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ABSTRACT
This study aimed to isolate biologically active alkaloids 

in Plumula Nelumbinis, using semi-preparative liquid 
chromatography. Before being sent to the semi-preparative liquid 
chromatography system, the concentrated extract was cleaner by 
the distribution shaking method and using vacuum liquid 
chromatography (VLC) to separate into simple segments. The 
result was the isolation of two alkaloids, EN-9 and EN-10, with 
purity determined on the HPLC-PDA system to be over 95%. 
Spectroscopic methods as uv, IR, MS, and NMR were used to 
determine the structure of isolated alkaloids. The results 
determined that EN-9 is armepavine and EN-10 is nor- 
armepavine. Thus, from 2 kg of Plumula Nelumbinis powder, the 
study successfully isolated two biologically active alkaloids, 
armepavine (17.6 mg) and nor-armepavine (13.8 mg), with a 
purity of over 95%, meeting the requirements for standard 
substances originating from medicinal herbs.
TÓM TÁT

Mục tiêu của nghiên cứu là phân lập các alkaloid có tác dụng 
sinh học trong tâm Sen bằng phương pháp sac ký lỏng bán điều 
chế. Dịch chiết đậm đặc tâm Sen trước khi được đưa lên hệ thống 
sắc ký lỏng bản điều chế sẽ được loại tạp bằng phương pháp lắc 
phân bố và tách thành các phản đoạn đơn giản hơn bằng kỹ thuật 
sắc ký cột áp suất giảm (VLC). Ket quả phân lập được hai 
alkaloid là EN-9, EN-10 với độ tinh khiết được xác định trên hệ 
thống HPLC-PDA là trên 95%. Các phương pháp phổ học gồm 
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uv, IR, MS, NMR được sử dụng để xác định cẩu trúc các alkaloid 
phân lập được. Kết quả xác định được EN-9 là armepavin và 
EN-10 là nor-armepavin. Như vậy từ 2 kg bột tâm Sen, nghiên 
cứu đã phân lập thành công hai alkaloid có tác dụng sinh học là 
armepavin (17,6 mg) và nor-armepavin (13,8 mg) với độ tỉnh 
khiết trên 95%, đáp ứng yêu cầu cho chất đối chiếu có nguồn gốc 
từ dược liệu.

1. GIỚI THIỆU
Sen (Nelumbo nucifera Gaertn.) là một loài 

thực vật có nhiều công dụng quý giá, vừa làm 
thực phẩm, vừa có tác dụng làm thuốc. Các bộ 
phận khác nhau của sen đã được dùng trong các 
bài thuốc cổ truyền để chữa sốt, viêm, mất ngủ, 
rối loạn thần kinh, động kinh, tăng huyết áp, 
bệnh tim mạch, béo phì và tăng lipid máu [1], 
Trong các bộ phận của sen, tâm Sen đã có lịch 
sử y học hơn 400 năm, được sử dụng rộng rãi 
đế bảo vệ tim mạch, an thần, và cầm máu trong 
y học cổ truyền [2],[3], Nhiều nghiên cứu chỉ ra 
trong tâm Sen có nhiều thành phần có hoạt tính 
sinh học, trong đó thành phần alkaloid rất được 
chú ý do có hàm lượng ưu thế và có nhiều tác 
dụng sinh học giá trị như tác dụng chống oxy 
hóa, chống viêm, điều hòa miễn dịch, kháng 
vi-rút, bảo vệ gan, bảo vệ tim mạch và hạ đường 
huyết [4],[5]. Nghiên cứu gần đây chỉ ra 
alkaloid từ tâm Sen có khả năng chống lại căn 
bệnh ung thư một cách hiệu quả [6],[7]. 
Các alkaloid trong tâm Sen có các khung chính 
như bisbenzylisoquinolin, benzylisoquinolin, 
aporphin và tetrahydroisoquinolin [8], Trên thế 
giới có nhiều nghiên cứu phân lập alkaloid trong 
tâm Sen với nhiều kỹ thuật từ cổ điển đến hiện 
đại như sắc ký cột, sắc ký ngược dòng tốc độ 
cao, ...[9],[10] hoặc dùng đến sự hỗ trợ của vi 
sóng [11], Tuy nhiên phương pháp sắc ký lỏng 
bán điều chế vẫn chưa được dùng rộng rãi dù 
đây là một phương pháp phân lập tốt và có thể 

tự động hóa. Đối với việc phân lập một lượng 
chất tinh khiết (vài chục miligam đến vài gam) 
thì sắc ký lỏng bán điều chế là một kỹ thuật tiện 
lợi và hiệu quả. Kỹ thuật này dựa trên cơ sở sắc 
ký phân tích được mở rộng bởi sự gia tăng kích 
thước cột, mở rộng kích thước hạt nhồi cột và 
hệ thống. Một sự khác biệt cơ bản giữa sắc ký 
lỏng phân tích (HPLC) và bán điều chế (semi- 
preparative HPLC) là ở mục tiêu. Trong khi 
HPLC phân tích chủ yếu quan tâm đến định tính 
và định lượng một hợp chất thì ngược lại, sắc ký 
lỏng bán điều chế lại chú trọng vào việc phân 
lập hợp chất tinh khiết. Kích thước hạt pha tĩnh 
trong cột sắc ký lỏng bán điều chế thường lớn 
hơn cột phân tích, tốc độ rửa giải các chất 
thường diễn ra nhanh hơn. Vì lý do đó, áp suất 
cần thiết để bơm hoạt động sẽ thấp hơn trong hệ 
thống phân tích thông thường nên có thể mở 
rộng tốc độ dòng lên đến 10 ml/phút và áp suất 
bơm có thể lên đến vài trăm bar, lúc này lượng 
mẫu rửa giải có thể lên đến vài trăm pg. Cột 
trong HPLC bán điều chế có đường kính trong 
và kích thước hạt pha tĩnh lớn hơn, điều này làm 
gia tăng công suất cột. Tùy lượng mầu cần tách 
mà sử dụng kích thước cột khác nhau. Cột 
thường được sử dụng trong kỳ thuật sắc ký lỏng 
bán điều chế là cột (25 cm X 10 mm, 10 pm), 
với tốc độ dòng khoảng 2-5 ml/phút có thể rửa 
giải lượng mẫu lên đến 500 pg. Độ tan của mầu 
trong pha động cũng ảnh hưởng đến số lượng 
mẫu được tiêm. Nếu thể tích tiêm quá lớn sẽ 
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làm giảm hiệu quả phân tách và độ lặp lại kém. 
Mặt khác, nếu mẫu quá đậm đặc có thể tạo tủa 
trên bề mặt cột. Vì vậy nồng độ mầu phân tích 
cần được lựa chọn phù hợp trước khi bắt đầu 
quá trình phân tách sắc ký. Mục tiêu của 
nghiên cứu này là dùng hệ thống sắc ký lỏng 
bán điều chế để phân lập các alkloid có tác 
dụng sinh học trong tâm Sen với độ tinh khiết 
cao đạt tiêu chuẩn của chất đối chiếu từ 
dược liệu.
2. PHƯƠNG TIỆN VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1 Đối tượng

Tâm Sen được thu hái tại thị trấn Mỹ Thọ, 
huyện Cao Lãnh, tỉnh Đồng Tháp. Đối tượng 
nghiên cứu được định danh bằng cách so sánh 
và mô tả hình thái thực vật với các thông tin trên 
các tài liệu tham khảo thực vật học chuyên 
ngành. Tâm Sen được phơi khô trong mát, loại 
tạp cơ học lẫn vào, được xay ra thành bột, với 
cỡ hạt lọt qua lỗ rây 2 mm và bảo quản trong 
điều kiện phù hợp.
2.2 Hóa chất, trang thiết bị

Dung môi, hóa chất để phân lập đạt tiêu 
chuẩn dược dụng: cloroform, petro ether, 
aceton, ethyl acetat, methanol của hãng 
Chemsol; acid tartric, acid sulfuric của hãng 
Xilong.

Dung môi cho HPLC đạt tiêu chuẩn phân 
tích HPLC: acetonitril, methanol, acid formic, 
acid acetic băng, triethylamin của hãng Merck.

Thiết bị: Hệ thống HPLC Dionex Ultimate 
3000, hệ thống HPLC Hitachi Elite L 2000, bể 
siêu âm Sonorex RK - 1028H, máy cô quay 
chân không Ika RV 05, cân phân tích 5 số ABT 
220-5DM.

2.3 Phương pháp
Bột tâm Sen khô (2 kg) được làm ẩm, chiết 

ngấm kiệt với cồn 70% có chứa acid tartric 
0,5% và được cô áp suất giảm thành dịch chiết 
đậm đặc (1,5 lít). Dịch này được pha loãng với 
H2SO4 2% để yên 24 giờ, lọc bỏ tủa. Dịch nước 
acid được lắc phân bố với eter dầu để loại tạp. 
Dịch chiết được kiềm hóa với NH4OH đến 
pH 10, sau đó chiết với cloroform để thu phân 
đoạn pH 10. Phân đoạn này tiếp tục được hòa 
tan trong H2SO4 2%, để lắng tủa ở nhiệt độ 5°c 
trong 48 h. Phần dịch nước acid được lắc phân 
bố với cloroform đến khi lớp cloroform không 
màu. Kiềm hóa lớp nước acid lên pH 10 bằng 
NH4OH 25%, chiết với cloroform thu lại phân 
đoạn pH 10 đã được loại tạp (1,5 g). Triển khai 
phân đoạn pH 10 trên cột sắc ký pha thuận 
(silicagel 60) có hỗ trợ áp suất (VLC), rửa giải 
với hồn hợp dung môi cloroform - methanol 
90:10 với tỷ lệ methanol tăng dần, thu được 5 
phân đoạn ký hiệu El đến E5. Phân đoạn E5 
được đưa lên hệ thống sắc ký lỏng bán điều chế 
để thu được hai alkaloid tinh khiết. Độ tinh khiết 
của các alkaloid được xác định bằng phương 
pháp HPLC-PDA. cấu trúc các alkaloid phân 
lập được xác định bởi phổ uv, IR, MS, NMR.
3. KẾT QUẢ
3.1 Tách các phân đoạn trên cột VLC

Phân đoạn pH 10 sau khi qua cột VLC thu 
được 5 phân đoạn ký hiệu từ El đến E5. Ket quả 
sắc ký lớp mỏng 5 phân đoạn VLC được trình 
bày trong hình 1. Phân đoạn E5 có 2 alkaloid 
chính với hàm lượng ưu thế, các tạp ở đèn uv 
254 nm mờ và ít tạp ở đèn uv 365 nm nên sẽ 
được chọn cho bước xử lý tiếp theo.
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TT Dragendorff

Hình 1. Sắc ký lớp mỏng các phân đoạn VLC vói hệ dung môi CHCh-MeOH-NHíOH (90:10:5)
3.2 Phân lập alkaloid trên hệ thống sắc ký 
lỏng bán điều chế

Phân đoạn E5 được đưa vào hệ thống sắc ký 
lỏng bán điều chế để thu 2 alkaloid tinh khiết là 
EN-9 (17,6 mg) và EN-10 (13,8 mg). Điều kiện 
Bảng 1. Điều kiện sắc ký lỏng bán điều chế thu alkaloid tinh khiết từ phân đoạn E5
Các yếu tố__________________
Pha tĩnh
Thê tích tiêm mẫu, nồng độ mẫu
Nhiệt độ cột

sắc ký tối ưu cho quá trình phân lập 2 alkaloid 
trong phân đoạn E5 được thể hiện trong Bảng 1. 
Sắc ký đồ 6 lần tiêm mẫu thu hứng 2 alkaloid 
(EN-9 và EN-10) được thể hiện trong Hình 2.

______________________ Các thông số
Cột Gemini C18 (5 pm, 4,6 X 150 mm) 

30 p - 2000 ppm 
30°C

Bước sóng phát hiện (nm) 
Tốc độ dòng pha động 
Chương trình pha động Thời gian (phút)

0—11
%Acetonitril

40

225,272, 284, 320
1 ml/phút 

%TriethylaminO,l%
60
45

0
60

55
100
40

11,1 - 16
16,1-21
21 1 -33

Hình 2. Sắc ký đồ 6 lần tiêm mẫu thu hứng EN-9 và EN-10
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(EN 10). Điều kiện sắc ký xác định độ tinh khiết 
của EN-9 và EN-10 được thể hiện trong bảng 2. 
Sắc ký đồ, sự tinh khiết của peak sắc ký và phổ 
3D của EN-9 được thể hiện trong Hình 3.

3.3 Xác định độ tinh khiết các alkaloid đã 
phân lập trên hệ thống HPLC-PDA

Độ tinh khiết của 2 alkaloid được xác định trên
HPLC-PDA lần lượt là 95,32% (EN-9) và 96,50% 
Bảng 2. Điều kiện sắc ký kiểm tra độ tinh khiết các alkaloid
Các yếu tố
Pha tĩnh
Pha động
Thể tích tiêm mẫu, nồng độ mẫu
Nhiệt độ cột
Bước sóng phát hiện (nm) 
Tốc độ dòng pha động

_______________________________ Các thông số
Cột Acclaim Polar Advatange C16 (5 pm, 4,6 X 250 mm) 

Acetonitril - Triethylamin 0,1% pH 9 (60:40) 
20 pl - 1000 ppm 

25°c 
225,272, 284, 320 

1 ml/phứt
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Hình 3. Kết quả kiểm tra độ tinh khiết của peak và đánh giá % tinh khiết của EN-9
3.4 Xác định cấu trúc của các alkaloid đã 
phân lập bằng các phương pháp phổ học 
3.4.1 Xác định cấu trúc EN-9

Bột màu nâu nhạt, tan tốt trong CHƠ3 và 
MeOH. Phát quang màu xanh dưong sáng dưới uv 
365 nm, tắt quang mờ dưới uv 254 nm. Phổ UV- 
Vis trong MeOH: Ầmax (nm) ở 283,225,209 nm.

Phổi ESI-MS (ES+): m/z = 314,26 [M +H]+ 
và và m/z = 283,30 [M -OCH3]+ (C19H23O3N), 
với độ bất bão hòa là 9. Dữ liệu phổ 13c và 'H 
NMR của EN-9 được trình bày trong Bảng 3, 
biện giải các phổ NMR 1D và 2D của EN-9 có 
thể kết luận EN-9 là armepavin.

Bảng 3. Dữ liệu phổ I3C và 1H của EN-9 trong dung môi CDCI3
TT Vị trí c DEPT ồcppm Owppm
1 c-l CH 64,96 3,71 (1H, í/í4 5,5 Hz; 2,5 Hz)
2 C-3 ch2 46,46 2,81 (1H, m); 3,23 (1H, m)
3 C-4 CH2 25,00 2,62 (1H, w); 2,88 (1H, m)
4 c-4a c 129,01
5 C-5 CH 111,28 6,56 (1H, 5)
6 C-6 c 146,37
7 C-7 c 147,37
8 C-8 CH 111,21 6,03 (lH,s)
9 c-8a c 125,61
10 C-8 CH 111,21 6,03 (1H, 5)
11 C-9 CH2 40,40 2,75(1H, dd, 8 Hz; 6 Hz); 3,12 (1H, dd, 5,5 Hz; 8 Hz)
12 c-l’ c 131,39
13 C-2’; C-6’ CH 130,79 6,92 (2H, d, 8,5 Hz)
14 C-3’; C-5’ CH 115,22 6,66 (2H, d, 8,5 Hz)
15 C-6-OCH3 CH3 55,78 3,83 (1H.S)
16 C-7-OCH3 ch3 55,55 3,57 (1H, 5)
17 N-CH3 ch3 42,34 2,52 (1H, m)
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3.4.2 Xác định cấu trúc EN 10
Tinh thể hình kim, màu trắng, tan tốt trong 

CHCh, kết tinh trong hồn hợp DCM-EtOAc. 
Lúc đầu không phát quang dưới uv 365 nm, 
nhưng sau khi tiếp xúc với không khí trong 
vài phút sẽ phân hủy thành chất phát quang 
màu xanh dương sáng dưới ƯV 365 nm. Phản 
ứng hiện màu với thuốc thử Dragendorff xuất 
hiện chậm.

Phổ UV-Vis trong MeOH: kmax (nm) ở 285, 
227, 210 nm

Phổ ESI-MS (ES+): m/z = 300,26 [M +H]+ 
và m/z = 332,22 [M+Na]+ (C18H21O3N), với độ 
bất bão hòa là 9.

Dừ liệu phổ 13c và 'H NMR của EN-10 được 
trình bày trong Bảng 4, biện giải các phổ 1D và 
2D NMR của EN-10 có thể kết luận EN-10 là 
nor-armepavin.

TT Vị trí c DEPT ỏcppm ôHppm
Bảng 4. Dữ liệu phổ 13c và 'H của EN-10 trong dung môi CDCI3

1 c-l CH 56,66 4,15 (1H, dd, 4,5 Hz; 9,5 Hz)
2 C-3 ch2 40,22 2,95 (1H, m); 3,24 (1H, m)
3 C-4 ch2 29,05 2,76 (2H, t, 5,75 Hz)
4 C-4a c 129,83
5 C-4a c 129,83
6 C-5 CH 111,86 6,59 (1H, 5)
7 C-6 c 147,24
8 C-7 c 147,66
9 C-8 CH 109,64 6,67 (1H, 5)
10 C-8a c 126,97

2,86 (1H, m)
11 C-9 ch2 41,54

3,14 (1H, 4,5 Hz; 9,5 Hz)
12 c-l’ c 129,42
13 C-T, C-6’ CH 130,36 7,02 (2H, d, 8Hz)
14 C-3’, C-5’ CH 115,88 6,64 (2H, d, 8Hz)
15 C-6-OCH3 CH3 56,04 3,86 (3H, s)
16 C-7Ị-OCH3 ch3 55,87 3,84 (3H, s)

19



Tạp chí Khoa học và Kinh tế Phát Triển Trường Đại học Nam cần Thơ ISSN: 25881272. số: 27 (2024)

EN-9 (armepavin) EN-10 (nor-armepavin)
Hình 4. Cấu trúc hóa học ciía EN-9, EN-10 và các tưong tác 2D-NMR

4. THẢO LUẬN
Do trong thành phần hóa học của tâm Sen rất 

đa dạng, trong đó lipid, sáp, chất nhầy, nhựa 
chiếm tỉ trọng khá lớn nên việc lắc phân bố 
lỏng- lỏng gặp nhiều khó khăn vì tạo quá nhiều 
nhũ khi thu alkaloid toàn phần dạng base cũng 
như có quá nhiều tạp màu lẫn trong cao toàn 
phần này. Đó cũng là lý do tại sao hầu hết các 
nghiên cứu trước đây về chiết xuất phân lập tâm 
Sen người ta hay cho cao cồn toàn phần đi qua 
các màng nhựa chọn lọc resin nhằm loại tạp 
màu cũng như phần lipid kém phân cực trước 
khi lắc chiết để hạn chế nhũ cũng như thu 
alkaloid toàn phần sạch hon trước khi tiến hành 
các phương pháp khác để phân lập alkaloid. Tuy 
nhiên, tại Việt Nam việc tìm mua các màng 
nhựa chọn lọc resin gặp khó khăn do không 
đúng chủng loại hoặc quá đắt tiền nên nhóm 
nghiên cứu lựa chọn phương pháp lắc phàn bố 
loại tạp kém phân cực với PE, CHCh ở môi 
trường pH 1-2. Sau đó, phương pháp sắc ký cột 
chân không pha thuận đã được sử dụng nhằm 
tách phân đoạn toàn phần alkaloid ban đầu 

thành những phân đoạn alkaloid có độ phân cực 
khác nhau đáp ứng nhu cầu phân lập cũng như 
loại bớt tạp màu và tạp kém phân cực.

Trong tâm Sen các alkaloid có pKa thay đổi 
trong khoảng 7-8 nên hệ pha động có pH từ 
8,0-9,0 sẽ giúp hầu hết các alkaloid trong tâm 
Sen chuyển về dạng base và phân bố tốt hơn vào 
trong pha động. Mầu từ dược liệu nói chung 
thường chứa rất nhiều thành có độ phân cực 
khác nhau, có thể trải dài từ kém phân cực đến 
rất phân cực. Do đó, kỹ thuật rửa giải gradient 
luôn được lựa chọn vì sự thay đổi tỉ lệ dung môi, 
tốc độ dòng theo thời gian sẽ giúp các chất dễ 
tách nhau hơn và cũng góp phần rút ngắn thời 
gian phân tích. Kiểm tra độ tinh khiết peak của 
alkaloid EN-9, EN-10 đã phân lập bằng cách so 
sánh sự tương đồng phổ uv của những điểm bất 
kỳ trên peak so với phổ trung bình lấy từ 3 điểm 
(01 điếm tại đỉnh peak, 01 điểm bên trái đi lên 
và 01 điểm bên phải đi xuống của đường cong 
peak) với ngưỡng tương đồng 990 và ngưỡng 
nhiễu là 5% cho thấy các peak alkaloid này điều 
đạt độ tinh khiết peak nghĩa là peak này chỉ là 

20



Tạp chí Khoa học và Kinh tế Phát Triển Trường Đại học Nam cần Thơ ISSN: 25881272. số: 27 (2024)

một peak tinh khiết của một chất ở điều kiện sắc 
ký tối ưu. Đế tính % độ tinh khiết của chất phân 
tích, phương pháp quy về 100% diện tích đỉnh 
được sử dụng. Phương pháp được thiết lập trên 
hệ thống máy ở chế độ nhìn trên toàn thang sóng 
và lấy đỉnh lớn nhất (chế độ Max plot). Tất cả 
alkaloid phân lập được đều cho độ tinh khiết 
trên 95%, đáp ứng yêu cầu về độ tinh khiết của 
chất chuẩn từ dược liệu.

Trong trường họp chỉ cần phân lập một 
lượng nhỏ chất tinh khiết (vài pg đến vài mg), 
thay vì dùng cột HPLC điều chế kích thước lớn 
với giá thành cao, có thể dùng cột HPLC phân 
tích sẵn có với kích thước cột nhỏ hơn và có thể 
thu được chất cần thiết bằng cách tiêm lặp lại 
mẫu thử nhiều lần. Điều này được thực hiện trên 
cơ sở độ lặp lại cao của hệ thống HPLC. Ngoài 
ra, kỹ thuật lặp lại còn được áp dụng trong HPLC 
điều chế khi muốn thu một lượng lớn chất điều 
chế. Để gia tăng năng lực điều chế, tiết kiệm thời 
gian và chi phí, nhóm nghiên cứu đã áp dụng kỳ 
thuật cột quá tải, nghĩa là cho qua cột lượng mẫu 
cao hơn năng lực cột. Trong trường họp này, kỳ 
thuật cắt tâm được áp dụng để ưánh nhiễm các 
thành phần tạp có hàm lượng thấp ở vùng phía
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