và [δC 130,0; C-1’]; 2 carbon olefin me-210

thine [δC 126,9; C-a] và [δC 129,1; C- ] cùng 7 car-211

bon thơmmethine [δC 105,7; C-2 và C-6], [δC 102,7;212

C-4], [δC 128,7; C-2’ và C-6’] và [δC 116,4; C-3’ và C-213

5’] (Bảng 2). Từ dữ liệu phổ 1H-NMR và 13C-NMR214

cho thấy hợp chất 2 có cấu trúc củamột trans-stilbene215

với 3 nhóm hydroxyl. Tiến hành so sánh dữ liệu phổ216

NMRcủa hợp chất 2 với hợp chất resveratrol cho thấy217

sự tương hợp, vậy hợp chất 2 là resveratrol20,21.218

Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng cho chất219

đối chiếu resveratrol và isorhapontigenin220

Sắc ký đồ lớp mỏng với 3 hệ dung môi khác nhau cho221

thấy cả 2 hợp chất đối chiếu đều tinh khiết sơ bộ trên222

sắc ký lớp mỏng. Tiến hành phân tích mẫu trắng và223

mẫu thử với điều kiện pha động tối ưu thu được sắc ký224

đồ, phổ UV 2 chiều, phổ UV 3 chiều và độ tinh khiết225

peak tại thời gian lưu tương ứng với peak chính. Độ226

tinh khiết của chất đối chiếu được quy về 100% diện227

tích peak. Từ kết quả sắc ký đồ nhận thấy mỗi sắc ký228

đồ chỉ có 1 peak chính, có độ tinh khiết peak > 95%229

tính theo nguyên trạng và peak sắc ký đều có ngưỡng230

tinh khiết cao, cho thấy các hợp chất đối chiếu đều có231

đủ độ tinh khiết để thiết lập chất chuẩn (Hình 3).232

Kết quả xây dựng bộ dữ liệu nhận danh hai chất đối233

chiếu (Bảng 3) bao gồm: cảm quan, nhiệt độ nóng234

chảy, phổ hấp thu phân tử (UV-Vis), phổ hồng ngoại235

(IR), phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR), phổi khối236

lượng (HR-ESI-MS) cho thấy cả hai chất đối chiếu237

resveratrol và isorhapotigenin đều cho kết quả nhận238

danh đúng và độ tinh khiết cao (> 95% tính theo239

nguyên trạng) phù hợp làm chất đối chiếu.240

Kết quả thẩm định quy trình định lượng 241

HPLC/DAD theo hướng dẫn của ICH 242

Tính tương thích hệ thống 243

Kết quả phân tích HPLC lặp lại 6 lần từng loại dung 244

dịch chất đối chiếu resveratrol 100 ppm và isorhapoti- 245

genin 100 ppm; xác định các thông số phù hợp hệ 246

thống như diện tích peak, thời gian lưu, số đĩa lý 247

thuyết, hệ số kéo đuôi và độ phân giải. Kết quả có 248

được từ Bảng 4 cho thấy các thông số hoàn toàn phù 249

hợp với yêu cầu đề ra, vậy nên quy trình đạt chỉ tiêu 250

tính phù hợp hệ thống. 251

Tính đặc hiệu 252

Tiến hành phân tích HPLC mẫu blank (dung môi 253

ethanol), dung dịch chất đối chiếu resveratrol 100 254

ppm và isorhapotigenin 100 ppm. Mẫu trắng (blank) 255

không có tín hiệu của 2 chất đối chiếu resveratrol và 256

isorhapotigenin. Phổ UV thu được đúng cho 2 hợp 257

chất đối chiếu với đỉnh hấp thu cực đại của hợp chất 258

isorhapontigenin là 324 nm và của resveratrol là 307 259

nm (Hình 3). 260

Khảo sát tính tuyến tính 261

Trong khoảng nồng độ khảo sát của các dung dịch 262

chuẩn resveratrol và isorhapotigenin từ 1-500 ppm 263

(Bảng 5). Sử dụng TCVN 6661-1:2000 kết hợp với 264

phần mềm excel - phân tích phương sai một chiều 265

ANOVA để đánh giá sự phù hợp của phương trình 266

hồi quy tuyến tính, cũng như khoảng tuyến tính và 267

khoảng làm việc của phương pháp. Cho thấy khoảng 268

tuyến tính 1-500 ppm là phù hợp cho cả 2 chất chuẩn, 269

kết quả thu được hai phương trình đường chuẩn: 270

resveratrol: y = 63,971x – 66,793 (R2 = 0,9999) và 271

isorhapontigenin: y = 43,250x – 15,387 (R2 = 0,9999) 272

Độ lặp lại và độ tái lặp trung gian 273

Thực hiện phân tích 6 mẫu chất đối chiếu resvera- 274

trol tại nồng độ 100 ppm và 6 mẫu isorhapontigenin 275

tại nồng độ 100 ppm bằng phương pháp HPLC trong 276

cùng một ngày; tương tự lặp lại khảo sát này sau 1 277

tuần để đánh giá độ tái lặp trung gian (Bảng 6). Kết 278

quả của cho thấy độ tinh khiết sắc ký của isorhaponti- 279

genin trong 6mẫu có độ lặp và độ tái lặp tốt với 2 ngày 280

phân tích với RSD là 0,32%. Kết quả của cho thấy độ 281

tinh khiết sắc ký của resveratrol trong 6 mẫu có độ 282

lặp và độ tái lặp tốt với 2 ngày phân tích với RSD là là 283

0,11%. Điều này chứng tỏ quy trình đạt yêu cầu về độ 284

lặp lại. 285

Độ đúng 286

Thực hiện thêm chuẩn vào nền mẫu chất đối chiếu 287

100 ppm với các mức nồng độ khác nhau, 80%, 100%, 288
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Bảng 2: Dữ liệu phổ NMR của 2 hợp chất phân lập được

Vị trí Isorhapontigenin (1)
(CD3COCD3)

Resveratrol (2)
(CD3COCD3)

δ H (ppm) δ H (ppm) δ H (ppm) δ H (ppm)

1 - 140,9 - 140,9

2 6,54 (1H; d; J = 2,2 Hz) 105,7 6,53 (1H; d; J = 2,2 Hz) 105,7

3 - 159,6 - 159,6

4 6,27 (1H; t; J = 2,2 Hz) 102,8 6,26 (1H; t; J = 2,2 Hz) 102,7

5 - 159,6 - 159,6

6 6,54 (1H; d; J = 2,2 Hz) 105,7 6,53 (1H; d; J = 2,2 Hz) 105,7

α 6,91 (1H; d; J = 16,3 Hz) 127,1 6,87 (1H; d; J = 16,3 Hz) 126,9

β 7,01 (1H; d; J = 16,3 Hz) 129,4 7,00 (1H; d; J = 16,3 Hz) 129,1

1′ - 130,5 - 130,0

2′ 7,21 (1H; d; J = 2,0 Hz) 110,2 7,40 (1H; d; J = 8,3 Hz) 128,7

3′ - 148,6 6,83 (1H; d; J = 8,3 Hz) 116,4

4′ - 147,6 - 158,2

5′ 6,81 (1H; d; J = 8,1 Hz) 116,0 6,83 (1H; d; J = 8,3 Hz) 116,4

6′ 7,01 (1H; dd; J = 8,1 và 2,0 Hz) 121,2 7,40 (1H; d; J = 8,3 Hz) 128,7

3/5-OH 8,24 (2H; brs) - 8,23 (2H; brs) -

4’-OH 7,72 (1H; brs) - 8,50 (1H; brs) -

3′-OCH3 3,89 (3H; s) 56,3 - -

Bảng 3: Kết quả đánh giá hai hợp chất đối chiếu

Chỉ tiêu Phương pháp Isorhapontigenin Resveratrol

Vật lý Cảm quan Bột mịn, màu nâu nhạt Bột mịn, màu nâu nhạt

Nhiệt độ nóng chảy 180-183◦C 253-255◦C

Định tính Phổ UV-Vis Hấp thu cực đại tại bước sóng 324
nm

Hấp thu cực đại tại bước
sóng 307 nm

Phổ IR Tín hiệu hấp thu đặc trưng (cm−1):
3363 (O-H), 1608, 1554, 1515 (ben-
zene), 1149 (C-O)

Tín hiệu hấp thụ đặc trưng
(cm−1): 3228 (O-H), 1639,
1569, 1504 (benzene), 1149
(C-O)

NMR Đúng Đúng

MS Đúng Đúng

Độ tinh khiết sắc
ký

HPLC-DAD 95,86 99,03
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Hình 2: Phổ NMR và MS của 2 hợp chất phân lập được

Bảng 4: Các thông số thể hiện tính phù hợp hệ thống của các chất đối chiếu

Hợp chất Diện tích peak Thời gian lưu Số đĩa lý thuyết
(N)

Hệ số kéo đuôi
(Tf)

Độ phân giải (RS)

Resveratrol 6110,6 11,0 16758 1,150 3,7

RSD (%) 1,0 0,91 - - -

Isorhapontigenin 4085,0 11,6 18636 1,125 3,7

RSD (%) 1,1 0,72 - - -

Yêu cầu RSD≤ 2,0% RSD≤ 2,0% N≥ 3000 0,9≤ Tf≤ 2,0 RS > 1,5
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Hình 3: Phổ hấp thu UV-Vis và sắc ký đồ của hai hợp chất đối chiếu

120% so với hàm lượng trong mẫu thử (Bảng 7).289

Kết quả tỉ lệ phục hồi của isorhapontigenin là 99,4 -290

101,6%, resveratrol là 98,6 - 101,1%. Như vậy, cả hai291

hợp chất đều đạt với so với quy định là 98,0% - 102,0%292

đã chứng tỏ rằng quy trình phân tích đạt yêu cầu về293

độ đúng.294

Thiết lập chất chuẩn đối chiếu295

Đóng gói và đánh giá độ đồng nhất giữa các296

lọ297

Độ đồng nhất lọ của resveratrol: thực hiện đóng gói298

1,0 g resveratrol được đóng gói thành 50 lọ với khối299

lượng 20,0 mg/lọ. Các lọ được sử dụng là vial thủy300

tinh 1,5 mL tối màu có chứa khí nitơ 95%, bảo quản ở 301

nhiệt độ 2-8oC, tránh ánh sáng trực tiếp. Số lọ được 302

đánh giá độ đồng nhất được lựa chọn ngẫu nhiên với 303

số lượng theo công thức g =
√
(N+1) = 8 lọ (với N là 304

50 lọ). Do Ftn < Ftc nên không có sự khác biệt thống 305

kê giữa các kết quả đo được, vậy các lọ chất chuẩn 306

đối chiếu resveratrol đạt yêu cầu về độ đồng nhất hàm 307

lượng sau khi đóng gói (Bảng 8 và 9). 308

Độ đồng nhất lọ của isorhapontigenin được thực 309

hiện tương tự như resveratrol. Tiến hành phân tích 310

phương sai một yếu tố ANOVA (Bảng 8 và 9) để đánh 311

giá độ đồng nhất lọ cho thấy không có sự khác biệt 312

thống kê giữa các kết quả đo được, vậy các lọ chất 313
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Bảng 5: Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính của 2 chất đối chiếu

STT Isorhapontigenin Resveratrol

Nồng độ (ppm) Diện tích peak Nồng độ (ppm) Diện tích peak

1 0,96 41,3 0,99 57,4

2 1,93 76,3 1,98 109,5

3 4,82 196,8 4,96 275,8

4 9,64 407,3 9,91 575,4

5 19,28 827,7 19,83 1152,9

6 48,19 2011,1 49,57 2957,5

7 96,38 4158,0 99,14 6194,6

8 192,76 8332,0 198,28 12785,0

9 481,90 18900,2 495,70 31608,9

Bảng 6: Kết quả khảo sát độ lặp lại và độ tái lặp trung gian

STT Isorhapotigenin Resveratrol

Độ tinh khiết
(%) ngày 1

Độ tinh khiết
(%) ngày 2

Độ tinh khiết
(%) ngày 1

Độ tinh khiết
(%) ngày 2

1 95,89 96,11 98,90 99,21

2 95,97 95,48 99,20 98,91

3 96,01 95,73 99,01 99,02

4 95,63 96,05 99,13 99,16

5 96,13 95,33 99,08 99,03

6 95,33 95,80 99,10 99,21

Trung bình 95,79 99,08

RSD (%) 0,32 0,11

chuẩn đối chiếu isorhapontigenin đạt yêu cầu về độ314

đồng nhất hàm lượng sau khi đóng gói.315

Kếtquảđịnh lượng liênphòngvàxácđịnhgiá316

trị công bố317

Kết quả định lượng liên phòng được thực hiện tại318

2 phòng thí nghiệm cho thấy hàm lượng resveratrol319

trong các lọ đều trên 99% và hàm lượng isorhaponti-320

genin trong các lọ đều trên 95% (Hình 3), các giá trị321

độ lệch chuẩn tương đối RSD nhỏ hơn 2%, độ chênh322

lệch kết quả về độ tinh khiết của 2 phòng thí nghiệm323

< 1%, cho thấy kết quả thu được về độ tinh khiết peak324

và thời gian lưu phân tích có độ tin cậy cao (Bảng 10).325

Xác định giá trị ấn định của chất đối chiếu isorhapon-326

tigenin: au khi tính z-score từ kết quả trên, thu được327

kết quả các giá trị |z| đều nhỏ hơn 2, như vậy không328

có giá trị nào bị loại (Bảng 10). Kết quả từ Bảng 11329

cho thấy sau 2 lần thay đổi, giá trị s* không thay đổi 330

là 3,279, như thế giá trị x* mới được chọn là 96,38%. 331

Cuối cùng, tính toán giá trị trung bình của tất cả 20 332

giá trị, thu được hàm lượng trung bình là 96,38% (n = 333

20), độ lệch chuẩn ổn định s là 3,279, độ không đảm 334

bảo đo µ là 0,916. 335

Xác định giá trị ấn định của chất đối chiếu resveratrol: 336

au khi tính z-score từ kết quả trên, thu được có một 337

giá trị 99,07% cho kết quả z tương ứng là 2,79 > 2, 338

tiến hành loại bỏ giá trị này, vậy kết quả sẽ được tính 339

trên 19 kết quả còn lại (Bảng 11). Kết quả từ ảng 11 340

cho thấy sau 2 lần thay đổi, giá trị s* không thay đổi 341

là 0,023, như vậy giá trị x* mới được chọn là 99,14%. 342

Cuối cùng, tính toán giá trị trung bình của tất cả 19 343

giá trị, thu được hàm lượng trung bình là 99,14% (n = 344

19), độ lệch chuẩn ổn định s là 0,023, độ không đảm 345

bảo đo µ là 0,0065. 346
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Bảng 7: Kết quả khảo sát độ đúng của hai hợp chất đối chiếu

STT Mức hàm
lượng

Isorhapontigenin Resveratrol

Nồng độ
thêm vào
(ppm)

Nồng độ
tìm thấy
(ppm)

Độ thu hồi Nồng độ
thêm vào
(ppm)

Nồng độ
tìm thấy
(ppm)

Độ thu hồi

1 80% 76,6 76,1 99,4 79,2 78,1 98,6

2 76,6 76,9 100,4 79,2 79,9 100,9

3 76,6 77,1 100,7 79,2 80,1 101,1

4 100% 95,7 96,2 100,5 99,0 99,2 100,2

5 95,7 95,5 99,8 99,0 98,5 99,5

6 95,7 96,1 100,4 99,0 98,1 99,1

7 120% 114,9 114,4 99,6 118,8 119,4 100,5

8 114,9 115,9 100,9 118,8 117,9 99,2

9 114,9 116,7 101,6 118,8 119,7 100,7

Bảng 8: Kết quả đánh giá đồng nhất giữa các lọ

STT Hàm lượng (%)

Isorhapontigenin Resveratrol

Lọ 1 96,99 98,99

Lọ 2 95,98 99,00

Lọ 3 96,13 99,03

Lọ 4 95,62 99,04

Lọ 5 96,01 99,03

Lọ 6 96,72 99,06

Lọ 7 95,97 99,03

Lọ 8 96,49 99,02

Trung bình 96,24 99,025

SD 0,47 0,022

Bảng 9: Kết quả phân tích phương sai một yếu tố theo ANOVA

Isorhapontigenin

Nguồn sai số Tổng bình phương Bậc tự do Bình phương Ftn Ftc

Giữa các nhóm 0,39760945 7 0,044 0,5786 3,020

Trong từng nhóm 0,7635175 8 0,076

Tổng cộng 1,16112695 15

Resveratrol

Nguồn sai số Tổng bình phương Bậc tự do Bình phương Ftn Ftc

Giữa các nhóm 0,002678 7 0,00030 0,0478 3,020

Trong từng nhóm 0,062258 8 0,0062

Tổng cộng 0,064936 15
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Bảng 10: Kết quả định lượng chất chuẩn đối chiếu ở hai phòng thí nghiệm (n=10)

Isorhapontigenin (1) Resveratrol (2)

STT PTN 1 PTN 2 PTN 1 PTN 2

1 96,92 95,99 99,15 99,18

2 96,74 95,98 99,14 99,17

3 96,13 96,91 99,13 99,18

4 95,62 96,49 99,16 99,13

5 96,01 96,36 99,15 99,12

6 97,28 95,72 99,13 99,10

7 95,97 97,02 99,14 99,17

8 95,49 96,99 99,14 99,11

9 97,18 95,80 99,13 99,11

10 95,88 97,13 99,15 99,07

Hàm lượng trung
bình (> 95%)

96,322 96,439 99,032 99,142

RSD của hàm lượng
(< 2%)

0,68 0,57 0,026 0,010

Bảng 11: Kết quả xác định giá trị ấn định của hai hợp chất đối chiếu

Isorhapontigenin Resveratrol

x0
∗ x1

∗ x2
∗ x0

∗ x1
∗ x2

∗

x* - (1,5 x s*) - 89,81 91,46 - 99,11 99,10

x* + (1,5 x s*) - 102,68 101,30 - 99,17 99,17

Hàm lượng trung
bình (x)

96,38 96,38 96,38 99,14 99,14 99,14

Độ lệch (s) 0,589 0,589 0,589 0,026 0,021 0,021

Trung bình ổn định
của hàm lượng (x*)

96,25 96,38 96,38 99,14 99,14 99,14

Độ lệch ổn định (s*) 4,292 3,279 3,279 0,021 0,023 0,023

KẾT LUẬN347

Từ cao EtOAc của thân Dây gắm, đã phân lập và348

xác định được cấu trúc được hai hợp chất tinh khiết349

là resveratrol và isorhapotigenin. Việc thiết lập chất350

chuẩn đối chiếu cho resveratrol và isorhapotigenin351

từ thân Dây gắm cho thấy độ tinh khiết lần lượt đạt352

99,14% và 96,38% tính theo nguyên trạng, đảm bảo353

độ tin cậy cao trong kiểm nghiệm dược liệu. Điều này354

giúp chủ động nguồn chất chuẩn sử dụng trong phân355

tích, khắc phục những hạn chế trong việc tìm kiếm356

chất chuẩn cho phân tích định lượng các hợp chất hữu357

cơ. Việc có sẵn các chất chuẩn tinh khiết như vậy là358

rất quan trọng trong lĩnh vực hóa dược, vì nó không359

chỉ giúp đảm bảo tính chính xác và độ tin cậy của các360

kết quả phân tích mà còn hỗ trợ trong việc phát triển 361

và kiểm soát chất lượng của các sản phẩm dược liệu. 362

LỜI CẢMƠN 363

Nghiên cứu được tài trợ bởi Bộ Khoa học và Công nghệ 364

theo mã số ĐTL.CN-118/21 365

DANHMỤC TỪ VIẾT TẮT 366

1H-NMR: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân của 1H 367

13C-NMR: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân của 13C 368

δ H : 1H-chemical shift 369

δC : 13C-chemical shift 370

brs: Mũi đơn bầu (broad singlet) 371

d: Mũi đôi (doublet) 372
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DAD: Đầu dò dãy diode quang373

dd: Mũi đôi đôi (doublet of doublets)374

EtOAc: Ethyl acetate375

HPLC: Sắc ký lỏng hiệu năng cao376

HR-ESI-MS: High resolution electrospray ionization377

mass spectrometry378

IR: Phổ hồng ngoại379

MeOH: Methanol380

m/z: mass to charge381

NMR: Phổ cộng hưởng từ hạt nhân382

ppm: part per million383

PTFE: Polytetrafluoroethylene384

PTN: Phòng thí nghiệm385

RSD: Độ lệch chuẩn386

s: Mũi đơn (singlet)387

TFA: acid trifluoroacetic388

UV-Vis: Quang phổ tử ngoại – khả kiến389

XUNGĐỘT LỢI ÍCH390

Các tác giả cam đoan không có bất kỳ xung đột lợi ích391

nào trong bài nghiên cứu này.392

ĐÓNGGÓP CỦA CÁC TÁC GIẢ393

TônThất Quang thu hái mẫu và tinh chế các hợp chất,394

Lê HữuThọ điều chế cao chiết, Nguyễn Xuân Hải sắc395

ký cột điều chế cao phân đoạn, Nguyễn Trung Nhân396

xác định độ tinh khiết các hợp chất, Đỗ Văn Nhật397

Trường xác định cấu trúc các hợp chất, thẩmđịnh quy398

trình phân tích và viết bản thảo, Nguyễn Thị Thanh399

Mai phân bố cục và chỉnh sửa bản thảo chi tiết. Tất cả400

các tác giả đã đọc và chấp nhận bản thảo cuối cùng.401
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ABSTRACT
Gnetum montanum, commonly known as Dây gắm, belongs to the Gnetaceae family. Chemical
composition studies have shown that stilbene compounds are the main constituents of this plant.
Notably, resveratrol and isorhapotigenin are two significant compounds, comprising approximately
3-5% of the ethanol extract. Both compounds exhibit remarkable biological activities, including
anti-inflammatory, anti-cancer, antioxidant properties, tyrosinase inhibition, Cytochrome P450 inhi-
bition, andα-glucosidase inhibition. Resveratrol and isorhapotigenin are essential for assessing and
evaluating the quality of Gnetummontanum liana and related medicinal materials within the Gne-
taceae family. This study successfully established reference standards for resveratrol and isorhapoti-
genin, isolated from Gnetummontanum liana. The results showed high purity levels of 99.14% for
resveratrol and 96.38% for isorhapotigenin. The process for determining the purity of resveratrol
and isorhapotigenin in Gnetum montanum liana was successfully validated using the HPLC-DAD
Agilent 1260 system. The mobile phase used in this process was a gradient of ACN and 0.5% TFA
in water. The research covered system compatibility, specificity, linearity range, repeatability, and
accuracy, all in accordance with ICH guidelines. Establishing these reference standards is crucial
for ensuring consistency and reliability in the quality control processes of Gnetummontanum and
related medicinal products. With these highly pure standards, researchers and manufacturers can
accurately measure and verify the presence and concentration of resveratrol and isorhapotigenin
in various samples. This contributes to the overall efficacy and safety of herbal medicines derived
from Gnetum montanum. Furthermore, the validated HPLC-DAD method provides a robust and
reliable analytical technique for routine quality control, supporting the standardization of herbal
products and enhancing confidence in their therapeutic use. This advancement underscores the
importance of rigorous scientific methods in the development and quality assurance of traditional
medicinal resources.
Key words: Gnetummontanum, Gnetaceae, HPLC, resveratrol, isorhapotigenin
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