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ABSTRACT

Separation and identification of the active pharmacological
compounds from some medicinal plants (Citrus aurantifolia,
Rhodomyrtus tomentosa, Camellia sinensis) by Thin Layer
Chromatography (TLC) showed the yields of crude extracts ob-
tained from Citrus aurantifolia, Rhodomyrtus tomentosa and
Camellia sinensis leaves at 1.5%, 5.62% and 10.4% respectively.
Toluene: ethyl acetate (93:7) (v:v) solvent was suitable for the
separation of active compounds in crude extract of Citrus auran-
tifolia, Rhodomyrtus tomentosa leaves while chloroform: ethy-
lacetate: formic acid (5:4:1) (v:v:v) solvent was suitable for the
extraction of active compounds in crude extract from Camellia
sinensis leaves. Furthermore, the results showed that the num-
ber of compounds in extract from Citrus aurantifolia were likely
affected by the vacuum evaporator effects. The TLC fingerprints
of all three medicinal plants had the same visual ability when
the fingerprint detected by UV (λ = 254 nm) and the reagent
containing 0.1 g vanillin in 28 mL of methanol: 1 mL of sulfuric
acid. In brief, the three active compounds including citral (Cit-
rus aurantifolia), rhdomyrtone (Rhodomyrtus tomentosa) and
catechin hydrate (Camellia sinensis) contained in the extract
of 3 medicinal herbs had the limited detection (LOD) at 195
ng/spot, 321.5 ng/spot and 625 ng/spot, respectively.
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TÓM TẮT

Phân tách và xác định một số hoạt chất có tác động dược học
từ chiết xuất của một số cây dược liệu (chanh, sim và trà xanh)
bằng kỹ thuật sắc ký bản mỏng (Thin Layer Chromatography,
TLC) cho thấy hiệu suất khi thu hồi cao từ lá chanh, lá sim và
lá trà xanh ở mức 1,5%, 5,62% và 10,4%. Hệ dung môi toluen:
ethyl acetate (93:7) (v:v), phù hợp để phân tách các hoạt chất
trong cao thô chiết xuất từ lá chanh và lá sim; hệ dung môi
chloroform: ethyl acetate: acid formic (5:4:1) (v:v:v) phù hợp
trong phân tách hoạt chất trong cao thô chiết xuất từ lá trà
xanh. Ngoài ra, cô quay chân không có thể làm thay đổi số
lượng các hoạt chất trong thành phần dịch chiết lá chanh. Sắc
ký đồ của dịch chiết lá chanh, sim và trà xanh cho kết quả
tương đương khi phát hiện trên bản mỏng sắc ký bằng buồng
soi UV (λ = 254 nm) và thuốc thử 0,1 g vanillin trong 28 mL
methanol: 1 mL sulfuric acid. Ba hoạt chất có đặc tính dược học
bao gồm citral (chanh), rhdomyrtone (sim) và catechin hydrate
(trà xanh) có trong thành phần tách chiết của 3 dược liệu có
giới hạn phát hiện (LOD) ở mức 195 ng/vệt, 321,5 ng/vệt và
625 ng/vệt sắc ký đồ.

1. Đặt Vấn Đề

Sử dụng cây dược liệu trong phòng và trị bệnh
trên vật nuôi đang là một trong những giải pháp
được quan tâm nhằm thay thế cho nhiều dược
phẩm và kháng sinh đã bị đề kháng (Sibanda &
ctv., 2007; Matthew & ctv., 2017).

Nguồn cây dược liệu ở các quốc gia nhiệt đới
như Việt Nam rất phong phú và đa dạng (Do,
2004). Tuy nhiên, việc tận dụng các nguồn dược
liệu sẵn có này trong lĩnh vực chăn nuôi thú y
hiện nay vẫn còn giới hạn về chủng loại cây dược
liệu. Nguyên nhân chính làm giới hạn khả năng
sử dụng cây dược liệu là do thành phần và hàm
lượng các hoạt chất có khả năng kháng khuẩn,
kháng viêm và các tác dụng dược lực khác (kể cả
độc tính) của các dược liệu này vẫn chưa được
hiểu rõ do hạn chế về phương pháp phân tích.
Một số phương pháp truyền thống (soi vi phẫu,
hóa học,...) cho kết quả có độ chính xác chưa cao
trong khi các phương pháp hiện đại khác như

sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) lại cần nhiều
trang thiết bị, chất chuẩn đối chiếu, thao tác khá
phức tạp và đắt tiền. Nhu cầu đặt ra là cần phải
có một phương pháp thực hiện đơn giản hơn, chí
phí thấp nhưng cho kết quả chính xác và có độ
tin cậy cao.

Sắc ký lớp mỏng (thin layer chromatography)
là một trong những phương pháp ứng dụng
thường xuyên trong phân tích và kiểm nghiệm
dược liệu vì có những ưu điểm như dễ thực hiện,
độ nhạy và đặc hiệu cao, thời gian phân tích
nhanh và chi phí phân tích thấp so với các phương
pháp khác (Wagner & Bladt, 1996; Ashray, 2012).
Sử dụng phương pháp TLC để phân tách thành
phần hoạt chất của 3 loại cây (trà xanh, chanh
và sim) và xác định một loại hoạt chất chính có
hoạt tính dược lực (citral, catechin, rhodomyr-
tone) trong từng loại cây này sẽ đem đến khả
năng ứng dụng trong thú y để thay thế các dược
phẩm và tăng giá trị kinh tế của các cây dược
liệu sẵn có.
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2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Chuẩn bị mẫu

Nguyên liệu: lá chanh ta (Citrus aurantifolia),
lá sim (Rhodomyrtus tomentosa), lá trà xanh
(Camellia sinensis) có nguồn gốc từ tỉnh Lâm
Đồng. Nguyên liệu sau đó được rửa sạch dưới vòi
nước, để ráo nước ở nhiệt độ phòng, sau đó xay
nhỏ.

2.2. Chiết xuất hoạt chất từ cây dược liệu

Chiết xuất hoạt chất từ cây dược liệu được
thực hiện theo phương pháp ngâm với dung môi
chiết xuất acetone. Đầu tiên, cân chính xác 50 g
mẫu đã chuẩn bị cho vào bình tam giác (1.000
mL), tiếp tục cho thêm 500 mL acetone (Xilonh,
Trung Quốc) (Eloff, 1988). Bình chứa hỗn hợp
dung dịch sau đó được lắc đều, lọc bằng giấy lọc
(Hangzhou Special Paper Industry, Trung Quốc);
dịch qua lọc (dịch chiết) được thu nhận và bảo
quản trong bình thuỷ tinh (1.000 mL) ở 40C.

Dịch chiết dược liệu của mỗi loại nguyên liệu
được chia thành hai phần thể tích bằng nhau.
Một phần được loại bỏ dung môi bằng hệ thống
cô quay chân không (Stuart, Anh) (Auemphon
& ctv., 2015) ở điều kiện nhiệt độ phòng để thu
nhận cao thô nhằm đánh giá sự biến đổi thành
phần hoạt chất của dịch chiết dược liệu dưới tác
động của cô quay chân không; phần dịch chiết
còn lại sẽ sử dụng trực tiếp để phân tích bằng
phương pháp TLC.

Hiệu suất cao thô (%) =
m× 100

0, 5×M
(Charles,

2012)
Trong đó:
m: trọng lượng cao thô thu được sau khi cô

quay chân không.
M: trọng lượng mẫu dược liệu ban đầu.

2.3. Phân tách thành phần hoạt chất từ chiết
xuất cao thô bằng phương pháp TLC

2.3.1. Pha loãng cao thô

Cao thô thu nhận sau cô quay được pha loãng
thành nồng độ 20 mg/mL bằng acetone (Eloff &
ctv., 2011) sau đó được lọc qua đầu lọc có đường
kính 0,22 µm để chuẩn bị thực hiện sắc ký.

2.3.2. Phương pháp thực hiện

Cao thô (nồng độ 20 mg/mL) hoặc dịch chiết
tươi của các loại dược liệu được phun lên bề mặt
bản mỏng aluminium backed silica gel 60 F254
(Merck, Đức) (Eloff & ctv., 2011) trên hệ thống
máy sắc ký bản mỏng bán tự động (Camag, Thụy
Sĩ), thể tích phun 5 µL/vệt, tốc độ phun 250
nL/giây, độ rộng vệt phun 8 mm (Hướng dẫn sử
dụng Camag, Thụy Sĩ). Bản mỏng sau khi được
phun mẫu được để khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng,
sau đó được đặt trong bình hai đáy kích thước 20
× 10 cm chứa dung môi khai triển cho phép các
hoạt chất trong mẫu di chuyển và phân tách trên
bản mỏng tuỳ theo độ phân cực. Khả năng phân
tách hoạt chất được đánh giá trên hai hệ dung
môi khai triển dùng ngâm bản mỏng: (1) chlo-
roform: ethylacetate: acid formic (5:4:1) (v:v:v)
(CEF) (Eloff & ctv., 2011) và (2) toluen: ethylac-
etate (93:7) (v:v) (TE) (Wagner & Bladt, 1996).

2.3.3. Đọc kết quả TLC

Kết quả phân tách hoạt chất trên sắc ký đồ
được quan sát bằng buồng soi UV (Camag, Thụy
Sĩ) với bước sóng 254 nm (VPC, 2009) hoặc quan
sát bằng mắt thường sau khi phun thuốc thử
vanillin 0,1 g trong 28 mL methanol: 1 mL sulfu-
ric acid (Eloff & ctv., 2011).

2.4. Xác định sự hiện diện hoạt chất chính có
tác dụng dược lý từ thành phần chiết xuất
của mỗi loại cây dược liệu

2.4.1. Chọn hoạt chất chính có hoạt lực dược lý
cho mỗi loại chiết xuất dược liệu

Hoạt chất chính có tác động dược lý có trong
dịch chiết từ mỗi loại cây dược liệu được lựa dựa
trên hoạt tính kháng khuẩn. Một số nghiên cứu
gần đây cho thấy rhodomyrtone có trong cao chiết
từ lá sim có hiệu quả kháng khuẩn tốt đối với
một số vi khuẩn gram dương (Surasak & ctv.,
2009; Hiranrat, 2010; Surasak & ctv., 2012) đặc
biệt là S. aureus kháng methicillin (methicillin-
resistant Staphylococcus aureus - EMRSA), S. au-
reus kháng vancomycin (vancomycinintermediate
Staphylococcus aureus - VSA) và enterococcus
kháng vancomycin (vancomycinresistant entero-
coccus - VRE) (Sukanlaya & ctv., 2013). Ngoài
ra, các loại catechin trong trà xanh đã được chứng
minh là có tác dụng gây tổn hại màng tế bào, ức
chế quá trình tổng hợp acid béo và ức chế hoạt
động một số loại emzyme của vi khuẩn (Wanda,
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2014). Bên cạnh đó, tác dụng kháng khuẩn và
kháng nấm của citral trong lá chanh cũng được
chứng minh trong nhiều nghiên cứu khác nhau
(Grace, 1989; Maria & ctv., 2014; Chao & ctv.,
2016).

2.4.2. Chất chuẩn đối chiếu

Các chất chuẩn bao gồm: citral (ci) (tinh khiết
95%) (C83007, Sigma, Mỹ), rhodomyrtone (rh)
(tinh khiết ≥ 95%) (SMB00114, Sigma, Mỹ) và
catechin hydrate (ca) (tinh khiết ≥ 98%) (C1252,
Sigma, Mỹ) lần lượt được chọn làm chất chuẩn
đối chiếu khi xác định sự hiện diện của các hoạt
chất này trong dịch chiết thô của lá chanh, lá sim
và lá trà xanh.

Các chất chuẩn được pha loãng trong acetone
theo 12 mức nồng độ chuẩn từ cao đến thấp (cat-
echin hydrate: 2 µg/µl, 1 µg/µl...0,001 µg/µl; cit-
ral: 20 µg/µl, 10 µg/µl...0,01 µg/µl và rhodomyr-
tone: 1 µg/µl, 0,5 µg/µl...0,0004 µg/µl).

Các dãy chất chuẩn có nồng độ giảm dần này
được dùng trong xác định giới hạn phát hiện
(Limit Of Detection, LOD) của các chất này theo
phương pháp TLC. Giới hạn phát hiện của một
chất (LOD) được xác định là nồng độ pha loãng
cuối cùng tính trên 1 vệt sắc ký mà vẫn có thể
phát hiện được trong một điều kiện thực hiện
sắc ký nhất định. Giới hạn phát hiện được khẳng
định bằng cách thực hiện TLC lập lại 10 lần đối
với mức nồng độ được xác định là LOD.

2.4.3. Phương pháp xác định sự hiện diện hoạt
chất chính có tác dụng dược lý trong dịch
chiết

Sự hiện diện của hoạt chất có tác dụng dược lý
(citral, rhodomyrtone, catechin) trong mẫu cao
chiết được xác định dựa vào việc so sánh hệ số di
chuyển Rf của vệt sắc ký với hệ số Rf của chất
chuẩn đối chiếu.

Giới hạn phát hiện của citral, rhodomyrtone,
catechin, cũng được xác định trong điều kiện sắc
ký tối ưu đối với từng loại dược liệu.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Hiệu suất cao thô

Hiệu suất cao thô của các dược liệu khảo sát
được trình bày trong Bảng 1. Kết quả cho thấy
hiệu suất cao thô của lá trà xanh ở mức 10,4% cao
hơn gấp 1,85 lần hiệu suất cao thô thu nhận từ

lá sim và gấp 6,9 lần hiệu suất cao thô thu nhận
từ lá chanh. Theo Eloff & ctv. (2011), dược liệu
khi chiết bằng acetone có số lượng hợp chất chiết
được cao hơn khi chiết bằng các phương pháp và
dung môi khác được đề nghị trong dược điển về
thảo dược của Anh. Tuy nhiên, nghiên cứu của
Asadhawut (2010) ghi nhận hiệu suất chiết cao
thô từ lá sim trong dung môi acetone (2,22%)
thấp hơn so với khi chiết trong cồn (methanol)
(5,31%). Ngoài ra, hiệu suất cao thô còn phụ
thuộc vào rất nhiều yếu khác nhau như thời
điểm thu hái, trạng thái nguyên liệu (tươi/khô),
phương pháp chiết...

Bảng 1. Hiệu suất của các loại cao thô

Dược liệu Hiệu suất cao thô (%)
Chanh 1,50
Sim 5,62
Trà xanh 10,40

3.2. Phân tách thành phần hoạt chất từ chiết
xuất cao thô bằng phương pháp TLC

3.2.1. Ảnh hưởng của cô quay chân không đến số
lượng hoạt chất có trong thành phần dịch
chiết

Kết quả phân tách trên bản mỏng cho thấy
không có sự khác biệt số lượng các hoạt chất trong
dịch chiết lá sim và lá trà xanh khi sử dụng cô
quay chân không để loại bỏ dung môi chiết xuất
ở điều kiện nhiệt độ phòng (Bảng 2). Trong khi
đó, nếu sử dụng bước loại bỏ dịch chiết bằng cô
quay chân không cho kết quả phân tách các hoạt
chất từ chiết xuất sim và trà xanh rõ nét và đậm
màu hơn (Hình 1).

Bảng 2. Số lượng hoạt chất (số vệt) trong
dịch chiết dược liệu khi phân tách bằng TLC

Dược liệu Dung môi
khai triển

Số vệt sắc ký
phát hiện

Cô
quay

Không
cô quay

Chanh TE 4 9
Sim TE 10 10
Trà xanh CEF 11 11

Trái lại, khi phân tách thành phần hoạt chất
từ chiết xuất lá chanh cho thấy có sự khác biệt rõ
rệt trên sắc ký đồ giữa mẫu dịch chiết lá chanh
thu nhận sau cô quay chân không và dịch chiết
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Hình 1. Kết quả phân tách hoạt chất trên sắc ký
đồ của dịch chiết từ lá sim (I) và trà xanh (II) trải
qua cô quay chân không (C) và không cô quay chân
không (K) quan sát bằng UV (λ = 254 nm).

tươi không qua cô quay chân không (Hình 2).
Mẫu dịch chiết lá chanh qua cô quay chân không
(Hình 2C) cho kết quả phân tách trên bản mỏng
với số vệt sắc ký (4 vệt, mỗi vệt tương ứng với một
hoạt chất) thấp hơn số vệt sắc ký khi phân tách
từ mẫu dịch chiết lá chanh không qua cô quay
chân không (Hình 2K) (9 vệt sắc ký). Đồng thời,
kết quả Hình 2 cũng cho thấy duy nhất chỉ có thể
phát hiện được citral (một loại hoạt chất sinh học
có tác dụng diệt khuẩn) khi thực hiện TLC với
mẫu dịch chiết không cô quay chân không.

Hình 2. Sắc ký đồ của dịch chiết từ lá chanh trải
qua cô quay chân không (C) và không cô quay chân
không (K) khi khai triển trong TE và quan sát bằng
UV (λ = 254 nm).

3.2.2. Kết quả phân tách hoạt chất từ chiết xuất
cây dược liệu theo loại dung môi khai triển
sắc ký

Sử dụng dung môi khai triển sắc ký là bước
quan trọng quyết định khả năng phân tách trên
bản mỏng những hoạt chất trong thành phần
chiết xuất của dược liệu. Trong nghiên cứu này,
chiết xuất từ cao thô lá chanh và lá sim cho kết
quả phân tách tốt hơn khi khai triển trong dung
môi TE so với khi sử dụng dung môi CEF. Số
lượng các vệt sắc ký trong mẫu cao thô lá chanh
và lá sim đều cho kết quả cao hơn khi khai triển
bằng dung môi TE (9 và 10 vệt) so với dung môi
CEF (5 và 7 vệt) (Hình 3.I và 3.II). Trái lại, sắc
ký đồ của cao thô lá trà xanh khi khai triển trong
CEF cho kết quả phân tách tốt hơn so với khai
triển trong TE. Số lượng các vệt sắc ký trong
trong mẫu cao thô lá trà xanh có thể phát hiện
được khi khai triển trong các hệ dung môi CEF
và TE lần lượt là 11 và 4 (Hình 3.III). Khả năng
phân tách của các hệ dung môi tùy thuộc vào
tính phân cực của các chất, hợp chất có trong
dịch chiết. Nghiên cứu của Eloff & ctv. (2011) cho
thấy hệ dung môi CEF thích hợp nhất khi phân
tách các chất hợp chất có tính phân cực trung
bình. Trong khi Wagner & Bladt (1996) khẳng
định hệ dung môi TE thích hợp dùng trong phân
tích và so sánh tất cả các tinh dầu thiết yếu quan
trọng (trong đó có citral). Như vậy, dựa vào kết
quả trên, TE sẽ được chọn làm hệ dung môi khai
triển khi thực hiện sắc ký đối với mẫu cao thô lá
chanh và sim; trong khi CEF sẽ được chọn làm
hệ dung môi khai triển khi thực hiện sắc ký đối
với mẫu cao thô lá trà xanh trong các thử nghiệm
tiếp theo.

Hình 3. Kết quả phân tách thành phần hoạt chất
từ cao thô của lá chanh (I), lá sim (II) và lá trà xanh
(III) quan sát với UV (λ = 254 nm).
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3.3. Xác định sự hiện diện hoạt chất chính có
tác dụng dược lý từ thành phần chiết xuất
của mỗi loại cây dược liệu

Kết quả nghiên cứu (Hình 4 và 5) cho thấy khả
năng phát hiện sự hiện diện của citral, catechine
hydrate và rhodomyrtone trong chiết xuất của
các loại dược liệu dùng trong nghiên cứu bằng
kỹ thuật TLC. Kết quả này cũng cho thấy khả
năng phát hiện citral, rhodomyrtone và catechin
hydrate tương đương nhau khi quan sát bằng UV
(λ = 254 nm) cũng như bằng mắt thường với
thuốc thử vanillin. Sự hiện diện của các hoạt chất
có hoạt tính dược học (citral, catechine hydrate
và rhodomyrtone) cũng được khẳng định qua hệ
số di chuyển trên bản mỏng (Rf) khi so sánh với
chất chuẩn của 3 hoạt chất này (Bảng 3).

Hình 4. Kết quả phân tách thành phần hoạt chất
từ cao thô của lá chanh (I), lá sim (II) và lá trà xanh
(III) quan sát với UV (λ = 254 nm).

Hình 5. Sắc ký đồ của cao thô chiết bằng acetone
từ lá chanh (I), lá sim (II) và lá trà xanh (III) quan
sát sau khi phun thuốc thử.

Kết quả của nghiên cứu này cho thấy khả

Bảng 3. Giá trị Rf của các hoạt chất chính có hoạt
lực dược học trong thành phần chiết xuất từ 3 loại
cây dược liệu

Tên hoạt chất Dung môi khai triển Rf
Catechin hydrate CEF 0,23
Citral TE 0,38
Rhodomyrtone TE 0,43

năng ứng dụng phương pháp TLC trong phát
hiện những hoạt chất có giá trị trong dược học.
Các loại catechine trong trà xanh có khả năng
kháng lại đối với cả vi khuẩn Gram dương và vi
khuẩn Gram âm. Đặc biệt, epigallo-catechin gal-
late (EGCG) được chứng minh có khả năng ức
chế sự phát triển của vi khuẩn nhiễm trùng đường
miệng trên chó và ngăn cản sự hình thành màng
sinh học (biofilm) của Streptococcus mutan (Lan-
lan & ctv., 2016). Ngoài ra, các dẫn xuất khác
nhau của catechine đã được chứng minh có tác
dụng làm giảm số lượng bào tử sinh ra từ vi khuẩn
kị khí như Clostridium botulinum và Clostridium
butyricum (Yukiko & ctv., 2005). Nhiều nghiên
cứu đã báo cáo về khả năng kháng khuẩn đặc
hiệu của rhodomyrtone trong dịch chiết lá sim
đối với các vi khuẩn Gram dương và quan trọng
hơn là hoạt chất này có tác dụng trên cả các
vi khuẩn đã đề kháng với nhiều loại kháng sinh.
Rhodomyrtone sử dụng thực nghiệm trong nhiều
nghiên cứu khác nhau cho thấy có tác dụng giảm
sự xâm lấn và bám dính của vi khuẩn trong mô
dưới da của bầu vú bò, điều này giúp điều trị
bệnh viêm vú trên bò sữa ở thể lâm sàng và
cận lâm sàng (Surasak & ctv., 2012; Sukanlaya &
ctv., 2013; Mordmuang & ctv., 2015). Chính vì
vậy, hoạt chất này được đánh giá như là một loại
thuốc kháng sinh mới có nguồn gốc từ tự nhiên
(Surasak & ctv., 2009). Ngoài ra, citral cũng được
chứng minh có khả năng ức chế sự phát triển đối
với cả vi khuẩn Gram dương, Gram âm và nấm
(Grace, 1989).

Giới hạn phát hiện (LOD) của citral, rhdomyr-
tone và catechin hydrate trong phương pháp được
xác định ở các mức 195 ng/vệt, 321,5 ng/vệt và
625 ng/vệt (Hình 6). Nghiên cứu của Dinesh &
ctv. (2015) cho kết quả LOD của catechin là 13,37
ng/vệt khi sử dụng phương pháp HPTLC (High-
performance thin-layer chromatography) trong
phân tích thành phần của trà xanh. Bước đầu
cho thấy với phương pháp TLC, hàm lượng của
hoạt chất trong chiết xuất cần ở mức cao hơn để
có thể xác định sự hiện diện của hoạt chất trong
thành phần cây dược liệu.
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Hình 6. Sắc ký đồ của cao thô chiết bằng acetone
từ lá chanh (I), lá sim (II) và lá trà xanh (III) quan
sát sau khi phun thuốc thử.

4. Kết Luận và Đề Nghị

Trong phạm vi nghiên cứu này thuật TLC cho
thấy khả năng phân tách tốt thành phần hoạt
chất có trong chiết xuất từ cây dược liệu và cho
phép xác định hoạt chất có hoạt tính dược lực
trong thành phần dịch chiết dựa vào chất chuẩn
và chỉ số Rf. Những nghiên cứu tiếp theo cần
chuẩn hoá thêm một số thông số về dung môi
chiết xuất và khai triển phù hợp cho mỗi loại cây
dược liệu để có thể sử dụng phương pháp TLC
trong phân tích thành phần nhiều loại cây nguyên
liệu có giá trị dược học tại Việt Nam.
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