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MỞ ĐẦU

Hiện nay, tỷ lệ mắc các bệnh về lối sống ngày càng gia tăng do chế độ dinh dưỡng
không phù hợp và ô nhiễm môi trường. Để ngăn ngừa các bệnh này, nhiều loài cây cỏ
chứa các hợp chất có hoạt tính sinh học khác nhau và không có tác dụng phụ bất lợi
được quan tâm sử dụng, trong đó có lá của một số loài thực vật hay một số loài cây ăn
quả từng được sử dụng trong y học dân gian như là một loại thuốc chữa bệnh.

Trong y học cổ truyền Việt Nam, quả và lá của cây mâm xôi (Rubus alceaefolius
Poir) đã được sử dụng làm thuốc. Quả có vị ngọt nhạt, tính bình, có tác dụng bổ can
thận, giữ tinh khí, làm cường dương mạnh sức. Lá có vị se, có tác dụng hoạt huyết,
thanh nhiệt, tán ứ tiêu viêm. Gần đây, nhiều thông tin mới về hoạt tính sinh học của
các hợp chất trong các loài Rubus đã được công bố. Trong thành phần của lá các loài
Rubus có chứa polyphenol như tannin và flavonoid, hoạt động như các chất chống oxy
hóa, giúp hạn chế nguy cơ tổn thương các tế bào lành mạnh trong cơ thể. Bên cạnh đó,
lá phúc bồn tử còn chứa một lượng nhỏ acid ellagic, được chứng minh là có tác dụng
ức chế các chất gây ung thư và thậm chí là góp phần làm các tế bào ung thư tự hủy.
Một số hợp chất triterpenoid có trong các loài Rubus được chứng minh có tác dụng
giảm đau, chống viêm, kháng khuẩn.

Nhiều loài phúc bồn tử được biết đến là loài cây phù hợp phát triển trong điều
kiện khí hậu mát mẻ quanh năm, độ ẩm thích hợp, nhiệt độ lý tưởng để cây phát triển
là khoảng 20 đến 320C. Chính vì những điều kiện tương thích này ở Lâm Đồng có
nhiều loài Rubus mọc tự nhiên, đồng thời còn là nơi phù hợp để nhập trồng các loài
phúc bồn tử có giá trị kinh tế cao từ các nước có khí hậu ôn hòa như châu Âu. Đây
chính là một nguồn nguyên liệu chứa các hợp chất có hoạt tính sinh học còn chưa
được nghiên cứu đánh giá.

Năm 2020, nhóm chúng tôi đã thu thập được mẫu lá của 5 loài Rubus mọc hoang
dại hoặc được trồng ở các nơi khác nhau trong tỉnh Lâm Đồng và đã xác định được sự
có mặt của các nhóm chất như chất béo, saponin, tanin, acid amin, đường tự do, acid
hữu cơ, phytosterol, flavonoid trong các mẫu thu được. Hàm lượng polyphenol trong
các mẫu lá được xác định dao động trong khoảng 3,84 đến 10,71% tính theo khối
lượng khô tuyệt đối, cao nhất ở mẫu lá loài R. annamensis mọc hoang dại ở Nam Ban,
thấp nhất ở loài R. sorbifolius thu ở Lạc Dương. Để có những đánh giá sâu hơn về
thành phần hóa học của các loài Rubus ở Lâm Đồng, chúng tôi thực hiện đề tài
“Nghiên cứu phân lập và xác định cấu trúc một số hợp chất từ lá loài Rubus
annamenis thu tại Lâm Đồng”.
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN

1.1. Tổng quan về chi Rubus

Chi Mâm xôi (danh pháp khoa học: Rubus) là một chi lớn trong giới Thực vật có
hoa, thuộc họ Hoa hồng (Rosaceae), phân họ Rosoideae. Trong chi này, tên gọi phổ
biến của các loài bao gồm: mâm xôi, ngấy, mắc hú, đùm đũm, đũm hương, phúc bồn
tử, dâu rừng, v.v… (Sytsma và ctg., 2017; Phạm, 1999). Các loài thuộc chi Rubus sinh
trưởng và phát triển tốt tại nơi có khí hậu ôn đới. Chính vì vậy, ở nước ta chúng
thường được gặp nhiều tại các tỉnh miền núi phía Bắc và Lâm Đồng.

Tại Việt Nam, chi Rubus tồn tại đa dạng, phong phú về số lượng loài. Các loài
này có phạm vi sinh trưởng khá rộng, có thể thích ứng với nhiều hoàn cảnh sinh thái
khác nhau, từ rừng ẩm nguyên sinh đến trảng cây bụi hay mọc hoang bên đường, hầu
như ta không phát hiện thấy sâu bệnh hại trên các loài Rubus (Trần và ctg., 2018).

Theo Phạm Hoàng Hộ (1999), 17 loài Rubus đã được tìm thấy tại Việt Nam.

1.1.1. Thành phần hoá học của chi Rubus

Cho đến nay, đã có khoảng hơn 100 loài thực vật chi Rubus được nghiên cứu hoá
thực vật, đã phân lập và nhận dạng được nhiều hợp chất thuộc các nhóm chất chính là
là terpenoid, flavonoid và anthraquinon (Bhuyan và ctg., 2021).

1.1.1.1. Sesquiterpenoid

Một vài sesquiterpenoid tìm thấy trong thực vật chi Rubus có kiểu khung
eudesmen và guaian.

* Các hợp chất sesquiterpenoid khung eudeusmen

Hợp chất ở hình 1.1 là một sesquiterpenoid có cấu trúc 5-eudesmen-11-ol phân
lập được từ loài Rubus rosifolius (Beagley và ctg.,1982).

Hình 1.1. Cấu trúc hợp chất 5-eudesmen-11-ol thuộc khung eudeusmen

* Các hợp chất sesquiterpenoid khung guaian

Một số hợp chất sesquiterpenoid có kiểu khung guaian đại diện là 10,11-
epoxyguaian phân lập được từ R. rosifolius (Southwell, 1977).

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Beagley,+B
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Hình 1.2. Hợp chất 10,11-epoxyguaian thuộc khung guaian

1.1.1.2. Diterpenoid

Diterpenoid là một loại hợp chất hóa học bao gồm bốn đơn vị isopren, thường có
công thức phân tử C20Hn. Các nghiên cứu ở Trung Quốc về loài Rubus chingii đã phân
lập được 15 kiểu hợp chất diterpenoid, chủ yếu thuộc vào hai loại khung ent-kauran
và labdan (Yu và ctg., 2019).

* Các hợp chất diterpenoid khung labdan

Các diterpenoid thuộc khung labdan khác nhau bởi những nhóm thế gắn vào các
vị trí 3, 15, 18 và cấu hình proton ở vị trí C13.

Hình 1.3. Hợp chất rubusoside thuộc khung labdan

Rubusoside là diterpenoid đầu tiên được phân lập từ dịch chiết methanol của lá R.
chingii vào năm 1981 (Tanaka và ctg., 1981), và các nghiên cứu tiếp theo đã dẫn đến
việc phân lập thêm năm glucoside diterpen loại labdan (goshonoside-F1-F5) (Tanaka
và ctg., 1984). Hơn nữa, hai glucoside diterpen loại labdan khác, cụ thể là
goshonoside-F6 và goshonoside-F7, được báo cáo là thu được từ cả lá và quả của R.
chingii (Wang, 1991). Vào năm 2013, một saponin ent-labdan diterpen mới, được đặt
tên là goshonoside-G, được tách ra từ dịch chiết ethanol 70% của quả chưa chín R.
chingii và cấu trúc của nó được xác định dựa trên các nghiên cứu quang phổ NMR và

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/
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dữ liệu khối phổ (Sun và ctg., 2013). Sau đó, từ chiết xuất ethyl acetat của quả R.
chingii, (Guo, 2015) đã phân lập được 5 glucoside diterpen loại labdan và được xác
định cấu trúc là ent-Labda-8(17),13E-diene-3β,15,18-triol, ent-Labda-8(17),13E-
diene-3α,15,18-triol, 15,18-di-O-β-D-glucopyranosyl-13(E)-ent-labda-7(8),13(14)-
diene-3β,15,18-triol, 15,18-di-O-β-D-glucopyranosyl-13(E)-ent-labda-8(9),13(14)-
diene-3β,15,18-triol, và 15-O-β-D-apiofuranosyl-(1→2)β-D-glucopranosyl-18-O-β-
D-glucopyranosyl-13(E)-ent-labda-8(9),13(14)-diene-3β,15,18-triol.

* Các hợp chất diterpen khung ent-kauran

Ent-kauran thuộc loại diterpenoid bốn vòng dính kết khác nhau bởi số lượng các
nhóm thế gắn vào các vị trí 9, 13, 15, 16, 17, 19.

Hình 1.4. Cấu trúc hợp chất ent-16α,17-dihydroxy-kauran-19-oic thuộc khung ent-
kauran

Các nghiên cứu về các thành phần hóa học của Rubus suavissimus S. Lee ở
Trung Quốc, đã dẫn đến phân lập được 4 hợp chất acid ent-13-hydroxy-kauran-16-
en-19-oic, ent-kaura-16-en-19-oic-13-O-beta-D-glucoside (Wang và ctg., 2007). Gần
đây hơn, Zhang và ctg. (2017) đã tìm thấy một diterpenoid loại kauran được gọi là
ent-16α,17-dihydroxy-kauran-19-oic acid từ quả của R. chingii bằng cách phân lập
theo định hướng tác dụng sinh học.

1.1.1.3. Triterpenoid

Về mặt cấu trúc hóa học, triterpenoid có công thức tổng quát C30Hn được tạo bởi 6
đơn vị isopren, do 2 mảnh C15 nối với nhau ở giữa theo cách nối đầu với đầu. Cấu
trúc hóa học của các triterpenoid có tới hơn 40 khung sườn carbon cơ bản.

Các hợp chất triterpenoid tìm thấy trong thực vật chi Rubus chủ yếu là những chất
thuộc hai loại khung oleanan và ursan.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/
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Một số công trình nghiên cứu gần đây đã phát hiện ra triterpenoid khung olean có
hoạt tính kháng khuẩn phổ biến trên chủng Staphylococcus aureus. Một số hợp chất
khác như acid oleanoic có hoạt tính anti-HIV (Kashiwada và ctg., 1998).

Hình 1.5. Cấu trúc hợp chất acid oleanolic khung olean

Gần đây người ta đã nghiên cứu và phát hiện một số triterpenoid khung ursan
cũng như triterpenoid khung olean có hoạt tính kháng khuẩn rất tốt trên chủng
Staphylococcus aureus (Flamini và ctg., 2022). Acid ursolic có hoạt tính ức chế
enzyme protease HIV-1 (Messana và ctg., 1991), acid pomolic có hoạt tính anti-HIV
(Kashiwada và ctg., 1998). Ngoài ra đã có tổng kết về những triterpenoid kiểu khung
ursan tìm thấy trong tự nhiên có nhóm keton ở vị trí C-3 thường có hoạt tính ức chế
enzyme protease HIV-1 (Zhou và ctg., 1992).

Hình 1.6. Acid fupenzic – một hợp chất triterpenoid khung ursan

Triterpenoid là các hợp chất hóa học chính có trong R. chingii. Chúng chủ yếu là
triterpenoid pentacyclic hoặc các dẫn xuất của chúng, với bộ khung loại oleanan và
loại ursan. Nghiên cứu đầu tiên về triterpen được xác định ở R. chingii bắt đầu từ
những năm 1980 với việc phân lập một triterpen loại diosphenol mới có tên là acid
fupenzic (Hattori và ctg., 1988). Trong một công trình khác (Guo, 2005), quả của R.
chingii được chiết bằng methanol. Quá trình phân đoạn tiếp tục dịch chiết methanol
dẫn đến sự phân lập năm acid triterpen loại olean (acid oleanic, acid maslinic, acid
arjunic, acid 2α,3α,19α-trihydroxyolean-12-ene-28-oic và acid sericic) cùng với bốn

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
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acid triterpen loại ursan (acid ursolic, acid 2α-hydroxyursolic, acid euscaphic và acid
hyptatic). Hơn nữa, Cheng và ctg. phát hiện ra rằng rễ của cây này rất giàu
triterpenoid. Họ thu được ba acid triterpen (acid ursolic, acid euscaphic và acid 11α-
hydroxyeuscaphic) từ bộ phận thực vật này (Cheng, 2008). Trong các nghiên cứu sâu
hơn, Chai và ctg. thu được acid 2α,19α,24-trihydroxyurs-12-ene-3-oxo-28-oic và acid
toric từ dịch chiết ethanol 95% của quả R. chingii (Chai, 2008). Năm 2011, nghiên
cứu về dịch chiết ethanol 80% của quả R. chingii đã tìm thấy nigaichigoside F1 và
acid 2α,19α-dihydroxy-3-oxo-12-ursen-28-oic (Xiao và ctg., 2011).

Hai triterpenoid loại ursan gắn với nhóm isopropylidenedioxy là acid 2,3-O-
isopropylidene-1β,2β,3β,19α-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic và acid 1,2-O-
isopropylidene-1β,2α,3α,19α-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic đã được phân lập từ hạt
của Rubus fructicosus cùng với hai triterpenoid loại ursan, acid 2,3-O-
isopropylidenyl-2α,3α,19α-trihydroxyurs-12-en-28-oic và acid 1-β-
hydroxyeuscaphic. Ngoài ra, hoạt tính gây độc tế bào của chúng đối với các tế bào
bệnh bạch cầu ở người HL-60 đã được đánh giá. Trong số đó, 3 loại cho thấy hoạt
tính gây độc tế bào rõ ràng với giá trị IC50 là 72,8 μM (Masateru Ono và ctg., 2015).

Hai triterpenoid loại olean mới parvifolactone A và rubuside P, cùng với 11
triterpenoid đã biết, acid fupenzic, acid 18,19-seco,2α,3α-dihydroxyl-19-oxo-urs-
11,13(18)-dien-28-oic, acid euscaphic, acid maslinic, acid 1β- hydroxyeuscaphic, acid
2α,3α,19α,23-tetrahydroxyolean-12-en-28-oic, acid 2α,3β,19α,23-tetrahydroxyurs-12-
en-28-oic, glucosyl pinfaensate, rubuside J, acid 2α,3α,19α,23-tetrahydroxyurs-12-en-
24,28-dioic và acid 2α,3β,19α-trihydroxyurs-12-en-23,28-dioic, được phân lập từ rễ
của cây Rubus parvifolius (Zhang và ctg., 2016).

1.1.1.4. Flavonoid

Flavonoid có cấu trúc cơ bản là 1,3-diphenylpropan gồm có 2 vòng benzen nối
với nhau qua một dây có 3 cacbon. Chúng là nhóm chất lớn nhất của các hợp chất
phenolic thiên nhiên, tồn tại rất phổ biến, dạng tự do và liên kết glycoside. Cho đến
nay có khoảng 4000 chất đã được xác định từ các loại thực vật bậc cao, bậc thấp, thậm
chí cả tảo. Flavonoid có màu vàng, một số chất có màu xanh, tím, đỏ hoặc không màu,
có mặt ở mọi bộ phận nhưng tập trung nhiều nhất ở hoa và quả. Flavonoid xuất hiện
tự nhiên trong thực phẩm và cây thuốc, là thành phần polyphenol quan trọng với
nhiều tác dụng dược lý khác nhau (Bushman và ctg., 2004).

Các loại flavonoid chính được tìm thấy trong R. chingii là kaempferol, quercetin
và các dẫn xuất của chúng. Cho đến nay, tổng số 18 flavonoid đã được báo cáo chủ
yếu từ quả của R. chingii. Guo và ctg. cô lập sáu hợp chất: kaempferol, quercetin,
tiliroside, astragalin, quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside và kaempferol-3-O-β-D-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
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glucuronic acid metyl este (Guo, 2005). Cùng năm, Liu (2005) thu được kaempferol-
7-O-α-L-rhamnoside và 2″-O-galloyl-hyperin. Sau đó, bằng cách sử dụng một loạt
công nghệ sắc ký và quang phổ, Cheng (2008) đã phân lập và xác định được
aromadedrin, quercitrin, hyperoside, và cis -tiliroside. Hơn nữa, nghiên cứu dịch chiết
ethanol 80% của quả khô của R. chingii đã tìm thấy phlorizin (Xiao và ctg.,
2011). Năm 2018, kaempferol-3-O-hexoside, quercetin-3-O-glucuronide và
kaempferol-3-O-glucuronide được xác định trong quả của R. chingii bằng sắc ký lỏng
hiệu năng cao (HPLC) kết hợp với khối phổ kế bẫy ion-OrbiTrap (Li và ctg.,
2018). Ngoài ra, kaempferol-3-O-β-D-rutinoside (He và ctg., 2013) và rutin (Zhang
và ctg., 2017) cũng được tìm thấy trong loại cây này.

Năm 2019, người ta đã phát hiện một loại flavonoid hiếm đó là 5,7-dihydroxy-
6,8,4'-trimethoxyflavonol, được phân lập từ lá của cây Rubus rosifolius cho thấy hoạt
động chống tăng sinh đáng kể chống lại các dòng tế bào ung thư khác nhau và có tác
dụng lợi tiểu. (Pittarello và ctg., 2019).

Trong cây R. idaeus phát hiện tổng cộng có 16 flavonoid, bao gồm 4 dẫn xuất
quercetin, 2 dẫn xuất luteolin, 8 dẫn xuất kaempferol và 2 dẫn xuất isorhamnetin. Hợp
chất kaempferol-3-O-glucose-glucose và quercetin-3-O-hexose-deoxyhexose, hợp
chất isorhamnetin-7-O-pentose và luteolin-7-O-glucoside, hợp chất luteolin và
kaempferol là các đồng phân với các aglycone khác nhau và các saccharide khác nhau.
Các hợp chất kaempferol-3-O-glucuronic acid, kaempferol-7-O-glucuronic acid và
kaempferol-4’-O-glucuronic acid là đồng phân của cùng một aglycone và cùng một
saccharide nhưng vị trí nhóm thế khác nhau. Hợp chất kaempferol-3-O-pentose và
kaempferol-3-O-pentose là các đồng phân của cùng một aglycone nhưng saccharide
khác nhau. Các hợp chất quercetin-7-O-glucuronic acid, kaempferol-3-O-glucuronic
acid, kaempferol-7-O-glucuronic acid và kaempferol-4’-O-glucuronic acid có cùng
nhóm thế saccharide của acid glucuronic (Da-Jun He và ctg., 2016).

Hình 1.7. Cấu trúc của luteolin-7-O-glucoside thuộc nhóm chất flavonoid

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6646936/?fbclid=IwAR2Lqxer41oQp3vXUhohLky3eOsuygJNj2lOB2sfPlU_N-jfTovhl6i09pI
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1.1.1.5. Anthraquinon

Anthraquinon là một nhóm hợp chất thơm có nhân 9,10-dioxoanthracene. Cho
đến nay, 79 chất anthraquinon có trong tự nhiên đã được xác định bao gồm emodin,
physcion, cascarin, catenarin và rhein (Chien và ctg., 2015).

Hình 1.8. Cấu trúc của hợp chất 2-methyl-1,3,6-trihydroxy-9,10-anthraquinone 3-O-
α-rhamnosyl-(1→2)-β-glucoside

Một số hợp chất anthraquinon có hoạt tính sinh học rất đáng chú ý, người ta đã
nghiên cứu và phát hiện một vài hợp chất có tác dụng trong việc điều trị bệnh tiểu
đường, viêm nhiễm, hạ đường huyết.

Từ loài R.ulmifolius, các nghiên cứu cho thấy đã phân lập ra được các hợp chất:
acid 9,10-dihydro-1,2,3,4,6,7,8-heptahydroxy-10-oxo-9-anthraceneacetic, 9,10-
dihydro-1,2,3,4,6,7,8-heptahydroxy-10-oxo-9-anthraceneacetic acid metyl este, 9,10-
dihydro-1,2,3,4,6,7,8-heptahydroxy -10-oxo-9-anthraceneacetic acid, 4-deoxy metyl
este.

1.1.1.6. Các nhóm hợp chất khác

Một số hợp chất megastigmadien như là 4,7-megastigmadien-3,9-diol; 3-ceton, 9-
O- -D-glucopyranoside chỉ khác nhau bởi cấu hình và vị trí ở 3, 7, 9 trong cây R.
idaeus.

Hợp chất 4,7-megastigmadien-9-diol; (6R, 7E, 9R), O-(  -L-arabinofuranosyl-
(16)--D-glucopyranoside) cũng được tìm thấy trong cây R. idaeus (Glombitza và
ctg., 1987).
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Hình 1.9. Cấu tạo của hợp chất (6R, 7E, 9R), O-(-L-arabinofuranosyl-(16)--D-
glucopyranoside)

1.1.2. Hoạt tính sinh học của chi Rubus

Hoạt tính sinh học và dược động học của quả chưa chín loài Rubus mysidentalis
đã được đánh giá. Thành phần hóa học của loài này chứa nhiều hợp chất phenol: acid
gallic, acid caffeic, acid p-coumaric, acid ferulic, rutin, myricetin, luteolin,
kaempferol liên quan đến khả năng chống oxy hóa (thử trên mô hình DPPH và ABTS).
Đồng thời, kết quả nghiên cứu dược động học: Tmax và Cmax tương ứng là 0,6 giờ và
0,264 mg/mL. Kết quả cho thấy loại quả chưa chín thuộc chi Rubus trên đủ tiêu chuẩn
làm thực phẩm hoặc nguyên liệu làm thuốc khô (Shin và ctg., 2018).

Rubus idaeus L., Rubus ellipticus Smith, Rubus niveus Thunb., Rubus coreanus
Miquel, Rubus occidentalis L., Rubus ulmifolius Schott, Rubus fruiticosus L., Rubus
adenotrichus Schltdl., Rubus glaucus Benth chứa các hợp chất có hoạt tính sinh học,
có tác dụng chống oxy hóa, chống viêm, kháng khuẩn, tác động tích cực đến lipid
máu và chứng xơ vữa động mạch (Schulz và ctg., 2019).

Nghiên cứu về quả loài Rubus ulmifolius Schott đã tìm thấy sự có mặt của các hợp
chất phenol chính như: Cyanidin-3-O-glucoside, acid ellagic, pentoside, ellagic acid
glucuronid và sanguin H-10 liên quan đến hoạt tính kháng khuẩn (giá trị MIC dao
động từ 5- 20 mg/mL) (Silva và ctg., 2019).

Dịch chiết lá phúc bồn tử Rubus idaeus có khả năng chống oxy hóa. Sự hiện diện
của các nhóm phenolic trong lá có khả năng ngăn ngừa và chữa trị các bệnh lối sống
(Staszowska-Karkut và ctg., 2020).

Các flavonoid từ Rubus corchorifolius đã được chiết xuất và làm giàu. Các hợp
chất này có tác dụng hạ đường huyết đáng kể ở những con chuột được sử dụng liều
lượng cao glucose. Cũng trong nghiên cứu này, lần đầu tiên người ta tìm thấy nhiều
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loại flavonoid có hoạt tính hạ đường huyết. Đây là một nguồn nguyên liệu tiềm năng,
có thể bổ sung vào chế độ ăn uống (Tian và ctg., 2021).

Như vậy, có thể thấy rằng các hợp chất có mặt trong thành phần hóa học của các
loài thuộc Rubus có những tính chất đa dạng, phong phú, đặc biệt có thể được ứng
dụng trong đời sống con người.

1.2. Các phương pháp chiết xuất

1.2.1. Kỹ thuật chiết ngâm dầm

Kỹ thuật chiết ngâm dầm có thể dễ dàng thao tác với một lượng lớn nguyên liệu.
Ngâm nguyên liệu trong một bình thủy tinh hoặc bằng thép không rỉ, bình có nắp đậy.
Rót dung môi tinh khiết vào bình cho đến ngập bề mặt của nguyên liệu. Giữ yên ở
nhiệt độ phòng trong một đêm hoặc một ngày, để cho dung môi xuyên thấm vào cấu
trúc tế bào thực vật và hòa tan các hợp chất tự nhiên. Sau đó, dung dịch chiết được lọc
ngang qua tờ giấy lọc, thu hồi dung môi sẽ có được cao chiết. Tiếp theo, rót dung môi
mới vào bình chứa nguyên liệu và tiếp tục quá trình chiết thêm một số lần nữa cho
đến khi chiết kiệt mẫu cây. Có thể gia tăng hiệu quả chiết bằng cách đảo trộn, xốc đều
lớp nguyên liệu.

Dung môi sau khi được thu hồi, được tiếp tục sử dụng để chiết các lần sau.
(Nguyễn, 2007).

1.2.2. Chiết nhờ hỗ trợ siêu âm

Siêu âm là sóng cơ học hình thành do sự lan truyền dao động của các phân tử
trong không gian có tần số lớn hơn giới hạn trên ngưỡng nghe của con người (16 – 20
kHz). Ngoài ra, sóng siêu âm có bản chất là sóng dọc hay sóng nén, nghĩa là trong
trường siêu âm các phân tử dao động theo phương cùng với các phương truyền của
sóng.

* Nguyên lý tác động của sóng siêu âm

Hiệu ứng xâm nhập

Khi sóng siêu âm được truyền vào môi trường chất lỏng, các chu trình kéo và nén
liên tục được tạo thành. Trong điều kiện bình thường, các phân tử chất lỏng ở rất gần
nhau nhờ sự liên kết hóa học. Khi có sóng siêu âm, trong chu trình nén các phân tử ở
gần nhau hơn và trong chu trình kéo chúng bị tách ra xa. Áp lực âm trong chu trình
kéo đủ mạnh để thắng các lực liên kết giữa các phân tử và tạo thành những bọt khí
nhỏ. Bọt khí tạo thành hạt nhân của hiện tượng xâm thực khí, bao gồm bọt khí ổn định
và bột khí tạm thời.
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Bọt khí ổn định là nguồn gốc của những bong bóng nhỏ, kích thước của chúng
dao động nhẹ trong chu trình kéo và nén. Sau hàng ngàn chu trình, chúng tăng thêm
về kích thước. Trong suốt quá trình dao động, bọt khí ổn định có thể chuyển thành bọt
khí tạm thời. Sóng siêu âm làm rung động những bọt khí này, tạo nên hiện tượng “sốc
sóng” và hình thành dòng nhiệt bền trong lòng chất lỏng. Bọt khí ổn định có thể lôi
kéo những bọt khí khác vào trong trường sóng, kết hợp lại với nhau và tạo thành dòng
nhiệt nhỏ.

Các bọt khí tạm thời có kích cỡ thay đổi rất nhanh chóng, chỉ qua vài chu trình
chúng bị vỡ ra. Trong suốt chu trình kéo nén, bọt khí kéo giãn và kết hợp lại cho đến
khi đạt được cân bằng hơi nước bên trong và bên ngoài bọt khí. Diện tích bề mặt bọt
khí trong chu trình kéo lớn hơn trong chu trình nén, vì vậy sự khuếch tán trong chu
trình kéo lớn hơn và kích cỡ bọt khí cũng tăng lên trong mỗi chu trình. Các bọt khí
lớn dần tới một kích cỡ nhất định mà tại đó năng lượng sóng siêu âm không đủ duy trì
pha khí khiến các bọt khí nổ tung dữ dội. Khi đó các phân tử va chạm với nhau mãnh
liệt tạo nên hiện tượng “sốc sóng” trong lòng chất lỏng, kết quả là hình thành những
điểm có nhiệt độ và áp suất rất cao (5000 kPa) với vận tốc rất nhanh 106.

Hiện tượng xâm thực khi mở đầu cho rất nhiều phản ứng do có sự hình thành các
ion tự do trong dung dịch; thúc đẩy các phản ứng hóa học nhờ có sự trộn lẫn các chất
phản ứng với nhau; tăng cường phản ứng polymer hóa và depolymer hóa bằng cách
phân tán tạm thời các phân tử hay bẻ gãy hoàn toàn các liên kết hóa học trong chuỗi
polymer, tăng hiệu suất đồng hóa; hỗ trợ trích ly các chất tan như enzyme từ tế bào
động vật, thực vật, nấm men và vi khuẩn; tách virus ra khỏi tế bào bị nhiễm; loại bỏ
các phân tử nhạy cảm bao gồm cả vi sinh vật.

Hiện tượng vi xoáy

Sóng siêu âm cường độ cao truyền vào lòng chất lỏng sẽ gây nên sự kích thích
mãnh liệt. Tại bề mặt tiếp xúc giữa hai pha lỏng – rắn, sóng siêu âm gây nên sự hỗn
loạn cực độ do tạo thành các vi xoáy. Hiện tượng này làm giảm ranh giới giữa các pha,
tăng cường sự truyền khối đối lưu và thúc đẩy gây ra sự khuếch tán ở một vài trường
hợp mà khuấy trộn thông thường không đạt được.

* Các yếu tố ảnh hưởng tới kết quả siêu âm

Kích thước vật liệu:

Quá trình chiết xảy ra chủ yếu do thẩm thấu và khuếch tán nên kích thước vật liệu
càng nhỏ, diện tích tiếp xúc càng lớn thì hiệu quả chiết càng cao.

Dung môi:
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Dung môi chiết là dung môi hòa tan được các hợp chất cần thiết. Khả năng đó của
dung môi phụ thuộc một vài tính chất của dung môi như độ phân cực, độ nhớt, sức
căng bề mặt,v.v...

Nhiệt độ và thời gian:

Tùy thuộc vào mẫu nguyên liệu mà chọn nhiệt độ và thời gian siêu âm thích hợp.
Tuy nhiên, phương pháp siêu âm cho phép giảm đáng kể thời gian chiết, tăng tốc độ
chiết. Quá trình chiết thông thường có thể kéo dài từ vài tiếng đến vài ngày, nhưng
quá trình chiết siêu âm chỉ kéo dài khoảng 20 – 30 phút để đạt hiệu quả tương đương.

1.2.3. Kỹ thuật chiết soxhlet

Chiết soxhlet là phương pháp chiết các chất ra khỏi nguyên liệu ban đầu bằng một
dung môi hoặc hỗn hợp dung môi với một dụng cụ chuyên dùng đặc biệt gọi là bình
chiết soxhlet. Dung môi được đun nóng, cho bay hơi liên tục để dung môi ngưng tụ,
chảy vào bình chứa hỗn hợp cần chiết tách (thường gói trong giấy lọc hoặc tấm vải
mỏng) nó sẽ hòa tan chất cần chiết. Dịch chiết chảy xuống bình cấu bên dưới, dung
môi nguyên chất lại tiếp tục được cất lên. Bằng cách lặp đi lặp lại việc chiết một số
lần ta có thể tách hoàn toàn một số chất vào dung môi đã chọn, sau đó cất loại dung
môi và cất lấy chất ở nhiệt độ và áp suất thích hợp. Phương pháp này tiết kiệm được
dung môi và hiệu quả tương đối cao. (Nguyễn, 2007).

1.2.4. Kỹ thuật chiết pha rắn

Chiết pha rắn có nguyên tắc cơ bản giống như sắc ký cột, đó là sự tương tác giữa
chất tan trong một dung dịch lên trên chất hấp thụ. Kỹ thuật này cũng sử dụng các
chất hấp thụ giống như loại sử dụng trong sắc ký cột, gồm chất hấp thụ pha thường,
pha đảo và trao đổi ion.

Kỹ thuật chiết pha rắn thường được sử dụng để:

+ Xác định mức độ phân cực của một hợp chất chưa biết.

+ Làm đậm đặc một hợp chất đang ở trong một dung dịch rất loãng và lượng thể
tích lớn.

+ Để phân chia cao thô ban đầu (có chứa tất cả các loại hợp chất từ không phân
cực đến phân cực) thành các phân đoạn có tính phân cực khác nhau.

+ Cô lập một mẫu hợp chất thiên nhiên cần khảo sát ra khỏi cao thô ban đầu hoặc
ở giai đoạn cuối cùng muốn tinh chế mẫu hợp chất. Để làm sạch mẫu cần khảo sát thì
pha tĩnh nạp một cột sắc ký có thể giữ lại chất tan cần thiết và cho đi ra khỏi cột
những chất cản trở hoặc ngược lại pha tĩnh trong cột có thể cho chất khảo sát đi qua,
ra khỏi cột còn chất cản trợ bị giữ lại trong cột.



13

(Nguyễn, 2007).

1.3. Các phương pháp tách bằng sắc ký

Phương pháp cách bằng sắc ký được xem là phương pháp tách riêng từng chất có
hiệu quả hiện nay. Đặc biệt, được ứng dụng trong hợp chất thiên nhiên.

Định nghĩa: Sắc ký là quá trình tách dựa trên sự phân bố liên tục các cấu tử chất
phân tích trên hai pha: một pha thường đứng yên có khả năng hấp thụ chất phân tích
gọi là pha tĩnh, một pha di chuyển qua pha tĩnh gọi là pha động; do các cấu tử chất
phân tích có ái lực khác nhau với pha tĩnh, chúng di chuyển với tốc độ khác nhau và
tách ra khỏi nhau.

Ngoài chức năng tách, sắc ký còn là một trong những phương pháp có hiệu quả
cao trong việc sử dụng để định tính và định lượng một hỗn hợp nhiều cấu tử.

(Trần, 2019).

1.3.1. Sắc ký lớp mỏng

SKLM có nhiều ưu điểm về khả năng tách hỗn hợp phức tạp nhiều cấu tử, các loại
hợp chất vô cơ và hữu cơ khác nhau, độ nhạy cao, lượng mẫu phân tích nhỏ, tốc độ
phân tích nhanh, có thể biết kết quả sau vài phút, có thể phân tích hàng loạt, kỹ thuật
tiến hành đơn giản, ít tốn thiết bị, dung môi và đem lại hiệu quả cao. Vì vậy, hiện nay
SKLM được tiến hành rộng rãi trong nhiều lĩnh vực khoa học và công nghiệp khác
nhau như: hóa hữu cơ, hóa sinh, hóa dược, v.v… (Nguyễn, 2007).

1.3.1.1. Nguyên lý

SKLM là phương pháp phân tích trong đó dung dịch phân tích di chuyển trên một
lớp chất hấp phụ mịn vô cơ hay hữu cơ theo một chiều nhất định. Tốc độ di chuyển
của các cấu tử phụ thuộc vào khả năng hòa tan của nó trong hệ dung môi khai triển.
Khi quá trình tách sắc ký dừng lại thu được các vùng chất tách rời nhau.

Để đánh giá khả năng phân giải của các vùng sắc ký người ta dùng hệ số �� và ��
được xác định như sau:

�� =
�
�

Trong đó: a là khoảng cách chất tan dịch chuyển.

b là khoảng cách dung môi dịch chuyển

(Nguyễn, 2007).
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1.3.1.2. Pha tĩnh

Pha tĩnh dùng trong SKLM hầu hết là các oxid không tan, các oxid hydrat hóa và
các muối.

* Các chất hấp phụ thường dùng trong pha tĩnh:

Silicagel:

+ Silicagel pha thường: là polymer ba chiều của những đơn vị tứ diện oxid silicon
���� , ��� và trên bề mặt hạt gel có những lỗ rỗng. Bản chất hóa học của bề mặt hạt
silicagel là những nhóm silanol-OH đây là những tâm rất hoạt động có thể tạo nên
hydrogen mạnh với những chất được sắc ký. Hiện nay các tấm bản mỏng silicagel có
cỡ hạt 10 �m, chiều dày lợp tráng là 250 ��, phù hợp để tách các hợp chất có trọng
lượng phân tử từ 500 – 1000 Dalton. Các tấm bản mỏng silicagel tráng thường trộn
them chất phát huỳnh quang, được ghi trên hộp silicagel 60 ����.

+ Silicagel pha đảo: Chất hấp thụ SKLM cho silicagel pha đảo thường là C-2,
C-1, C-12, C-18. Khi qua pha tĩnh tráng silicagel C-18, pha tĩnh này thường có tính
chất không phân cực, hấp thụ mạng các hợp chất không phân cực. Pha động thường là
nước. Bên cạnh dung môi nước, người ta them vào các dung môi hữu cơ như
methanol, acetoniltril,v.v… với nồng độ tăng dần theo nồng dộ sắc ký. Khi giải ly bản
mỏng bời các dung môi phân cực, các chất phân cực của mẫu chất, do không bị pha
tĩnh níu giữ mạnh, sẽ được giải ly đi lên cao, còn hợp chất không phân cực của mẫu
chất sẽ ở vị trí thấp; nghĩa là thứ tự các loại hợp chất phân cực và không phân cực
hiện diện trên bản mỏng có trật tự ngược lại với bản mỏng silicagel thông thường.

Alumina (����� ): được dung dưới dạng dehydrat hóa ��䁠��㌳� có nhiệt độ
nóng chảy 370 – 400� và diện tích bề mặt từ 90 – 180 ���� , cỡ hạt lớn hơn
10��.

Kieselgurf: là một loại khoáng đất có cỡ hạt từ 0,02 – 2nm. Trung bình là
khoảng 0,2nm.

Celite, cellulose,v.v…
(Nguyễn, 2007).

1.3.1.3. Lựa chọn dung môi

Chọn dung môi triển khai tùy thuộc vào mẫu cần chiết. Với mẫu chưa biết thành
phần, chưa có tài liệu tham khảo cần thử nghiệm với nhiều loại dung môi khác nhau
từ không phân cực đến phân cực. Dung môi nào tách tốt trên sắc ký bản mỏng sẽ thích
hợp cho sắc ký cột. (Nguyễn., 2007).
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1.3.2. Sắc ký cột

Sắc ký cột là một trong những phương pháp tách thông dụng để tách các cấu tử
hóa học ra khỏi hỗn hợp của chúng. Dựa trên cơ sở sự dịch chuyển khác nhau của chất
cần tách giữa pha động và pha tĩnh, người ta có thể tách hầu hết các chất trong bất kì
hỗn hợp nào. Tùy thuộc vào pha tĩnh được sử dụng mà sự tách trong cột sẽ xảy ra theo
cơ chế hấp phụ (cột hấp phụ) hoặc theo cơ chế phân bố (cột phân bố). (Nguyễn.,
2007).

1.3.2.1. Nguyên tắc sắc ký hấp phụ

Phương pháp hấp phụ dựa trên khả năng hấp phụ của các chất trên bề mặt chất
hấp phụ. Giữa nồng độ chất trong dung dịch và nòng độ chất bị hấp phụ trên bề mặt
chất hấp phụ có một cân bằng động. Cân bằng phụ thuộc vào nhiệt độ. Sự phụ thuộc
của lượng chất bị hấp phụ vào nồng độ của nó trong dung dịch(ở nhiệt độ không đổi)
được đặc trưng bởi đường đẳng nhiệt hấp phụ. Dựa vào đường đẳng nhiệt hấp phụ ta
có thể chọn được điều kiện sắc ký phù hợp.

Pha tĩnh (pha trơ): Chất hấp phụ được xem là trơ nhưng không phải là trơ hoàn
toàn mà trên bề mặt của chúng tồn tại nhiều điện từ chưa liên kết. Nếu phóng lớn kích
thước của pha trơ thì pha trơ có cấu tạo khuyết tật tinh thể như góc, cạnh, lỗ trống,…
đó là các trung tâm hoạt động tại đó xảy ra sự hấp phụ. Các chất hay được dùng làm
pha tĩnh là: silicagel, -Al2O3 và các chất có electron không liên kết.

(Nguyễn., 2007).

1.3.2.2. Nguyên tắc sắc ký phân bố

Pha tĩnh: gồm các pha trơ và được phủ bên ngoài một lớp phim mỏng bằng chất
lỏng. dựa vào độ tan khác nhau của các cấu từ cần tách vào lớp phim lỏng để tách các
cấu từ. Chất nào được tan nhiều trong lớp phim lỏng thì sẽ bị giữ lại trên cột lâu.
Thông thường pha tĩnh là nước hoặc dung môi phân cực khác, còn pha động là dung
môi hữu cơ ít phân cực. Đôi khi pha tĩnh là chất lỏng ít phân cực lúc đó pha động phải
là dung môi phân cực hơn. (Nguyễn, 2007).

1.3.2.3. Dụng cụ, hóa chất

Cột: Thường là ống kính trụ bằng thủy tinh có chiều dài 30-70cm, đường kính 1-
5cm, đầu dưới có khóa dùng để điều chỉnh tốc độ dòng chảy.

Pha tĩnh: Thường dùng một số chất hấp phụ đã được chuẩn hóa như:

+ Oxid nhôm lưỡng tính (Merk): cỡ hạt 0.063 - 0.200mm.

+ Oxid nhôm base: cỡ hạt 0.063 – 0.200mm.
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+ Silicagel 60(Merk): cỡ hạt 0.063 – 0.200mm.

+ Polyamid M-N: cỡ hạt < 0.07mm.

Pha động: Các dung môi thường dùng cho sắc ký cột được sắp xếp theo các thứ tự
tăng dần về độ phân cực, khả năng phân cực của dung môi liên quan đến những nhóm
chức năng phân cực trong phân tử.

(Nguyễn, 2007).
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Đối tượng nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu là lá loài Rubus annamensis mọc dại tại Lâm Đồng, được
thu hái ở Nam Ban, Lâm Đồng vào tháng 10/2020.

Hình 2.1. Lá phúc bồn tử Rubus
annamensis mọc dại tại Nam Ban.

Hình 2.2. Quả phúc bồn tử Rubus
annamensis mọc dại tại Nam Ban.

Mẫu nghiên cứu do TS. Lương Văn Dũng, Khoa Sinh học, Trường Đại học Đà
Lạt định danh tên khoa học.

2.2. Phương pháp chiết xuất và phân lập

2.2.1. Phương pháp chiết

Nguyên liệu xay thô rồi thêm methanol đến ngập bề mặt, chiết ngâm dầm hoặc
chiết nhờ hỗ trợ siêu âm. Sau đó lọc để thu được dịch chiết, đem cô quay chân không
để loại bỏ dung môi thu được cắn chiết methanol tổng.

Phân tán cắn chiết methanol trong nước, tiến hành chiết lần lượt với các dung môi
n-hexan, ethyl acetat. Dịch chiết của các dung môi cũng lần lượt đem cô quay chân
không loại bỏ dung môi thu được cắn chiết các phân đoạn.

2.2.2. Phương pháp sắc ký cột

Cột: Sử dụng các loại cột sắc ký có kích thước khác nhau tùy thuộc vào khối
lượng mẫu chạy sắc ký.

Pha động: Tùy thuộc bản chất của mẫu đưa vào mà sử dụng các hệ dung môi giải
hấp khác nhau như: chloroform – methanol, chloroform – methanol – nước, …

Pha tĩnh: Sắc ký cột được thực hiện với chất hấp phụ là silicagel (cỡ hạt 40-63
μm và 63-200 μm, Merck). Lượng chất dùng làm pha tĩnh so với lượng mẫu theo tỉ lệ
30/1 đến 50/1.
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Ổn định cột: Pha tĩnh sau khi trộn đều với dung môi đầu tiên khai triển, được rót
vào cột, mở khóa của cột cho dung môi chảy từ từ xuống, sau đó tiếp tục rót dung môi
này vào cột để ổn định trong khoảng thời gian từ 1 – 2 giờ.

Đưa mẫu phân tích vào cột: dùng theo 2 cách:

Cách 1: Nếu mẫu hòa tan tốt trong dung môi đầu tiên khai triển, hòa tan mẫu với
một ít dung môi rồi bơm đều vào cột đã được ổn định.

Cách 2: Với mẫu không thể hòa tan hết trong dung môi đầu tiên khai triển, hòa
tan mẫu với methanol, sau đó thêm silica gel với tỉ lệ 2/1 g mẫu, lắc đều và cô loại
methanol ở áp suất thấp đến khi khô. Sau đó, đưa bột silica gel đã tẩm mẫu vào cột đã
ổn định.

Khai triển cột: hứng các phân đoạn sau đó dùng sắc ký bản mỏng kiểm tra để xác
định thời điểm đổi hệ dung môi và gộp chung những phân đoạn có cấu tử giống nhau,
cô loại dung môi để tiến hành các bước phân tích tiếp theo.

2.2.3. Phương pháp sắc ký bản mỏng

Sắc ký lớp mỏng được thực hiện trên bản mỏng tráng sẵn silica gel 60 F254
(Merck) và silica gel RP (Merck). Thuốc thử hiện màu là dung dịch acid sulfuric 10%
và đèn tử ngoại bước sóng 254 và 365 nm.

2.2.4. Phương pháp tinh chế sản phẩm

Tiến hành chạy cột sắc kí thu lấy phân đoạn sạch nhất.

Tinh chế các chất phân lập được bằng phương pháp kết tinh lại. Các bước của quá
trình kết tinh bao gồm việc chọn dung môi, hòa tan nóng và lọc, để kết tinh lạnh, lọc
hút tinh thể và làm khô. Sản phẩm được kết tinh nhiều lần trong dung môi thích hợp.

2.3. Phương pháp xác định cấu trúc

Xác định cấu trúc các hợp chất phân lập được dựa trên các thông số vật lý và các
phương pháp phổ bao gồm: phổ hồng ngoại, phổ cộng hưởng từ hạt nhân và phổ khối
lượng.

Phổ IR được ghi trên máy Nicolet IS5 FT-IR.

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H-NMR, 13C-NMR, DEPT, HSQC, HMBC được
ghi trên máy Brucker Avance-500 MHz, chuẩn nội TMS.

Phổ khối ESI-MS được ghi trên máy Thermo ISQ EM.
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CHƯƠNG 3. THỰC NGHIỆM

3.1. Điều chế các dịch chiết từ lá cây

Mẫu lá cây tươi R. annamensis sau khi hái được rửa sạch bằng nước để khô, cắt
nhỏ sau đó đem sấy ở 600C cho đến khi nguyên liệu khô hoàn toàn. Bảo quản mẫu
trong túi nilon kín.

Tiến hành ngâm 1,7 kg mẫu lá khô với methanol đến ngập bề mặt (8 lít) trong 3
ngày. Gạn, lọc lấy dịch chiết trong đem cô quay chân không loại dung môi để thu
được dịch chiết đậm đặc. Cho lần lượt 100 ml dịch chiết methanol vào phễu chiết 500
ml. Sau đó, thêm 150ml n-hexan và 25 ml nước cất vào, lắc đều khoảng 15 phút, để
yên 30 phút cho hỗn hợp tách hoàn toàn thành 2 lớp. Lớp trên là dịch chiết n-hexan
màu xanh thẫm. Mở khoá phễu chiết lấy lớp nước ở dưới vào cốc 250ml còn lớp trên
bỏ vào bình tam giác 250ml. Đổ lớp nước ở cốc 250ml vừa lấy ra trở lại phễu chiết,
tiếp tục chiết như trên 2 lần nữa. Gộp chung dịch chiết n-hexan, bốc hơi dung môi thu
được cao chiết phân đoạn n-hexan.

Cho pha nước đổ trở lại phễu chiết, thêm 150ml EtOAc vào và lắc đều khoảng 1
phút, để yên 30 phút cho hỗn hợp tách hoàn toàn thành 2 lớp. Lớp trên là dịch EtOAc
có màu xanh, mở khoá phễu chiết lấy lớp nước ở dưới có màu cam cho vào cốc 250ml,
còn lớp trên đổ vào bình tam giác 250ml. Đổ lớp nước ở cốc 250ml vừa lấy ra trở lại
vào phễu chiết, tiếp tục như trên 2 lần nữa, gộp chung dịch chiết EtOAc cả 3 lần và
đem đi cô quay chân không thu được cắn phân đoạn EtOAc.

Pha nước còn lại đem bốc hơi dung môi thu được cao chiết phân đoạn nước.

3.2. Phân lập các hợp chất từ lá cây

3.2.1. Quy trình phân lập

Dịch chiết phân đoạn EtOAc được đem cô quay chân không thu được cao chiết
và cô kiệt dung môi đến khi thu được cắn khô (50,26 g). Sau đó, hấp phụ mẫu lên
silicagel với lượng silicagel khoảng 2 lần lượng mẫu: hòa tan mẫu trong dung môi
MeOH, trộn với bột silicagel trong bình cất quay. Cất quay dưới áp suất giảm để loại
hết dung môi. Dùng thìa cạo hết mẫu khô đã trộn silicagel vào một cái cốc khô.
Nghiền nhẹ cho thành dạng bột mịn.

Đưa lên cột sắc ký silicagel, rửa giải bằng hệ dung môi chloroform – methanol
gradient theo độ phân cực tăng dần từ 100% chloroform, tăng dần lên 10%, 20%, 50%
và 100% methanol. Thu các phân đoạn sắc ký, mỗi phân đoạn 50 ml, thu được 65
phân đoạn.
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- Phân đoạn E36 - 40 tiến hành sắc kí cột với chất hấp phụ silicagel hệ dung môi
giải hấp chloroform – methanol (8:2) thu được 40 phân đoạn E1(1 - 40). Gộp phân
đoạn E1(17-24) cho bốc hơi dung môi thu được 106 mg cắn. Tiến hành sắc kí cột với
chất hấp phụ silicagel (40 - 63µm), hệ dung môi giải hấp n-hexan - chloroform (7:3)
cho 30 phân đoạn E1.1(1 - 30). Phân đoạn E1.1 (21 - 24) để kết tinh trong ống
nghiệm thu được 8mg chất RA01.

- Phân đoạn E11 - 20 tiến hành sắc kí cột với chất hấp phụ silicagel hệ dung môi
giải hấp n-hexan - chloroform (2 : 1) thu được 70 phân đoạn E2(1 - 70).

+Phân đoạn E2(12) để kết tinh trong ống nghiệm thu được 5mg chất RA02.

+Phân đoạn E2(13) tiến hành chạy sắc ký bản mỏng điều chế. Đợi bay hơi dung
môi, kết tinh thu được chất RA05 và RA06.

+Phân đoạn E2(31 - 50), tiến hành sắc ký cột với chất hấp phụ silicagel, hệ dung
môi giải hấp chloroform - aceton (5:1) cho 71 phân đoạn E2.1(1 - 71).

● Phân đoạn E2.1(53 - 66), tiến hành sắc ký cột với chất hấp phụ silicagel
(40 - 63µm) hệ dung môi giải hấp chloroform - methanol (15:1) cho 20 phân đoạn
E2.1.1(1 - 20). Phân đoạn E2.1.1(8 - 13) làm sạch bằng sắc ký bản mỏng điều chế với
hệ dung môi chloroform - methanol (10:1) thu được chất RA03.

● Phân đoạn E2.1(4 - 14) tiến hành sắc ký cột với chất hấp phụ silicagel
(40 - 63µm) hệ dung môi giải hấp chloroform - methanol (10:1). Thu được các phân
đoạn có 1 vết chính.

+Phân đoạn E2(29) tiến hành sắc ký cột với chất hấp phụ silicagel (40 - 63µm)
hệ dung môi giải hấp chloroform - methanol (30:1) và tăng dần độ phân cực của dung
môi, cho 40 phân đoạn E2.2(1 - 40). Phân đoạn E2.2(19 - 23) đợi kết tinh. Thu được
chất RA04.

Dịch chiết phân đoạn n-hexan được đem quay chân không thu được cao chiết.
Tiến hành khảo sát định tính sự có mặt của hợp chất β-sitosterol.

Dịch chiết phân đoạn nước: Hoà tan cắn trong MeOH, lọc lấy phần tan được
trong MeOH. Tiến hành khảo sát sự có mặt của glucose.

3.2.2. Thông số vật lý và số liệu phổ của các hợp chất phân lập được

3.2.2.1. RA01

Tinh thể hình kim, màu trắng.

Phổ IR (KBr): νmax, cm-1: 3381,72 (OH); 2930,81 (CH); 1732,36 (C=O).

Phổ ESI – MS: m/z 689,39 [M+Na]+, 487,33 [M-Glc]+, M = 666 (C36H68O11).
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Phổ 1H – NMR (500MHz, CD3OD) δ, ppm: 0,72 (s, 3H, H-24); 0,80 (s, 3H, H-26);
0,95 (d, J = 5,5 Hz, 3H, H-30); 1,06 (s, 3H, H-25); 1,23 (s, 3H, H-29); 1,37 (s, 3H, H-
27); 2,54 (s, 1H, H-18); 3,28 (d, J= 9,0 Hz, 1H, H-23a); 3,52 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-
23b); 5,34 (brs, 1H, H-12); 5,35 (s, 1H, H-1’).

Phổ 13C – NMR (125MHz, CD3OD) δ, ppm: 38,44 (C-1); 27,71 (C-2); 79,06
47,99 (C-1); 69,72 (C-2); 78,60 (C-3); 44,12 (C-4); 48,60 (C-5); 19,24 (C-6); 33,54
(C-7); 41,27 (C-8); 48,26 (C-9); 39,00 (C-10); 24,80 (C-11); 129,51 (C-12); 139,77
(C-13); 42,95 (C-14); 29,65 (C-15); 26,53 (C-16); 49,17 (C-17); 54,98 (C-18); 73,64
(C-19); 42,80 (C-20); 27,22 (C-21); 38,32 (C-22); 66,45 (C-23); 13,85 (C-24); 17,60
(C-25); 17,68 (C-26); 24,73 (C-27); 178,55 (C-28); 27,07 (C-29); 16,59 (C-30); 95,79
(C-1’); 73,88 (C-2’); 78,33 (C-3’); 71,16 (C-4’); 78,33 (C-5’); 62,45 (C-6’).

3.2.2.2. RA02

Dạng bột kết tinh màu trắng.

Phổ IR (KBr): nmax, cm-1: 3419 (OH), 2925, 2854 (C-H), 1689 (C=O).

Phổ ESI – MS: m/z 479,42 [M+Na]+, M = 456 (C30H48O3).

Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO) δ, ppm: 5,12 (1H, t, J = 4,0Hz, H-12); 3,00 (1H,
m, H-3); 2,08 (1H, d, J = 10,5Hz, H-18); 1,03 (3H, s, H-27); 0,89 (3H, s, H-23); 0,90
(3H, d, J = 9,0Hz, H-30); 0,86 (3H, s, H-25); 0,80 (3H, d, J = 6,0Hz, H-29); 0,74 (3H,
s, H-26); 0,67 (3H, s, H-24).

Phổ 13C-NMR (125 MHz, DMSO) δ, ppm: 38,13 (C-1); 27,58 (C-2); 76,94 (C-3);
38,55 (C-4); 54,84 (C-5); 18,03 (C-6); 32,76 (C-7); 40,64 (C-8); 47,07 (C-9); 36,57
(C-10); 23,80 (C-11); 124,63 (C-12); 138,24 (C-13); 41,69 (C-14); 26,98 (C-15);
22,89 (C-16); 46,91 (C-17); 52,46 (C-18); 38,48 (C-19); 38,41 (C-20); 30,22 (C-21);
36,36 (C-22); 28,30 (C-23); 16,10 (C-24); 15,25 (C-25); 16,99 (C-26); 23,30 (C-27);
174,66 (C-28); 17,05 (C-29); 21,10 (C-30).
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CHƯƠNG 4. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

4.1. Quy trình phân lập

Hình 4.1. Sơ đồ quy trình phân lập các hợp chất từ lá cây phúc bồn tử R. annamensis

4.2. Xác định cấu trúc các hợp chất

4.2.1. Hợp chất RA01

Hợp chất RA01 thu được dưới tinh thể hình kim, màu trắng, hiện màu tím với
thuốc thử H2SO4 10%, gợi ý đây là một hợp chất triterpen.
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Hình 4.2. Sắc ký đồ SKLM của chất RA01

Phổ IR của RA01 cho thấy ở 3381 cm-1 xuất hiện pic tròn, rộng, là tín hiệu của
nhóm OH. Ở 2930 cm-1 có pic nhọn của C-H alkan. Ngoài ra, ở 1732 cm-1 có tín hiệu
hấp thụ của nhóm C=O.

Hình 4.3. Phổ IR của RA01

Phổ 1H-NMR của RA01 cho thấy tín hiệu cộng hưởng của 5 nhóm CH3 bậc ba ở
δH 0,72 (s); 0,80 (s); 1,06 (s); 1,23 (s) và 1,37 (s), và 1 nhóm CH3 bậc hai ở δH 0,95 (d,
J = 5,5 Hz). Dựa vào các tương tác trên phổ HSQC có thể xác định được các proton
này gắn với các carbon tương ứng ở δC 13,85; 17,68; 17,60; 27,07 và 24,73 ppm.

Ghi chú:
- Thuốc thử hiện màu H2SO4

10%
- Hệ dung môi: chloroform –
methanol (8:2)
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a)

b)
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c)

Hình 4.4. Phổ 1H-NMR của RA01 (a) và các phổ 1H-NMR giãn (b,c)

Phổ 1H-NMR còn cho thấy sự có mặt của một tín hiệu proton olefin dưới dạng
mũi đơn rộng ở δH 5,34 (brs, 1H) đặc trưng cho H-12 trong khung cấu trúc của
triterpen 5 vòng. Sự có mặt của các tín hiệu của carbon olefin ở δ 129,51 và 139,77
ứng với carbon methin và carbon bậc 4 (trên phổ DEPT) cũng xác nhận sự tồn tại của
liên kết đôi trong vòng ở vị trí C-12 của khung ursan. Ngoài ra, trên phổ 1H-NMR có
một tín hiệu singlet của proton methin tại δH 2,54 là tín hiệu đặc trưng cho H-18 của
khung triterpen ursan có nhóm thế OH tại C-19.



26

Hình 4.5. Phổ 13C-NMR của RA01

Hình 4.6. Phổ DEPT của RA01

Phổ 13C-NMR và DEPT của RA01 cho thấy sự có mặt của 36 carbon, bao gồm 6
nhóm CH3, 10 nhóm CH2, 12 nhóm CH và 8C, trong đó giá trị δC 178,55 ppm khẳng
định sự tồn tại của một nhóm carbonyl. Ngoài 30 carbon thuộc khung ursan, sự có mặt
của một đơn vị đường glucose được xác nhận bằng tín hiệu cộng hưởng của một
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carbon anomeric tại δC 95,79 ppm, 4 nhóm CH và 1 nhóm CH2 trong vùng từ δC 62,45
đến 78,33 ppm. Phổ 1H-NMR và HSQC cũng xác nhận có 1 proton anomeric tương
tác với carbon anomeric trên tại δH 5,35 (s, 1H). Ngoài các tín hiệu của đơn vị đường
glucose, trên phổ 13C-NMR còn tín hiệu của 4 carbon liên kết trực tiếp với nguyên tử
oxy khác thuộc khung triterpen bao gồm một carbon methylen tại δC 62,45 ppm và 3
carbon methin tại δC 69,72; 73,63 và 78,60 ppm.

Hình 4.7. Phổ HSQC của RA01

Từ các đặc trưng phổ nói trên, dự kiến RA01 là một dẫn xuất thế 4 nhóm OH của
urs-12-enoic acid β-D-glucopyranosyl ester. Độ dịch chuyển hóa học của C-28 (δ
178,55 ppm) trên phổ 13C-NMR cho thấy đường glucose được gắn vào vị trí này. Vị
trí liên kết với đơn vị đường được xác nhận thêm nhờ tương tác HMBC giữa proton
anomeric của đường glucose (δH 5,35 ppm) với C-28 của aglycon (δC 178,55).
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a)

b)

Hình 4.8. Phổ HMBC của RA01

Số liệu phổ NMR của RA01 được so sánh với số liệu phổ NMR của hợp chất
2α,3β,19α,23-tetrahydroxy-urs-12-en-28-oic acid-β-D-glucopyranosyl ester (Kim và
ctg., 1993) cho thấy hoàn toàn phù hợp (bảng 4.1). Các giá trị phổ 1H- và 13C-NMR
của các vị trí được gán chính xác nhờ vào các phổ hai chiều 2D-NMR. Phổ HSQC đã
giúp xác định các giá trị độ dịch chuyển hoá học H từ các giá trị C của các carbon có
mang proton trong cấu trúc và được thể hiện ở bảng 4.1. Các tương tác xa (HMBC)
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giữa H với C đã giúp khẳng định các giá trị độ dịch chuyển hóa học của các vị trí C và
H như ở bảng 4.1 là hoàn toàn phù hợp.

Phổ ESI-MS của RA01 cho thấy pic ion [M+Na]+ tại m/z 689,39 và pic ion [M-
Glc]+ tại m/z 487,33 hoàn toàn phù hợp với công thức phân tử C36H58O11, M = 666.

Hình 4.9. Phổ ESI-MS của RA01

Hình 4.10. Cấu trúc hóa học của RA01
23-hydroxytormentic acid-(28→1)-O-β-D-glucopyranosyl ester
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Hình 4.11. Các tương tác chính trên phổ HMBC của RA01

Bảng 4.1: Số liệu phổ NMR của RA01 (đo trong MeOD)

C *δC
(ppm)

δC của
RA01
(ppm)

DEPT δH (ppm) (J, Hz) HMBC (H→C)

1 47,9 47,99 CH2 1,96 (dd, 3,5; 10,0, 1H)

0,91 (m, 1H)

C-5, C-9, C-10

C-2, C-25

2 68,9 69,72 CH 3,71 (m, 1H)

3 78,3 78,60 CH 3,34 (m, 1H) C-2, C-4, C-24, C-
23

4 43,6 44,12 C -

5 48,0 48,60 CH 1,80 (m, 1H) C-10, C-25

6 18,9 19,24 CH2 1,42 (m, 1H)

1,32 (m, 1H) C-8, C-10

7 33,1 33,54 CH2 1,67 (m, 1H)
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1,32 (m, 1H) C-8, C-14

8 40,8 41,27 C -

9 47,8 48,26 CH 1,32 (m, 1H) C-8, C-14

10 38,3 39,00 C -

11 24,2 24,80 CH2 2,04 (m, 1H)

1,34 (m, 1H)

12 128,3 129,51 CH 5,34 (brs, 1H) C-14, C-18

13 139,2 139,77 C -

14 42,1 42,95 C -

15 29,2 29,65 CH2 1,86 (m, 1H)

1,02 (m, 1H)

16 26,6 26,53 CH2 2,63 (dt, 3,5; 11,0;
11,0, 1H)

1,65 (m, 1H)

17 48,6 49,17 C -

18 54,4 54,98 CH 2,54 (s, 1H) C-28, C-20, C-19,
C-14, C-16, C-17,
C-12, C-13

19 72,6 73,64 C -

20 42,1 42,80 CH 1,37 (m, 1H) C-29, C-21

21 26,6 27,22 CH2 1,75 (m, 1H)

1,26 (m, 1H)
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22 37,7 38,32 CH2 1,80 (m, 1H)

1,63 (m, 1H)

23 66,6 66,45 CH2 3,52 (d, 9,0, 1H)

3,29 (d, 9,0, 1H)

C-3, C-5

C-3

24 14,2 13,85 CH3 0,72 (s, 3H) C-23, C-3, C-4, C-
5

25 17,4 17,60 CH3 1,06 (s, 3H) C-1, C-5, C-9, C-
10

26 17,5 17,68 CH3 0,80 (s, 3H) C-7, C-8, C-9, C-
14,

27 24,5 24,73 CH3 1,37 (s, 3H) C-8, C-14, C-15,
C-13

28 177,0 178,55 C -

29 26,9 27,07 CH3 1,23 (s, 3H) C-18, C-19, C-20

30 16,6 16,59 CH3 0,95 (d, 5,5, 3H) C-21, C-19, C-20

1’ 95,8 95,79 CH 5,35 (brs, 1H) C-28

2’ 74,0 73,88 CH 3,33 (m, 1H) C-1’, C-3’, C-4’

3’ 78,9 78,33 CH 3,40 (m, 1H) C-4’

4’ 71,2 71,16 CH 3,36 (m, 1H) C-3’, C-5’

5’ 79,2 78,33 CH 3,41 (m, 1H) C-3’, C-4’
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6’ 62,3 62,45 CH2 3,69 (m, 1H)

3,82 (dd, 2,0; 10,0, 1H)

* Số liệu phổ của hợp chất 23-hydroxytormentic acid-(28→1)-O-β-D-
glucopyranosyl ester, đo trong pyridin-d6, 75,5 MHz (Kim và ctg., 1993).

Dựa trên các bằng chứng phổ nói trên, hợp chất RA01 được xác định là
2α,3β,19α,23-tetrahydroxy-urs-12-en-28-oic acid-β-D-glucopyranosyl ester hay 23-
hydroxytormentic acid-(28→1)-O-β-D-glucopyranosyl ester hay niga-ichigoside F1
(Kim và ctg., 1993). Hợp chất này đã được phân lập từ một số loài Rubus như R.
coreanus (Kim và ctg., 2011), R. chingii (Wan và ctg., 2021), R. imperialis
(Ardenghi và ctg., 2006). Tuy nhiên, đây, đây là lần đầu tiên hợp chất này được phân
lập từ loài R. annamensis và đã được chứng minh có hàng loạt các hoạt tính sinh học
đáng chú ý như:

- Hoạt tính chống tăng lipid máu và chống oxy hóa, ngăn ngừa nhiễm mỡ gan do
chế độ ăn giàu chất béo gây ra (Xia và ctg., 2018).

- Hoạt tính chống viêm, giảm đau (Niero và ctg. 1999; Choi và ctg., 2003;
Ardenghi và ctg., 2006; Tonin và ctg., 2016), chống viêm khớp và chống đau dạ dày
(Nam và ctg., 2006; Berte và ctg., 2014).

- Hoạt tính bảo vệ thận (Kim và ctg., 2011; Sohn và ctg., 2011).

- Hoạt tính chống ung thư (Hattori và ctg.1988).

4.2.2. Hợp chất RA02

Hình 4.12. Sắc ký đồ SKLM của chất RA02

Hợp chất RA02 thu được dưới dạng bột vô định hình màu trắng, hiện màu tím đỏ
với thuốc thử H2SO4 10%, gợi ý đây là cũng một hợp chất triterpen

Ghi chú:
- Thuốc thử hiện màu H2SO4

10%
- Hệ dung môi: chloroform –
methanol (20:1)
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Phổ IR của RA02 cho thấy ở 3419 cm-1 xuất hiện pic tròn, rộng, là tín hiệu của
nhóm OH. Ở 2925, 2854 cm-1 có pic nhọn của C-H ankan. Ngoài ra, ở 1689 cm-1 có
tín hiệu hấp thụ của nhóm C=O.

Hình 4.13. Phổ IR của RA02

Phổ 1H-NMR của RA02 cho thấy sự có mặt của 5 nhóm CH3 bậc ba (H 0,67 (s,
3H); 0,74 (s, 3H); 0,86 (s, 3H); 0,89 (s, 3H); 1,03 (s, 3H)) và 2 cặp tín hiệu doublet
của 2 nhóm CH3 bậc hai (H 0,80 (d, J = 5,0 Hz, 3H); 0,90 (d, J = 9,0 Hz, 3H)) thuộc
khung triterpen ursan. Một tín hiệu triplet ở 5,12 (t, J = 4,0 Hz, 1H) đặc trưng cho
proton olefin H-12 của khung triterpen 5 vòng.

Hình 4.14. Phổ 1H-NMR của RA02
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Phổ 13C-NMR và phổ DEPT của RA02 cũng cho thấy sự có mặt của 30 tín hiệu
carbon thuộc khung ursan, trong đó có 7 nhóm CH3 (C 15,25; 16,10; 16,99; 17,05;
21,10; 23,30 và 28,30 ppm), 9 nhóm CH2, 7 nhóm CH và 7C. Tín hiệu cộng hưởng tại
C 174,66 ppm cho thấy có một nhóm carboxylic (COOH) trong cấu trúc. Các giá trị
C 138,24 và 124,63 ppm khẳng định sự tồn tại của một liên kết đôi giữa C-12 và C-
13. Một nhóm methin liên kết trực tiếp với nguyên tử oxy cộng hưởng ở C 76,94 ppm.

Hình 4.15. Phổ 13C-NMR của RA02

Hình 4.16. Phổ DEPT của RA02
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Từ các đặc trưng phổ nói trên, dự kiến RA02 là một triterpen có tên gọi là acid
ursolic. Các số liệu phổ NMR của hợp chất RA02 được so sánh với số liệu đã công bố
cho acid ursolic (Trịnh và ctg., 2016) (bảng 4.2) là hoàn toàn phù hợp. Các phổ hai
chiều 2D-NMR đã được sử dụng để gán chính xác giá trị phổ 1H- và 13C-NMR của
các vị trí carbon trong cấu trúc. Phổ HSQC đã giúp xác định tất cả các giá trị độ dịch
chuyển hoá học H từ các giá trị C của các carbon có mang proton và được thể hiện ở
bảng 4.2. Các tương tác xa HMBC giữa H với C đã giúp khẳng định các giá trị độ
dịch chuyển hóa học của các vị trí C và H như ở bảng 4.2 là hoàn toàn phù hợp.

Hình 4.17. Phổ HSQC của RA02
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Hình 4.18. Phổ HMBC của RA02

Phổ ESI-MS của RA02 cho thấy pic ion [M+Na]+ tại m/z 479,42 hoàn toàn phù
hợp với công thức phân tử C30H48O3 của acid ursolic, M = 456.

Hình 4.19. Phổ ESI-MS của RA02

Từ những bằng chứng phổ nêu trên, hợp chất RA02 được xác định là acid ursolic
hay 3-beta-3-hydroxy-urs-12-ene-28-oic acid, có cấu trúc như hình 4.20. Hợp chất
này đã được phân lập từ một số loài Rubus (Yu và ctg., 2019). Tuy nhiên, đây là lần



38

đầu tiên acid ursolic được phân lập từ loài Rubus annamensis. Hợp chất này có trong
nhiều loại thực vật và đã được chứng minh có nhiều hoạt tính đáng chú ý như tác
dụng bảo vệ gan, phổi, thận, não, chống viêm, kháng khuẩn, kháng virus HIV, HCV
và ức chế tăng sinh tế bào ung thư (Woźniak và ctg., 2015; Mlala và ctg., 2019;
Nguyen và ctg., 2021).

Hình 4.20. Cấu trúc hóa học của RA02

3-beta-3-hydroxy-urs-12-ene-28-oic acid

Hình 4.21. Các tương tác chính trên phổ HMBC của RA02
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Bảng 4.2: Số liệu phổ NMR của RA02

C * δC (ppm)

của acid
ursolic

δC (ppm)

của RA02

DEPT δH (ppm) (J,
Hz)

Các tương tác
HMBC quan

trọng

1 38,23 38,13 CH2 1,51 (m, 1H)

0,87 (m, 1H)

2 27,53 27,58 CH2 0,99 (m, 1H)

1,79 (m, 1H)

3 76,84 76,94 CH 3,00 (m, 1H)

4 38,37 38,55 C -

5 54,78 54,78 CH 0,66 (m, 1H)

6 18,00 18,03 CH2 1,45 (m, 1H)

1,29 (m, 1H)

7 32,70 32,76 CH2 1,42 (m, 1H)

1,25 (m, 1H)

8 39,51 40,64 C -

9 46,82 47,07 CH 1,45 (m, 1H)

10 36,52 36,57 C -

11 23,80 23,80 CH2 1,91 (m, 1H)

1,51 (m, 1H)

12 124,57 124,63 CH 5,12 (t, J =
4,0Hz, 1H)

C-14

13 138,18 138,24 C -
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14 41,64 41,69 C -

15 26,98 26,98 CH2 1,44 (m, 2H)

16 22,84 22,89 CH2 1,81 (m, 2H)

17 47,01 46,91 C -

18 52,37 52,46 CH 2,08 (m, 1H) C-12, C-13, C-
17, C-19, C-20

19 38,50 38,48 CH 0,93 (m, 1H)

20 38,44 38,41 CH 1,29 (m, 1H)

21 30,18 30,22 CH2 1,43 (m, 1H)

1,27 (m, 1H)

22 36,31 36,36 CH2 1,53 (m, 2H)

23 28,25 28,30 CH3 0,89 (s, 3H) C-3, C-4, C-5, C-
24

24 16,06 16,10 CH3 0,67 (s, 3H) C-3, C-4, C-5, C-
23

25 15,21 15,25 CH3 0,86 (s, 3H) C-1, C-5, C-9, C-
10

26 16,91 16,99 CH3 0,74 (s, 3H) C-7, C-8, C-9, C-
14

27 23,26 23,30 CH3 1,03 (s, 3H) C-8, C-13, C-14,
C-15

28 178,26 174,66 C -

29 17,00 17,05 CH3 0,80 (d, J = C-18, C-19, C-20
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5,0Hz, 3H)

30 21,06 21,10 CH3 0,90 (d, J =
9,0Hz, 3H)

C-19, C-20, C-21

*) Số liệu phổ của acid ursolic đo trong DMSO, 125 MHz (Trịnh và ctg., 2016).

4.3. Các hợp chất khác được phân lập

Các hợp chất RA03, RA04, RA05, RA06 đã được phân lập, dường như đều đã
thu được 1 vết. Tuy nhiên vì lượng chất thu được khá ít nên không thể tiến hành đo
các phổ 1H, 13C-NMR, DEPT để xác định cấu trúc cũng như hoạt tính sinh học của
chúng.

a) b) c) d)

Hình 4.22. Sắc ký đồ SKLM của các hợp chất RA03, RA04, RA05, RA06.

Ghi chú:

- Thuốc thử hiện màu H2SO4 10%

a) Hợp chất RA03

- Hệ dung môi: chloroform – methanol (10:1)

b) Hợp chất RA04

- Hệ dung môi: chloroform – methanol (15:1)

c) Hợp chất RA05

- Hệ dung môi: chloroform – methanol (10:1)

d) Hợp chất RA06

- Hệ dung môi: chloroform – methanol (15:1)
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4.4. Kết quả khảo sát phân đoạn n-hexan

Tiến hành kiểm tra sự có mặt của β-sitosterol trong phân đoạn bằng SKLM. Kết
quả phân tích SKLM các phân đoạn thu được được trình bày ở hình 4.23.

Hình 4.23. Sắc ký đồ SKLM khảo sát sự có mặt của β-sitosterol trong phân đoạn n-
hexan.

Nhận xét:

Kết quả phân tích bằng SKLM dịch chiết phân đoạn n-hexan trong mẫu lá phúc
bồn tử Rubus annamensis với hệ dung môi n-hexan – aceton (7:3) cho thấy: Trong
dịch chiết các phân đoạn n-hexan có chứa β-sitosterol. Hợp chất này có trong nhiều
loại thực vật và đã được chứng minh có nhiều hoạt tính đáng chú ý như: tác dụng
chống oxi hoá, chống viêm, hạ sốt, giảm đau, điều hòa miễn dịch và tác dụng chống
HIV, ngăn ngừa ung thư, tiểu đường, lao phổi (Bin Sayeed và ctg., 2016).

Hình 4.24. Cấu trúc hợp chất β-sitosterol

4.5. Kết quả khảo sát phân đoạn nước

Cắn chiết nước sau khi cho bay hết dung môi thì tiến hành hòa tan cắn trong
MeOH, lọc lấy phần tan trong MeOH, loại bỏ phần cặn không tan. Tiến hành kiểm tra
sự có mặt của đường glucose trong phân đoạn nước bằng sắc ký lớp mỏng.

Ghi chú:

- Thuốc thử hiện màu H2SO4

10%

- Hệ dung môi: n-hexan –
aceton (7:3)
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Hình 4.25. Sắc ký đồ SKLM khảo sát sự có mặt của glucose trong phân đoạn nước.

Ghi chú:

- Thuốc thử hiện màu H2SO4 10%

a) Hệ dung môi: chloroform – methanol – nước (8:4:0,4).

b) Hệ dung môi: chloroform – methanol – nước (6:2:0,2).

Nhận xét:

Kết quả phân tích bằng SKLM dịch chiết phân đoạn nước trong mẫu lá phúc bồn
tử Rubus annamensis với hệ dung môi chloroform – methanol – nước (8:4:0,4) cho
thấy: Có sự xuất hiện của glucose trong dịch chiết nước của lá phúc bồn tử. Hợp chất
này có nhiều trong tự nhiên và có vai trò cung cấp năng lượng cho các hoạt động sống
của cơ thể mỗi ngày.

a) b)
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Hình 4.26. Công thức cấu tạo của Glucose
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ

Kết luận

Từ dịch chiết methanol của lá cây phúc bồn tử Rubus annamensis, bằng các
phương pháp sắc ký kết hợp với các phương pháp phổ (IR, 1H-NMR, 13C-NMR,
DEPT, HSQC, HMBC, ESI-MS) đã phân lập và nhận dạng được cấu trúc của 2 hợp
chất triterpen là niga-ichigoside F1 (2α,3β,19α,23-tetrahydroxy-urs-12-en-28-oic
acid-β-D-glucopyranosyl ester) và acid ursolic (acid 3-beta-3-hydroxy-urs-12-ene-
28-oic). Đây là lần đầu tiên các hợp chất hợp chất này được phân lập từ loài Rubus
annamensis.

Bằng phương pháp SKLM so sánh với chất đối chiếu, đã xác định trong lá cây
phúc bồn tử Rubus annamensis có mặt β-sitosterol và đường glucose.

Kiến nghị

- Tiếp tục nghiên cứu về hoạt tính của các hợp chất phân lập được và tác dụng
sinh học của lá cây phúc bồn tử Rubus annamensis.

- Xây dựng phương pháp định lượng và xác định hàm lượng hợp chất
2α,3β,19α,23-tetrahydroxy-urs-12-en-28-oic acid-β-D-glucopyranosyl ester, một
thành phần hóa học chính có trong các loài Rubus.
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 Absolute threshold: 64.249 
 Sensitivity: 52 
 Peak list: 

 Position:  1031.08  Intensity:   63.023 
 Position:  1387.36  Intensity:   63.429 
 Position:  1457.02  Intensity:   60.024 
 Position:  1689.38  Intensity:   50.087 
 Position:  2853.98  Intensity:   51.519 
 Position:  2925.20  Intensity:   38.314 
 Position:  3419.62  Intensity:   60.379 














