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ĐỊNH LƯỢNG ACID BETULINIC 
TRONG DƯỢC LIỆU CHẶC CHÌU BẰNG 

PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO

Nguyễn Thị Hoài
Khoa Dược, Trường Đại học Y Dược Huế

Tóm tắt
Đặt vấn đề: Acid betulinic là hợp chất có nhiều hoạt tính sinh học quý giá, việc xác định 
hàm lượng acid betulinic trong Chạc chìu sẽ định hướng cho việc khai thác sử dụng dược 
liệu này trong tương lai. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Chặc chìu được thu hái 
tại huyện Hương Thủy – Tỉnh Thừa Thiên Huế. Định lượng hoạt chất bằng phương pháp sắc 
ký lỏng hiệu năng cao, cột sắc ký pha đảo C18. Kết quả: Từ phần trên mặt đất của Chặc chìu 
Tetracera scandens (Dilleniaceae) bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao, detector 
UV-VIS đã xác định hàm lượng acid betulinic là 1,069%, tính theo khối lượng dược liệu khô 
tuyệt đối.

Abstract
QUANTITATIVE ANALYSIS OF BETULINIC ACID IN THE PLANT TETRACERA 

SCANDENS USING HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
Nguyen Thi Hoai 

Background: Betulinic acid is a compound that has many valuable biological activity, the 
determination of betulinic acid in Tetracera scandens (Dilleniaceae) makes accommodate 
the exploitation of medicinal will be used in the future. Materials and method: Tetracera 
scandens was collected in Huong Thuy District - Thua Thien Hue Province. The 
quantification were made by a HPLC system using a C18 column. Results: From species 
Tetracera scandens collected at Huong Thuy - Thua Thien Hue, by a HPLC system, UV-
VIS detector, the result showed that accumulation of the principle compound in the aerial 
parts of the plant is 1.069%.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Acid betulinic là một triterpenoid thuộc nhóm 

lupan tự nhiên, được tổng hợp bởi nhiều loài 
thực vật khác nhau [1]. Các nghiên cứu về tác 
dụng sinh học gần đây cho thấy acid betulinic 
có tác dụng chống ung thư [2-4], kháng HIV [4-
6] và rất nhiều tác dụng khác như chống viêm, 
chống loét dạ dày, bảo vệ gan, tăng cường miễn 
dịch, chống sốt rét… [7]. Do đó, hoạt chất này 
đã được nhiều nhà khoa học quan tâm, phát triển 
các dẫn xuất của nó để định hướng đến ứng dụng 

trong lâm sàng [4], [8].
Acid betulinic được tìm thấy nhiều 

trong các loài thực vật thuộc các chi Betula 
(Betulaceae), Syzygium (Myrtaceae), 
Zyzyphus (Rhamnaceae) và trong nhiều họ 
thực vật khác [7]. Các nghiên cứu trước đây 
cũng chỉ ra rằng acid betulinic có mặt trong 
nhiều loài thuộc họ Dilleniaceae [9], và trong 
các loài thuộc chi Tetracera [10-13]. Trong 
nghiên cứu của chúng tôi, acid betulinic đã 
được phân lập từ loài Tetracera scandens 



84 TẠP CHÍ Y DƯỢC HỌC – TRƯỜNG ĐẠI HỌC Y DƯỢC HUẾ - SỐ 6

mọc tại Việt Nam, được gọi tên là Chặc chìu 
hay Dây chiều. Tuy nhiên, hàm lượng thành 
phần này trong các loài Tetracera nói chung 
và trong Chặc chìu chưa được khảo sát. Để 
định hướng cho việc khai thác sử dụng dược 
liệu này với mục đích phân lập acid betulinic 
làm nguyên liệu cho nghiên cứu hay sản xuất 
thuốc, chúng tôi tiến hành xây dựng quy trình 
định lượng acid betulinic trong mẫu dược liệu 
Chặc chìu thu hái tại Việt Nam.

2. NGUYÊN LIỆU, THIẾT BỊ VÀ 
PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Nguyên liệu
Nguyên liệu nghiên cứu là phần trên mặt 

đất của cây Chặc chìu được thu hái tại xã Thủy 
Bằng, huyện Hương Thủy, tỉnh Thừa Thiên 
Huế vào tháng 10 năm 2009. Mẫu nghiên cứu 
đã được TS.Dương Đức Huyến, Phòng Thực 
vật, Viện Sinh thái Tài nguyên sinh vật, Viện 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam xác định 
tên khoa học là Tetracera scandens (L.) Merr., 
họ Sổ (Dilleniaceae). Mẫu dược liệu (VDL-
10/2009-01) hiện đang được lưu tại Khoa Hóa 
Phân tích – Tiêu chuẩn, Viện Dược liệu, Hà 
Nội, Việt Nam.

Nguyên liệu sau khi thu hái được rửa sạch, 
thái nhỏ, phơi, sấy khô, sau đó nghiền thành 
bột thô và bảo quản ở nhiệt độ phòng, nơi 
khô, thoáng.

2.2. Máy móc thiết bị, dung môi, hóa 
chất

2.2.1. Máy móc, thiết bị
 - Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao 

Shimadzu (Series 20A, Nhật) 
- Máy đo pH Mettler HM-25R Toa
- Cân phân tích Shimadzu (chính xác đến 

0,1 mg)
- Máy lắc ống nghiệm IKA
- Máy khuấy từ Stuart
- Máy xác định độ ẩm
Các thiết bị đều được hiệu chuẩn theo tiêu 

chuẩn ISO/IEC 17025:2000.
2.2.2. Dung môi, hóa chất

Dung môi, hóa chất gồm có nước cất 2 lần, 
acid phosphoric, methanol, acetonitril. Các 
hóa chất đều được mua của hãng Merck, đạt 
tiêu chuẩn phân tích dùng cho sắc ký HPLC.

2.2.3. Chất đối chiếu
Acid betulinic đã được nhóm nghiên cứu 

phân lập và xác định cấu trúc bằng phương 
pháp phân tích các phổ (IR, MS, NMR). Mẫu 
chất phân lập tinh khiết được dùng làm chất 
đối chiếu trong quá trình định lượng.

2.3. Phương pháp nghiên cứu:
Định lượng acid betulinic trong Chặc chìu 

bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao 
(HPLC) tại Trung tâm Kiểm nghiệm dược phẩm 
Thừa Thiên Huế, sử dụng cột sắc ký pha đảo 
Inertsil® ODS-3 (RP18, 250 × 4,6 mm, 5 µm), 
detector UV-VIS.

2.3.1. Chuẩn bị mẫu chạy sắc ký
- Dung dịch mẫu đối chiếu: cân chính xác 

0,0105g acid betulinic đối chiếu, cho vào 
bình định mức 10 ml, thêm 5 ml methanol, 
siêu âm cho tan hết chất. Thêm methanol 
vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 
millipore 0,45 µm được dung dịch có nồng 
độ khoảng 1000 µg/ml.

- Dung dịch mẫu thử: cân chính xác 
1,308g bột dược liệu khô, chiết bằng 
shoxlet với methanol trong 24 giờ. Gộp 
dịch chiết, lọc qua giấy lọc rồi cô cạn ở áp 
suất giảm thu được 0,0505g cắn khô (cao 
methanol). Hòa tan cắn trong methanol, 
siêu âm cho tan hết cắn rồi cho vào bình 
định mức 10 ml, thêm methanol vừa đủ đến 
vạch. Lắc đều, lọc qua màng lọc millipore 
0,45 µm thu được dung dịch mẫu thử dùng 
cho định lượng.

Các dung dịch được chuẩn bị ngay trước 
thí nghiệm ở cùng điều kiện và được bảo 
quản ở nhiệt độ 4oC trong vòng 1 tuần.

2.3.2. Khảo sát quy trình định lượng
Thăm dò một số điều kiện sắc ký khác nhau 

về tỷ lệ hệ dung môi pha động, bước sóng phát 
hiện, pH dung dịch đệm cũng như thời gian 
phân tích. Điều kiện sắc ký tìm được phải tách 
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hoàn toàn peak hoạt chất trong dung dịch mẫu 
thử từ cao toàn phần Chặc chìu với hệ số đối 
xứng của peak đạt yêu cầu, nằm trong khoảng 
0,8-1,5 [15]. Các tiêu chí khảo sát gồm có 
thời gian lưu của chất cần định lượng, khoảng 
tuyến tính của nồng độ, tính đặc hiệu và độ 
đúng của phương pháp.

2.3.3. Điều kiện sắc ký
- Cột sắc ký Inertsil ODS-3 (RP18, kích 

thước 250 x 4,6 mm, cỡ hạt 5 µm)
- Pha động: acetonitril – dung dịch acid 

phosphoric 0,3%, (pH 3,0), tỷ lệ 90:10, đẳng 
dòng.

 - Tốc độ dòng: 1 ml/phút
 - Detector UV-VIS, bước sóng phát hiện 

210 nm
- Thể tích tiêm: 20µl (tiêm mẫu tự động).
2.2.4. Tính kết quả:
Hàm lượng Aciqd betulinic trong phần 

trên mặt đất của Chặc chìu theo dược liệu khô 
tuyệt đối được tính công thức:

m x Ct x V x 100
m’ x a x (100% -- h) x 106

F% =

Trong đó:  
F: hàm lượng acid betulinic tính theo dược 

liệu khô tuyệt đối (đơn vị: %)
a: khối lượng dược liệu khô (đơn vị: g) 
m: khối lượng cao chiết ra từ a (g) dược 

liệu khô (đơn vị: g)
m’: khối lượng cao dùng để chuẩn bị mẫu 

thử (đơn vị: g)
h: độ ẩm của mẫu dược liệu (đơn vị: %)
Ct: nồng độ acid betulinic trong mẫu thử 

đem định lượng (đơn vị: µg/ml)
V: thể tích dung dịch mẫu thử (đơn vị: ml).

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Qui trình định lượng 
3.1.1. Sắc ký đồ của mẫu đối chiếu và 

dịch methanol từ dược liệu 
Với điều kiện sắc ký đã lựa chọn,  pic mẫu 

acid betulinic đối chiếu có thời gian lưu ở 
10,818 phút (Hình 1).

Hình 1. Thời gian lưu và diện tích dưới 
đường cong của mẫu chuẩn.

Trong sắc ký đồ của mẫu thử (Hình 2), 
xuất hiện pic có thời gian lưu trùng với thời 
gian lưu của mẫu chuẩn ở 10,779 phút.

Hình 2: Thời gian lưu và diện tích dưới 
đường cong của mẫu thử.

3.1.2. Khoảng tuyến tính
Dung dịch chuẩn được pha với 3 nồng độ 

lần lượt là 500 µg/ml, 1000 µg/ml và 1500 
µg/ml, mỗi mẫu tiêm 2 lần, kết quả được thể 
hiện ở hình 3.

Hình 3. Đồ thị và phương trình tuyến 
tính của acid betulinic đối chiếu.
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Phương trình hồi quy tuyến tính xây dựng 
được là y = 6596,7x + 31830, hệ số tương 
quan R2 = 0,9998. Từ đồ thị trên cho thấy 
có mối liên hệ tuyến tính giữa nồng độ acid 
betulinic với diện tích pic thu được trong 
khoảng nồng độ 500-1500 µg/ml. 

3.1.3. Tính đặc hiệu của phương pháp
Bằng cách thêm acid betulinic đối chiếu 

vào dung dịch thử nhận thấy pic hoạt chất 
trong dung dịch thử có thời gian lưu tương 
ứng với pic dung dịch chuẩn và có sự tăng 
lên về diện tích cũng như chiều cao pic so 
với trước khi thêm chuẩn (Hình 4). Như vậy 
phương pháp có tính đặc hiệu.

Hình 4. Thời gian lưu và diện tích dưới 
đường cong của mẫu thử thêm chuẩn.

3.1.4. Độ đúng của phương pháp
 Độ đúng của phương pháp xây dựng 

được xác định bằng phương pháp thêm 
chuẩn. Thêm chính xác betulinic đối chiếu 
vào mẫu thử đã xác định hàm lượng. Xác 
định độ đúng theo công thức

Rev (%) =

                = 

Với   C2 : nồng độ acid betulinic trong 
mẫu thử thêm chuẩn

           C1  : nồng độ acid betulinic trong
       mẫu thử 
            C0  : nồng độ acid betulinic chuẩn 

được thêm vào. 

Bảng 1. Khảo sát độ đúng của 
phương pháp định lượng

Nồng độ acid betulinic (µg/ml) Độ đúng
(Rev, %)C1 C2 C0 

1152,7 1283,9 131,7 99,6

1153,6 1293,9 138,6 101,2

1162,7 1306,8 141,0 102,2

Trung bình 101,0 ± 
1,31

Kết quả Rev = 101,0% (trung bình của 3 
lần xác định, độ lệch chuẩn SD = 1,31) cho 
thấy phương pháp có độ đúng cao, có thể sử 
dụng để định lượng acid betulinic trong mẫu 
dược liệu.

3.2. Xác định hàm lượng acid betulinic 
trong dược liệu

Nồng độ acid betulinic trong mẫu thử 
được xác định theo phương trình hồi quy 
y = 6596,7x + 31830 với x là nồng độ acid 
betulinic trong dung dịch, y là diện tích pic 
tương ứng. Hàm lượng acid betulinic (F,%) 
trong dược liệu chặc chìu được tính theo 
công thức ở mục 2.2.5. Kết quả được trình 
bày ở Bảng 2.

Bảng 2. Hàm lượng acid betulinic 
trong mẫu thử

Lần 
tiêm 

Thời 
gian lưu 
(phút)

Diện tích 
pic

Nồng 
độ acid 

betulinic 
(µg/ml)

Hàm 
lượng 

betulinic 
trung 

bình (%)

1 10,779 7635782 1152,7 1,069%

2 10,786 7641767 1153,6

4. BÀN LUẬN
Do có nhiều tác dụng sinh học đáng chú 

ý, đặc biệt là chống ung thư và chống HIV 
[4], [7], acid betulinic được rất nhiều nhà khoa 
học quan tâm trong vòng 2 thập kỷ vừa qua. 
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Các nghiên cứu chủ yếu là bán tổng hợp các 
dẫn xuất của nó để định hướng đến ứng dụng 
trong lâm sàng [5-8]. Cũng đã có nhiều nghiên 
cứu về phương pháp định lượng hoạt chất này 
trong các dược liệu khác nhau và đều sử dụng 
các phương pháp sắc ký [16-21]. Các nghiên 
cứu có thể sử dụng sắc ký lỏng hiệu năng cao 
(HPLC) với các detector khác nhau [16-18], 
sắc ký lớp mỏng hiệu năng cao HPTLC [19], 
hay sử dụng gas chromatography với detector 
là phổ khối (GC-MS) [20], [21]. Dược động 
học của acid betulinic cũng đã được nghiên 
cứu trên mô hình in vivo bằng phương pháp 
LC-MS [22]. Việc sử dụng các phương pháp 
sắc ký hiện đại sẽ cho kết quả tin cậy hơn do 
trong các mẫu dược liệu luôn luôn chứa nhiều 
triterpenoid, khó tách bằng các phương pháp 
thông thường. Acid betulinic cũng không hấp 
thụ mạnh ánh sáng UV-VIS, chỉ hấp thụ dải 
ngắn 190-220 nm do có liên kết đôi C-12/C-13 
trong phân tử. Trong công trình này, việc xác 
định hàm lượng acid betulinic trong Chặc 
chìu (T. scandens) được lựa chọn là sắc ký 
lỏng hiệu năng cao HPLC, sử dụng detector 
UV ở bước sóng 205 nm. Qua khảo sát cho 

thấy, các thông số được lựa chọn cho phương 
pháp định lượng hoạt chất này trong dược liệu 
Chặc chìu cho kết quả đáng tin cậy, có thể dễ 
dàng thực hiện được ở các cơ sở kiểm nghiệm 
hay nghiên cứu. Kết quả cho thấy hàm lượng 
của acid betulinic trong phần trên mặt đất của 
Chặc chìu là 1,069%, tính theo dược liệu khô 
tuyệt đối.

Với triển vọng được sử dụng để làm thuốc 
hoặc được dùng để bán tổng hợp thuốc của 
betulinic, các nhà khoa học dự đoán có nhiều 
những ứng dụng mới của nó trong y học trong 
thời gian sắp tới [4], [8]. Kết quả của nghiên 
cứu này gợi ý việc khai thác sử dụng dược 
liệu Chặc chìu, một cây thuốc mọc phổ biến 
ở Việt Nam, cho nguyên liệu làm thuốc trong 
tương lai. 

5. KẾT LUẬN
Công trình nghiên cứu đã xác định được 

hàm lượng hoạt chất acid betulinic trong phần 
trên mặt đất của Chặc chìu Tetracera scandens 
(Dilleniaceae) bằng phương pháp sắc ký lỏng 
hiệu năng cao, detector UV-VIS là 1,069%, 
tính theo khối lượng dược liệu khô tuyệt đối.
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