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Tóm tắt 

Hesperidin là hoạt chất chính thuộc nhóm flavonoid chiếm khoảng 3 % trong dược 
liệu trần bì. Theo các nghiên cứu đã chỉ ra, hesperidin có tác dụng trong việc chống oxy 
hóa, giảm đau và kháng viêm trên hệ thần kinh cũng như tăng cường sức đề kháng cho cơ 
thể. Dược liệu trần bì là một dược liệu đơn giản, dễ kiếm và dễ sử dụng cho tiềm năng 
chiết xuất và phân lập hesperidin với hiệu suất cao. Nghiên cứu tiến hành xây dựng và 
thẩm định quy trình xác định hàm lượng hesperidin trên nền mẫu dược liệu và nguyên liệu 
bằng HPLC. Nghiên cứu đã thành công trong việc hoạt chất hesperidin với độ tinh khiết > 
95 % (HPLC) đủ làm điều kiện để làm nguyên liệu thiết lập chất chuẩn. Quy trình chiết 
xuất và phân lập sử dụng dung môi chiết ethanol 70 % với phương pháp chiết là đun hồi 
lưu sau đó làm sạch với than hoạt tính và được tinh chế trên thiết bị sắc ký điều chế thu 
được hiệu suất thu hồi lớn, quy trình đơn giản và đảm bảo tính kinh tế. 

Từ khóa: Hesridin, chiết xuất, phân lập, trần bì. 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Việt Nam được biết đến là quốc gia có số lượng các loại dược liệu lên đến trên 5000 

loài cây và nấm có tác dụng chữa bệnh được biết đến nhưng số lượng chất chuẩn, hoạt chất 
phân lập được từ các loại dược liệu để phục vụ công tác nghiên cứu cũng như kiểm nghiệm 
lại chưa đến một phần mười các loại dược liệu. Cụ thể, hiện nay chỉ có 2 cơ quan chính có 
cung cấp và sản xuất các loại chất chuẩn (bao gồm các hoạt chất tổng hợp hóa học và các 
hoạt chất phân lập dược liệu) là Viện kiểm thuốc trung ương và Viện kiểm thuốc thành phố 
Hồ Chí Minh. Tại Viện Kiểm nghiệm thuốc trung ương, có hơn 10 loại chất chuẩn có nguồn 
gốc từ dược liệu còn tại Viện Kiểm nghiệm thuốc thành phố Hồ Chí Minh là hơn 20 loại. 
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Ngoài ra, vào năm 2008, Nguyễn Minh Đức và các cộng sự đã tiến hành đề tài 
nghiên cứu cấp Nhà nước và thực hiện phân lập tinh chế được hơn 24 hợp chất thông dụng 
từ dược liệu có hàm lượng > 95 % [1].  

Do đó, để có thể vừa kịp thời đáp ứng nguồn nguyên liệu để phục vụ quá trình thiết 
lập chất chuẩn, vừa tiết kiệm thời gian và chi phí cho việc mua các nguyên liệu từ các nhà 
cung cấp nước ngoài, việc chiết xuất và phân lập cách chất từ dược liệu hiện nay là rất cần 
thiết. 

Hiện nay, trên thị trường các mặt hàng thực phẩm bảo vệ sức khỏe có nguồn gốc từ 
dược liệu, nhóm sản phẩm giúp giảm đau, chống oxy hóa đang chiếm một khối lượng lớn 
bên cạnh các mặt hàng về nhóm xương khớp, giảm cân… Trong số rất nhiều các dược liệu, 
hoạt chất trong nhóm giảm đau, chống oxy hóa, hesperidin từ dược liệu Trần bì được đánh 
giá là một trong các hoạt chất có tiềm năng ứng dụng lớn nhờ các tác dụng chống viêm trên 
hệ thần kinh cũng như tăng cường cải thiện hệ thống miễn dịch cơ thể [2-3]. Cũng chính vì 
sự đa dạng đó mà nhu cầu kiểm nghiệm, xác định hàm lượng hesperidin trong các sản 
phẩm cũng ngày một tăng cao và đặt ra yêu cầu cần phải có nguồn nguyên liệu ổn định để 
xây dựng chất chuẩn hesperidin. 

Theo quy định của Dược điển Việt Nam V, dược liệu Trần bì phải chứa ít nhất 3 % 
hesperidin thì mới đạt yêu cầu. Hesperidin là một glycoside có cấu trúc như Hình 1 có 
phần aglycon là hesperitin liên kết với 1 đường glucose và 1 đường rhamnose [4]. 

 
Hình 1. Cấu trúc phân tử Hesperidin 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu của đề tài là dược liệu trần bì và hoạt chất hesperidin. 
2.2. Hóa chất, chất chuẩn 

Chất chuẩn sử dụng trong nghiên cứu bao gồm chuẩn hesperidin (Sigma, Code 
50162; độ tinh khiết 98,5 %). Ngoài ra, một số hóa chất khác được sử dụng trong quá trình 
khảo sát, chiết xuất, phân lập bao gồm: methanol, dichloromethan, acetonitril, petroleum 
ether, ethanol, than hoạt tính, ethylacetat, dimethylsulfoxide, acid acetic, acid phorphoric… 
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2.3. Thiết bị và dụng cụ 

Các thiết bị và dung cụ được sử dụng bao gồm: rung siêu âm, bộ chiết hồi lưu, bộ lọc 
Buchner, bình ngâm và bình chứa có dung tích thích hợp từ 250 mL đến 2000 mL; các 
dụng cụ thủy tinh trong phòng thí nghiệm; thiết bị sắc ký lỏng điều chế Alliance e2695 
Separation Module kết nối detector Alliance 2998PDA của hãng Waters. 
2.4. Thực nghiệm và phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Xây dựng quy trình xác định hàm lượng hesperidin trong dược liệu trần bì bằng HPLC  

Dựa trên tính chất hóa lý và các tài liệu tham khảo [5-6], nghiên cứu đã khảo sát điều 
kiện phân tích hesperidin trên HPLC. Sau khi hoàn thiện quy trình xử lý mẫu và chọn được 
các điều kiện phân tích trên thiết bị HPLC, quy trình phân tích hesperidin trong dược liệu 
và nguyên liệu sẽ được thẩm định đầy đủ các thông số về thẩm định phương pháp hóa học 
theo yêu cầu của AOAC với các thông số: Độ đặc hiệu, khoảng tuyến tính, độ lặp lại, độ 
tái lặp nội bộ, độ thu hồi, giới hạn định lượng và giới hạn phát hiện. 
2.4.2. Khảo sát và xây dựng quy trình chiết xuất, phân lập hesperidin từ dược liệu trần bì. 

2.4.2.1. Xây dựng quy trình chiết hesperidin từ dược liệu trần bì 

Từ những năm 2002, các phương pháp chiết xuất và phân lập hesperidin đã được xây 
dựng bằng cách kiềm hóa dịch chiết rồi thay đổi đến pH thích hợp làm kết tinh lại các tinh 
thể hesperidin thô [7]. Kết hợp cùng các kết quả thu được từ các khảo sát dung môi chiết 
trong quá trình xây dựng quy trình phân tích hesperidin trong dược liệu trần bì bằng HPLC 
và các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình làm giàu, cô thu hồi dung môi, chi phí và tính an 
toàn để lựa chọn dung môi chiết thích hợp, nghiên cứu tiếp tục khảo sát lựa chọn phương 
pháp chiết thích hợp bao gồm 2 phương pháp: Đun hồi lưu và ngâm nóng có sự hỗ trợ của 
rung siêu âm.  
2.4.2.2. Khảo sát quy trình làm sạch hesperidin thô 

Dựa trên tính chất khó tan trong một số dung môi hữu cơ của Hesperidin, lượng 
hesperidin thô thu được từ quá trình chiết sẽ được tiến hành làm sạch theo 3 phương pháp: 
(1) rửa tạp với methanol, (2) rửa tạp với Dicloromethan; (3) làm sạch với than hoạt tính để 
lựa chọn phương pháp làm sạch thích hợp để đạt độ tinh khiết > 80 % trước khi chuẩn bị 
đưa vào tinh chế trên thiết bị sắc ký lỏng điều chế.  
2.4.2.3. Khảo sát quy trình tinh chế trên sắc ký lỏng điều chế 

Dựa trên các điều kiện tối ưu trên HPLC, hệ dung môi được dùng để khảo sát trên 
thiết bị sắc ký điều chế gồm: 

- Hệ 1: Đẳng dòng kênh A acid phosphoric 1 % : kênh B ACN 50 : 50 

- Hệ 2: Đẳng dòng kênh A acid phosphoric 1 % : kênh B ACN 30 : 70 

- Hệ 3: Đẳng dòng kênh A acid phosphoric 1 % : kênh B ACN 10 : 90 
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Cụ thể: dung dịch chuẩn hesperidin 992 ppm được tiêm vào hệ thống sắc ký điều chế 
lần lượt theo các hệ pha động khảo sát, so sánh hình dáng peak và thời gian lưu để lựa 
chọn điều kiện thu mẫu trên thiết bị sắc ký điều chế với 2 mục tiêu: (1) thu được hesperidin 
đã loại bỏ tối đa các hợp chất khác từ dược liệu; (2) tiết kiệm tối đa thời gian và chi phí sản 
xuất. 

III. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 
3.1. Kết quả xây dựng phương pháp phân tích trên HPLC 

Qua khảo sát đã chọn được điều kiện phân tích bao gồm Cột sắc ký: C18 (4,6 mm × 
250mm × 5µm); Pha động theo chế độ gradient với: Kênh A H3PO4 1 %; Kênh B: 
Methanol; Bước sóng phát hiện: 280 nm 

Khảo sát các dung môi chiết gồm DMSO, methanol 70 %, ethanol 70 % và ethanol 
100 %. Ethanol 70 % được lựa chọn để chiết hesperidin từ mẫu dược liệu Trần bì. Số lần 
chiết tối ưu cũng được xác định là 03 lần vì kết quả độ thu hồi sau lần chiết thứ 3 chiếm 
chưa đến 1% so với tổng hàm lượng chất chiết. 

Như vậy, dược liệu Trần bì sau khi được xay nhỏ đồng nhất sẽ được cân chính xác 
khoảng 1 g mẫu đối với mẫu dược liệu và khoảng 0,1 g đối với mẫu nguyên liệu và ống ly 
tâm 50 mL sau đó bổ sung thêm khoảng 35 mL dung môi chiết Ethanol 70 %, rung siêu âm 
trong 30 phút ở 60C. Ly tâm thu dịch chiết, chiết lặp lại thêm 02 lần. Gộp dịch chiết và 
định mức đến 100mL. Lọc lấy dịch chiết và pha loãng thích hợp trước khi phân tích trên 
HPLC.  

Tiến hành thẩm định phương pháp xác định hàm lượng hesperidin trong nền dược 
liệu và nguyên liệu bằng HPLC cho thấy phương pháp có độ đặc hiệu đạt yêu cầu về độ 
đặc hiệu khi không xuất hiện píc hesperidin trên nền mẫu trắng đồng thời độ lệch thời gian 
lưu giữa ở mẫu thực, mẫu thực thêm chuẩn với mẫu chuẩn tương ứng là 0,62 % và 0,74 % 
như Hình 2. Các mẫu chiết dược liệu được tiến hành theo quy trình xử lý và phân tích mẫu 
để đánh giá độ lặp lại cho kết quả độ lệch chuẩn tương đối RSD = 1,63 % (n = 6); độ tái 
lặp nội bộ được thực hiện thêm 06 mẫu chiết vào một ngày khác cho độ lệch chuẩn tương 
đối RSD = 1,64 %. Độ đúng được thực hiện bằng cách thêm chuẩn tại 3 mức nồng độ, mỗi 
nồng độ thực hiện 6 lần và đánh giá độ thu hồi. Kết quả thu được độ thu hồi R% từ 97,2 % 
- 101 %. 

Giới hạn định lượng, giới hạn phát hiện được thực hiện bằng các thêm chuẩn ở mức 
hàm lượng thấp và thực hiện phân tích 10 lần đánh giá giá trị R nằm trong khoảng từ 4 - 
10. Kết quả thu được với giá trị giới hạn định lượng là 0,89 mg/g.  

Thực hiện tương tự quy trình thẩm định đối với nền mẫu nguyên liệu, sau khi thu 
được hoạt chất phân lập từ quá trình chiết, tinh chế, nguyên liệu được sử dụng để tiến hành 
thẩm định quy trình phân tích cho kết quả độ lặp lại với RSD khoảng 0,52 %, độ thu hồi ở 
cả 03 mốc 120 %, 100 % và 80 % đều đạt từ 99,2 % - 101 %.  
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Hình 2. Sắc ký đồ độ đặc hiệu (a) mẫu trắng, (b) mẫu chuẩn Hesperidin,  

(c) mẫu thêm chuẩn, (d) mẫu thực dược liệu Trần bì 

Kết quả khảo sát và xây dựng các phương pháp xác định hesperidin trên nền dược 
liệu, nguyên liệu cho thấy 02 phương pháp HPLC phù hợp làm công cụ để xác định hàm 
lượng hesperidin cũng như xác định độ tinh khiết của hesperidin trong từng giai đoạn. 
3.2. Quy trình chiết xuất 

Đối với quy trình chiết mẫu, kết quả khảo sát phương pháp chiết mẫu cho thấy trong 
cùng một thời gian chiết là 2 giờ, cùng chung một lượng dược liệu cũng như lượng dung 
môi chiết, phương pháp chiết đun hồi lưu cho khả năng chiết cao hơn gần như gấp đôi so 
với phương pháp ngâm nóng có sử dụng rung siêu âm, màu sắc của dịch chiết cũng có sự 
khác biệt lớn bởi sự tuần hoàn dung môi và khả năng thấm vào các mảnh dược liệu nhỏ tốt 
hơn khi có sự sôi của dung môi chiết của phương pháp đun hồi lưu.  
3.3. Quy trình làm sạch và tinh chế trên sắc ký lỏng điều chế  

3.3.1. Quá trình làm sạch 

Hesperidin thô thu được sau chiết sẽ được đem tiến hành làm sạch cho thấy việc rửa 
tạp với methanol và dichloromethan cho hiệu quả không cao. Về cảm quan, cắn thu được 
sau rửa có màu giống trước khi rửa, ngoài ra, trong quá trình rửa và thu cắn trở lại có tình 
trạng mất mẫulớn do quá trình lọc và rửa trong cốc có mỏ và đổ loại bỏ dung môi rửa. 
Ngược lại, đồi với việc hấp thụ tạp màu bằng than hoạt tính cho hiệu quả tốt hơn. Đầu tiên 
về mặt cảm quan, màu sắc của cắn sau loại tạp sạch và có màu vàng nhạt hơn so với cắn 
thô. Hiệu suất của quá trình loại tạp cũng tốt hơn do toàn bộ quá trình chỉ xảy ra trong một 
bình hấp phụ và được cô dung môi làm giàu mẫu. 

(a) 
(b) 

(c) (d) 
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3.3.2. Quá trình tinh chế trên sắc ký điều chế 

Khảo sát trên thiết bị sắc ký lỏng điều chế cho thấy hệ pha động đẳng dòng gồm 
kênh A acid phosphoric 1 %, kênh B Acetonitril tỷ lệ 30 : 70 là hệ cho hình dáng peak ổn 
định như Hình 3, thời gian lưu ngắn giúp tiết kiệm chi phí nhất.  
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Hình 3. Sắc ký đồ thu dịch tinh chế trên thiết bị sắc ký điều chế 

Cắn sau làm sạch được hòa tan trở lại trong ethanol 70 % và được tinh chế trên thiết 
bị sắc ký điều chế theo quy trình trên với tốc độ dòng 60 mL/ph cho phần dịch chiết thu 
được từ phút 3,75 đến phút 4,00. Phần dịch sau tinh chế này được cô dung môi làm giàu và 
phần cắn sau khi cô sẽ được lọc thu hesperidin thu được sản phẩm cuối như Hình 4 được 
sau toàn bộ quá trình sẽ được đem xác định các đặc tính về cảm quan, phổ đồ. 

  
Hình 4. Sản phẩm hesperidin (Từ trái sang phải: hesperidin thô; hesperidin sau làm sạch; 

hesperidin tinh chế) 

Sản phẩm hesperidin thu được sau quá trình tinh chế được tiến hành phân tích xác 
định hàm lượng theo quy trình đã được thẩm định trên nền nguyên liệu với số lần lặp n = 6. 
Giá trị hàm lượng trung bình hesperidin trong mẫu được xác định là 96,58 % (chưa tính 
hàm ẩm) như trong Bảng 1. 
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Bảng 1. Giá trị hàm lượng hesperidin trong mẫu tinh chế 

STT m (g) 
V 

(mL) 
k Diện tích píc 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Hàm lượng 

(mg/g) 

TB 

(mg/g) 

RSD 

(%) 

1 0,1015 100 25 638299 39,0 961 

965 1,08 

2 0,1000 100 25 629938 38,5 962 

3 0,1003 100 25 639495 39,1 974 

4 0,1004 100 25 638414 39,0 971 

5 0,1025 100 25 636082 38,9 948 

6 0,1002 100 25 639880 39,1 976 
 

Như vậy, sau quá trình chiết xuất và tinh chế hesperidin từ dược liệu Trần bì từ 
104,94 g dược liệu ban đầu, nghiên cứu đã thu được 1,35 g nguyên liệu hesperidin với độ 
tinh khiết 96,58 % (HPLC). Quy trình chiết xuất và tinh chế được tiến hành như sau: Dược 
liệu Trần bì được loại bỏ tạp thô và xay nhỏ đến kích thước khoảng 0,5 - 1 cm, ngâm loại 
béo bằng petroleum ether tỷ lệ 100 g dược liệu : 500 mLdung môi. Loại bỏ phần dung môi, 
để khô tự nhiên, tiến hành chiết đun hổi lưu với tỷ lệ 100 g dược liệu 500 mL dung môi 
ethanol 70 %, chiết 03 lần. Dịch chiết thu được đem cô thu hồi dung môi để thu được 
khoảng 50 - 100 mL dịch sau cô. Chỉnh pH dịch sau cô về 4,0 - 4,5 bằng HCl. Bổ sung 
thêm 100 mL methanol, để lạnh kết tinh qua đêm. Lọc trên phễu lọc thu cắn hesperidin thô. 
Phân tán lại hesperidin thô trong ethanol 70 % thêm than hoạt tính theo tỷ lệ 5 g hesperidin 
thô : 1L dung môi : 2,5 g than hoạt tính. Rung siêu âm trong 1 - 2 h tại 30C. Lọc nóng loại 
bỏ than hoạt tính. Dịch được lọc lại qua màng 0,22 µm. Cô dung môi thu hesperidin sau 
làm sạch. Hòa tan hesperidin sau làm sạch bằng methanol (có bổ sung 1 - 2 giọt DMSO trợ 
tan) tinh chế trên sắc ký điều chế. Dịch thu trên thiết bị điều chế được cô thu hổi dung môi, 
chỉnh pH về 4,0 - 4,5, kết tủa lại bằng methanol và lọc thu sản phẩm. Sắc kỳ đồ nguyên 
liệu hesperidin thu được sau quá trình chiết và tinh chế được đưa ra ở Hình 5.  
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Hình 5. Sắc kỳ đồ nguyên liệu hesperidin thu được sau quá trình chiết và tinh chế 
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IV. KẾT LUẬN 
 Trần bì sử dụng các dung môi đơn giản kết hợp cùng thiết bị sắc ký điều chế đã thu 

được 1,35 g nguyên liệu hesperidin có độ tinh khiết 96,58 % (HPLC) từ khoảng 100 g 
dược liệu trần bì. Tuy nhiên, với việc sử dụng thiết bị sắc ký điều chế, chi phí cho việc 
nâng cao độ tinh khiết của toàn bộ quy trình phân lập đẩy lên rất nhiều do lượng dung môi 
sử dụng lớn. Do đó, cần tiếp tục xem xét và tối ưu hóa cho quá trình tinh chế này cũng như 
tìm ra phương thức tối ưu để tận dụng lượng dung môi loại bỏ trong quá trình tinh chế.  
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Development of the process for extracting and isolating hesperidin  
from Chenbi to establish as a reference standard 
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Abstract 
 

Hesperidin is the main active ingredient in the flavonoid group, accounting for about 
3 % of Chenbi. According to studies, hesperidin has anti-oxidant, analgesic, and anti-
inflammatory effects on the nervous system as well as enhancing the body's resistance. 
Chenbi is a simple medicine, easy to obtain, and uses medicinal material for the potential 
extraction and isolation of Hesperin with high yield. The study developed and validated the 
process of determining hesperidin on medicinal samples and raw materials by HPLC. The 
study was successful in making the active ingredient hesperidin with a purity > 95 % 
(HPLC) sufficient as a condition to be used as a referenced material. Extraction and 
isolation process using 70 % ethanol extraction solvent with extraction method is reflux 
heating then cleaning with activated carbon and purified on chromatographic equipment to 
obtain high recovery efficiency, simple and economical process. 

Keywords: Hesridin, extraction, isolation, Chenbi. 
 
 


