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Tóm tắt
Chất chuẩn 5,7-dimethoxyflavon (DMF) được thiết lập từ nguyên liệu chiết xuất và phân lập từ thân rễ loài ngải đen

(Kaempferia parviflora Wall. ex Baker) theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), ISO 17034 và ISO Guide 35 về thiết
lập chất chuẩn. Bột thân rễ phơi khô của ngải đen được chiết hồi lưu với ethanol 80% ở 70°C, sau đó cất loại hết dung môi. Thêm
nước vào cắn rồi chiết phân bố lần lượt với n-hexan, dicloromethan và ethyl acetat. Phân đoạn dicloromethan được thu lấy, cất
loại dung môi và phân lập trên cột sắc ký pha thuận, pha đảo để thu được hợp chất tinh khiết. Cấu trúc hợp chất được khẳng định
là 5,7-dimethoxyflavon bằng các phương pháp phổ NMR, IR, MS và UV-Vis. Chất chuẩn được thiết lập bằng phương pháp cân
bằng khối lượng, thu được nguyên liệu chất chuẩn có giá trị ấn định hàm lượng 99,40%, độ không đảm bảo đo mở rộng ± 0,03%
(hệ số phủ k = 2), ổn định trong vòng 12 tháng.
Từ khóa: 5,7-Dimethoxyflavon; Ngải đen.

Summary
Isolation, Purification and Establishment of 5,7-Dimethoxyflavone as a Reference Standard

from Kaempferia parvifloraWall. ex Baker
The 5,7-dimethoxyflavone (DMF) reference standard was established using material extracted and isolated from the rhizomes

of Kaempferia parviflora Wall. ex Baker in accordance with the World Health Organization guidelines, ISO 17034, and ISO
Guide 35 guidelines. The dried rhizome powder was extracted under reflux with 80% ethanol at 70°C, followed by complete
evaporation of the solvent. Water was added to the residue, which was then sequentially partitioned with n-hexane,
dichloromethane, and ethyl acetate. The dichloromethane fraction was collected and evaporated to dryness, then subjected to
normal-phase and reversed-phase column chromatography to obtain the pure compound. Its structure was confirmed as 5,7-
dimethoxyflavone by NMR, IR, MS, and UV-Vis spectroscopy. The reference standard was established using the mass balance
method, yielding a material with an assigned content of 99.40% and an expanded measurement uncertainty of ± 0.03% (coverage
factor k = 2), stable for 12 months.
Keywords: 5,7-Dimethoxyflavone; Kaempferia parviflora.

1. Đặt vấn đề
Ngải đen (Kaempferia parvifloraWall. ex Baker)

đã được biết đến với nhiều tác dụng sinh học quan
trọng như chống viêm [1], kháng khuẩn [2], bảo vệ
dạ dày [3]… và được sử dụng rộng rãi trong các
sản phẩm bảo vệ sức khỏe, trong đó nhiều sản
phẩm đang lưu hành trên thị trường Việt Nam. Cho
đến nay, chưa có chuyên luận chính thức nào về
kiểm tra chất lượng ngải đen trong Dược điển Việt
Nam cũng như trong dược điển các nước, khiến
việc kiểm tra chất lượng nguyên liệu ngải đen và
các sản phẩm chứa ngải đen gặp nhiều khó khăn.
Trước yêu cầu ngày càng chặt chẽ về kiểm tra

chất lượng nguyên liệu dược liệu và sản phẩm bảo
vệ sức khỏe chứa cao dược liệu – chẳng hạn hướng
dẫn của Cơ quan Quản lý Dược phẩm châu Âu
(EMA) về chất lượng thuốc dược liệu/thuốc cổ
truyền [4] yêu cầu định lượng các thành phần có
hoạt tính điều trị hoặc sinh học (chất đánh dấu hoạt
tính – chất lượng) hoặc thành phần hóa học thuộc
dược liệu (chất đánh dấu hóa học) – việc sẵn có
chất chuẩn là cần thiết trong phân tích định tính
và/hoặc định lượng các chất đánh dấu khi kiểm
nghiệm các loại mẫu này.

5,7-Dimethoxyflavon (DMF) là một flavonoid
dễ tan trong dicloromethan, tan trong dimethyl
sulfoxid và ít tan trong nước, có hàm lượng cao
trong thân rễ ngải đen và được chứng minh có
nhiều hoạt tính sinh học quan trọng, góp phần vào
các tác dụng của ngải đen [5]. Theo hướng dẫn của
Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), DMF đủ điều kiện
để đồng thời đóng vai trò chất đánh dấu hóa học
(chemical marker) và chất đánh dấu chất lượng
(quality marker) liên quan tới tác dụng sinh học
trong đánh giá chất lượng ngải đen và các chế
phẩm công bố chứa ngải đen [6]. Tuy nhiên, nguồn
chất chuẩn DMF tại Việt Nam hiện vẫn còn hạn
chế. Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn đó, nghiên cứu
này được thực hiện nhằm chiết xuất và thiết lập
chất chuẩn DMF từ thân rễ ngải đen đáp ứng yêu
cầu của chất chuẩn sử dụng trong kiểm nghiệm.
2. Đối tượng, nguyên liệu và phương pháp

nghiên cứu
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Nguyên liệu để chiết xuất và phân lập DMF

phục vụ thiết lập chất chuẩn là thân rễ ngải đen thu
hái tại xã Pù Luông, tỉnh Thanh Hóa vào tháng
8/2022 (mẫu tiêu bản ký hiệu DV-270822, được
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giám định tên khoa học tại Viện Dược liệu với tên
khoa học là Kaempferia parviflora Wall. ex Baker
trước khi sử dụng nghiên cứu). Thân rễ tươi được
rửa sạch, thái lát mỏng, sấy ở 55°C đến khô và xay
thành bột; bột được bảo quản trong túi nilon kín
(bột KP).

2.2. Thiết bị và hóa chất
2.2.1. Thiết bị:
Các thiết bị sử dụng (tại Viện Dược liệu, Viện

Kiểm nghiệm thuốc Trung ương và Viện Hóa học –
Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam):
máy cất quay Buchi Rotavapor R-220 và R-200; bộ
hứng phân đoạn DC-1200; cân phân tích Mettler
Toledo MS105; cân kỹ thuật Mettler Toledo
MS3002TS; bể siêu âm Elma S100H; hệ sắc ký
lỏng điều chế LC-20A (Shimadzu, Nhật Bản) với
cột điều chế RP-18 (250 × 20 mm, 5 µm, YMC,
Nhật Bản); máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker
AM 600 FT-NMR; máy phổ hồng ngoại IS50
(Thermo Fisher Scientific, Mỹ); hệ khối phổ LC-
MS Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF (Agilent,
Mỹ); hệ HPLC Agilent 1260 với detector PDA và
Shimadzu LC-30C với detector PDA. Việc đóng
chất chuẩn DMF vào lọ được thực hiện thủ công
trong buồng thao tác kín khí (glove-box). Dụng cụ
thủy tinh và thiết bị phụ trợ đạt cấp độ và dung tích
phù hợp cho từng thao tác.
2.2.2. Hóa chất:
Chất đối chiếu DMF mua từ PhytoLab (Đức), lô

PRF20082101, độ tinh khiết 99,14%. Toàn bộ hóa
chất, dung môi dùng cho chiết xuất và phân lập đạt
chuẩn phòng thí nghiệm; hóa chất, dung môi dùng
cho phân tích đạt cấp phù hợp yêu cầu của từng kỹ
thuật. Phân đoạn sắc ký cột được thực hiện trên
silica gel pha thuận (Merck); phân lập DMF trên
cột điều chế C18 (250 × 20 mm, 5 µm, YMC, Nhật
Bản); đánh giá độ tinh khiết sắc ký và tạp chất của
DMF phân lập trên cột phân tích C18 (250 × 4,6
mm, 5 µm, Phenomenex, Mỹ).

2.3. Phương pháp
2.3.1. Chiết xuất, phân lập và khẳng định cấu

trúc nguyên liệu DMF từ ngải đen:
a. Chiết xuất DMF từ ngải đen
Quá trình chiết được thực hiện dựa trên kết quả

khảo sát sơ bộ (được tóm tắt ở phần a, mục 3.1.1).
Với mỗi mẻ chiết, 1,5 kg bột KP được chiết 3 lần,
mỗi lần với 9 lít hỗn hợp ethanol – nước (80 : 20,
tt/tt) bằng đun hồi lưu cách thủy ở 70°C trong 2,5
giờ. Gộp dịch chiết, cất thu hồi dung môi dưới áp
suất giảm (< 200 mbar) sử dụng máy cất quay ở
65°C, tốc độ quay 25 vòng/phút đến khi còn
khoảng 1/10 thể tích ban đầu. Tiếp tục cô trên cách
thủy ở 65°C đến khi thu được cao đặc mềm.

b. Phân lập DMF từ cao chiết
Quá trình phân lập được thực hiện dựa trên kết

quả khảo sát sơ bộ (được tóm tắt ở phần a, mục
3.1.1). Trong mỗi lần phân lập, phân tán 200 – 250
g cao đặc mềm trong 600 mL nước, chuyển vào
bình gạn và chiết phân bố với 600 mL n-hexan;
loại lớp n-hexan, tiếp tục chiết lớp nước với 600
mL dicloromethan. Thu riêng lớp dicloromethan,
cất loại dung môi dưới áp suất giảm đến khi thu
được cao đặc của phân đoạn dicloromethan.
Cao đặc phân đoạn dicloromethan được trộn đều

với silica gel 60 (tỷ lệ 1 : 2, kl/kl), nạp lên cột sắc
ký thủy tinh chứa silica gel 60 ở kích thước cột
thích hợp và rửa giải bằng các hỗn hợp
dicloromethan – methanol có tỷ lệ thể tích khác
nhau (chứa từ 100% đến 0% dicloromethan). Hứng
riêng dịch rửa giải của mỗi phân đoạn hỗn hợp
dung môi. Sự có mặt của DMF trong các phân
đoạn được phát hiện bằng sắc ký lớp mỏng đối
chiếu với chất chuẩn DMF (bản mỏng silica gel
GF254; pha động dicloromethan – aceton (9 : 1, tt/tt);
phát hiện dưới đèn UV 254 nm). Các phân đoạn
thu được với hỗn hợp dicloromethan – methanol
(20 : 1, tt/tt), cất loại dung môi thu cắn giàu DMF.
DMF được phân lập từ cắn giàu DMF trên cột

sắc ký điều chế C18 với pha động methanol – nước
(55 : 45, tt/tt), tốc độ dòng 8 mL/phút trên hệ sắc
ký lỏng điều chế; thể tích tiêm 600 µL; theo dõi
bằng detector UV-Vis ở 264 nm để phát hiện pic
DMF. Thu phân đoạn tương ứng pic DMF và cất
loại dung môi thu DMF phân lập. DMF phân lập từ
các mẻ được gộp và trộn đều tạo thành nguyên liệu
DMF.

c. Khẳng định cấu trúc nguyên liệu DMF
Cấu trúc của DMF phân lập được trong nguyên

liệu được khẳng định bằng cách đo phổ NMR, IR,
MS và UV-Vis và đối chiếu kết quả thu được với
dữ liệu phân tích tương ứng của chất chuẩn đối
chiếu DMF.
2.3.2. Kiểm tra chất lượng nguyên liệu DMF:
Tiêu chuẩn đánh giá chất lượng nguyên liệu

DMF phân lập được gồm các chỉ tiêu và yêu cầu
cần đạt sau:

a. Tính chất: Bột kết tinh màu vàng nhạt, quan
sát bằng mắt thường dưới ánh sáng tự nhiên.

b. Định tính
(i) HPLC: Trong nội dung thử tạp chất liên quan,

thời gian lưu và phổ UV-Vis của pic chính trên sắc
ký đồ dung dịch thử phải tương đồng với thời gian
lưu và phổ UV-Vis của pic DMF trên sắc ký đồ
dung dịch đối chiếu R1.
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(ii) IR: phổ hồng ngoại của chất phân lập phải
tương đồng với phổ của chất chuẩn đối chiếu DMF.

c. Tạp chất bay hơi
Không quá 0,5%, xác định bằng phân tích nhiệt

trọng lượng (TGA) theo chương trình: nâng từ
25°C lên 115°C với tốc độ 10°C/phút, giữ ở 115°C
trong 120 phút.

d. Tro toàn phần
Không quá 0,5%; thử với 0,2 g mẫu (Phương

pháp 2, Phụ lục 9.8, DĐVN VI) [7].
e. Tạp chất liên quan
- Giới hạn: Không quá 1,0% với mỗi tạp chất

riêng lẻ và không quá 2,0% với tổng tạp chất.
- Điều kiện sắc ký: Định tính DMF và xác định

tạp chất liên quan của nguyên liệu DMF được thực
hiện bằng phương pháp HPLC xây dựng nội bộ đã
thẩm định theo ICH [8] và AOAC International [9]
(Kết quả thẩm định được trình bày ở mục 3.2.1).
Phương pháp sử dụng cột C18 (250 × 4,6 mm, 5
µm) duy trì ở 35°C; pha động methanol – nước (75 :
25, tt/tt); tốc độ dòng 1,0 mL/phút; thể tích tiêm 20
µL; detector PDA ghi sắc ký đồ tại bước sóng 263
nm; thời gian phân tích bằng 4 lần thời gian lưu
của pic DMF.

- Chuẩn bị mẫu:
+ Dung dịch thử: Chứa chính xác khoảng 0,5 mg

DMF/mL trong methanol.
+ Dung dịch đối chiếu R1: pha trong methanol,

chứa khoảng 0,5 mg DMF chuẩn/mL.
+ Dung dịch đối chiếu R2: pha loãng chính xác

1,0 mL dung dịch thử bằng methanol vừa đủ 100
mL (nồng độ DMF danh nghĩa ~5 µg/mL).
+ Mẫu trắng: methanol.
+ Dung dịch thử độ đặc hiệu: Để thẩm định

phương pháp, dung dịch phân hủy cưỡng bức được
chuẩn bị bằng cách hòa khoảng 10 mg nguyên liệu
DMF trong 8 mL methanol và thêm 4 mL acid
hydrocloric 0,2 M hoặc thêm 4 mL natri hydroxyd
0,1 M và sấy ở 105oC trong 30 phút, trung hòa, để
nguội và bổ sung methanol vừa đủ định mức; thêm
12 mL hydrogen peroxid 2,0% để yên 1 giờ trước
khi tiêm; hai mẫu còn lại sử dụng nguyên liệu, sấy
ở 105°C trong 5 giờ hoặc chiếu tia UV (200 – 400
nm) trong 24 giờ trước khi hòa tan và pha loãng
vừa đủ trong 20,0 mL methanol để thử nghiệm.
Pic DMF trên sắc ký đồ dung dịch thử được định

danh bằng cách so sánh thời gian lưu và phổ UV-
Vis với pic chính trên sắc ký đồ dung dịch đối

chiếu R1. Phép thử có giá trị khi đạt tiêu chí độ
thích hợp hệ thống khi RSD (%) diện tích pic DMF
của dung dịch đối chiếu R2 không quá 2,0% sau 6
lần tiêm liên tiếp.
Tạp chất của nguyên liệu DMF được tính theo

công thức:
Tạp đơn (%) = Stạp / SR2

Trong đó, Stạp là diện tích pic tạp trên sắc ký đồ
dung dịch thử; SR2 là diện tích pic DMF trên sắc ký
đồ của dung dịch đối chiếu R2. Bỏ qua các pic
tương ứng với pic của mẫu trắng (nếu có) và pic có
diện tích dưới LOQ.

f. Hàm lượng DMF (%, kl/kl): không dưới
95,0% tính theo nguyên trạng
Hàm lượng DMF được tính từ kết quả các chỉ

tiêu c, d, e theo công thức:
CDMF(%)= 100%-tro toàn phần % -tạp bay hơi (%) ×

(100%-tổng tạp(%))
100%

2.3.3. Thiết lập chất chuẩn DMF:
Thực hiện thiết lập chuẩn theo hướng dẫn

của ISO 17034 [10], ISO Guide 35 [11] và
thường quy Thiết lập chất chuẩn, chất đối
chiếu của Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung
ương.

a. Đóng lọ và đánh giá tính đồng nhất của
lô
Nguyên liệu DMF được đóng vào lọ thủy

tinh và hàn kín, mỗi lọ chứa 10 mg, tổng 100
lọ; mỗi lọ được mã hóa bằng một số ngẫu
nhiên duy nhất từ 1 đến 100. Chọn ngẫu nhiên
12 lọ để đánh giá tính đồng nhất của quá trình
đóng gói (mỗi lọ cân chính xác khoảng 5 mg x 02
lần pha mẫu). Quá trình đóng gói thực hiện trong
buồng glove-box kín khí ở nhiệt độ phòng, độ ẩm
tương đối trong buồng ~4%, các lọ được nạp khí
nitơ tinh khiết 99,99%.

b. Đánh giá liên phòng thí nghiệm
Xác định độ tinh khiết sắc ký (CP): chọn ngẫu

nhiên 12 lọ, gửi đến 2 phòng thí nghiệm đạt GLP
và ISO/IEC 17025 (mỗi phòng 6 lọ) để xác định
mức tạp chất liên quan của DMF. Tổng tạp của mỗi
phòng được tính theo công thức ở mục 2.3.2.e. Độ
tinh khiết sắc ký được xác định bằng cách lấy
100% trừ đi tổng tạp chất liên quan. Hai giá trị CP
(%) được đánh giá thống kê bằng kiểm định T (T-
test); nếu khác biệt không có ý nghĩa thống kê thì
tổng tạp (%) của chất chuẩn là trung bình hai giá trị.
Độ không đảm bảo đo của CP (%) (uCP) được tính
theo loại A ở mức tin cậy 95%:

u = s/ n
Trong đó, s là độ lệch chuẩn của n giá trị từ 2

phòng (n = 12).
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Xác định tạp chất bay hơi: chọn ngẫu nhiên 3 lọ,
xác định bằng TGA; giá trị dùng để tính giá trị ấn
định là trung bình 3 kết quả; độ không đảm bảo đo
(uBH) tính theo loại A ở mức tin cậy 95%.
Tro toàn phần: do kết quả tro toàn phần của

nguyên liệu DMF không bị ảnh hưởng bởi quá
trình đóng gói và không thay đổi khi bảo quản
trong lọ, phép thử được thực hiện trực tiếp trên
nguyên liệu DMF trước khi đóng gói, dùng 3 phần
khác nhau; giá trị dùng để tính giá trị ấn định là
trung bình 3 kết quả; độ không đảm bảo đo (utro)
tính theo loại A ở mức tin cậy 95%.
Giá trị ấn định về hàm lượng DMF (%) của chất

chuẩn được tính theo công thức ở mục 2.3.2.f. Độ
không đảm bảo đo của giá trị ấn định được tính:

u= uCP2 +utro2 +uBH2 +uĐN
2

Trong đó, uĐN là giá trị độ không đảm bảo đo
được tính từ độ không đồng nhất của mẫu (Mục
3.3.1).
Độ không đảm bảo đo mở rộng: U = u × 2 (k = 2).

3. Kết quả và Bàn luận
3.1. Chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc

nguyên liệu DMF
3.1.1. Chiết xuất, phân lập:
a. Khảo sát sơ bộ
Quá trình chiết DMF từ ngải đen
Điều kiện chiết DMF từ ngải đen được xác định

thông qua khảo sát lần lượt các yếu tố: dung môi
chiết, kỹ thuật chiết, tỷ lệ bột KP/dung môi và số lần
chiết; mỗi yếu tố được đánh giá dựa trên hiệu suất
chiết, tính theo tỷ lệ khối lượng cao đặc mềm (hoặc
cao khô kiệt) trên khối lượng bột đưa vào chiết.
Về dung môi chiết, khoảng 20 g bột KP được

chiết hồi lưu cách thủy ở 70°C trong 2,5 giờ với
100 mL hỗn hợp ethanol – nước ở các tỷ lệ từ 30 :
70 đến 90 : 10 (tt/tt). Kết quả cho thấy hỗn hợp
ethanol – nước (80 : 20, tt/tt) cho hiệu suất chiết
cao nhất (Hình 1).
Về kỹ thuật chiết, khoảng 20 g bột KP được

chiết với 100 mL ethanol – nước (80 : 20, tt/tt) theo
hai kỹ thuật: chiết hồi lưu ở 70°C trong 2,5 giờ và
ngâm ở nhiệt độ phòng trong 48 giờ. Chiết hồi lưu

cho hiệu suất khoảng 0,17% (kl/kl), cao hơn so với
chiết ngâm (khoảng 0,12%). Do đó, kỹ thuật chiết
hồi lưu được lựa chọn.

Hình 1. Kết quả khảo sát lựa chọn dung môi chiết

Về tỷ lệ bột KP/dung môi, khoảng 20 g bột KP
được chiết hồi lưu cách thủy ở 70°C trong 2,5 giờ
với hỗn hợp ethanol – nước (80 : 20, tt/tt) ở các tỷ
lệ từ 3 đến 8 mL/g bột KP. Tỷ lệ 6 mL/g bột KP
cho hiệu suất chiết phù hợp nhất (Hình 2).

Hình 2. Kết quả khảo sát tỷ lệ dung môi chiết so với lượng
bột KP đầu vào

Về số lần chiết, khoảng 20 g bột KP được chiết
hồi lưu từ 1 đến 4 lần, mỗi lần với 120 mL ethanol
– nước (80 : 20, tt/tt) trong 2,5 giờ; dịch chiết được
gộp và cô đến cao đặc mềm. Kết quả cho thấy chiết
3 lần là thích hợp nhất.

Từ các kết quả trên, điều kiện chiết DMF từ ngải
đen được lựa chọn là: chiết hồi lưu cách thủy ở
70°C bằng dung môi ethanol – nước (80 : 20, tt/tt)
với tỷ lệ 6 mL/g bột KP, chiết 3 lần, mỗi lần 2,5
giờ (mục 2.3.1).
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Hình 3. Kết quả khảo sát lựa chọn phân đoạn để phân lập sơ bộ DMF (A) và lựa chọn phân đoạn sau khi phân lập trên sắc ký cột
pha thuận (B).

Quá trình phân lập sơ bộ DMF từ cao chiết
Để lựa chọn phân đoạn phù hợp cho việc phân

lập DMF từ cao chiết, trong nghiên cứu sơ bộ
khoảng 20 g cao đặc mềm đã được phân tán trong
60 mL nước rồi chiết lần lượt với 60 mL của các
dung môi n-hexan, dicloromethan và ethyl acetat.
Lớp dịch chiết với từng dung môi và lớp nước còn
lại được kiểm tra phát hiện DMF bằng sắc ký lớp
mỏng đối chiếu với chất chuẩn DMF (sử dụng bản
mỏng silica gel GF254; pha động dicloromethan –
aceton (9 : 1, tt/tt); phát hiện vết bằng quan sát bản
mỏng dưới đèn UV 254 nm). Qua đó xác định
DMF được phân tán nhiều trong dịch chiết với
dicloromethan (Hình 3, A).

Quá trình phân lập bằng tách phân đoạn trên
cột sắc ký pha thuận
Khoảng 8 g cao phân đoạn dicloromethan được

thêm dần 16 g silica gel 60 vào và trộn đều đến khi
tạo được dạng khô tơi. Mẫu cao phân tán trong
silica gel sau đó được chuyển lên cột nhồi thủy tinh
(đường kính 6,2 cm, chiều dài 100 cm) để tiếp tục
tách phân đoạn. Rửa giải với hỗn hợp dung môi

dicloromethan – MeOH (tỷ lệ lần lượt là 100:0,
50:1, 30:1, 20:1, 10:1 và 0:100, tt/tt), hứng dịch rửa
giải vào ống nghiệm, mỗi ống 5 mL. Kiểm tra các
phân đoạn bằng sắc ký lớp mỏng cho thấy DMF
được rửa giải ở tỷ lệ dung môi dicloromethan –
MeOH là 20 : 1 (tt/tt) (tương ứng PĐ11 trong Hình
3, B).

Quá trình tinh chế trên cột sắc ký lỏng điều chế
pha đảo
Khảo sát sơ bộ cho thấy sử dụng cột sắc ký điều

chế pha đảo C18 với pha động là hỗn hợp methanol
– nước (55:45, tt/tt) tốc độ dòng 8 mL/phút cho
phép tách riêng DMF khỏi các hợp chất khác của
PĐ11.
b. Kết quả chiết xuất, phân lập
Quy trình ở mục 2.3.1 được áp dụng trên 3 mẻ

nguyên liệu ngải đen. Kết quả (Bảng 1) cho thấy
quy trình cho hiệu suất DMF phân lập ổn định (455
– 512 mg/kg nguyên liệu), phù hợp làm quy trình
thường quy để sản xuất DMF từ ngải đen phục vụ
thiết lập chuẩn.

Bảng 1. Tổng hợp kết quả chiết xuất và phân lập DMF
Bước / chỉ tiêu Mẻ 1 Mẻ 2 Mẻ 3

1. Chiết xuất từ nguyên liệu ngải đen
Khối lượng nguyên liệu (kg) 1,55 1,51 1,53
Khối lượng cao dicloromethan (g) 170,78 190,69 180,56

2. Phân đoạn cao DCM trên cột silica gel
Cao giàu DMF thu được (g) 7,80 8,24 7,27

3. Phân lập DMF trên hệ HPLC điều chế
Khối lượng DMF phân lập (mg) 705,6 773,7 745,4

BA
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3.1.2. Xác định cấu trúc
Phổ IR của nguyên liệu DMF (Hình 4, A) có

νmax (cm−1) tại 1647,52; 1607,95; 1346,22; 1158,22,

phù hợp với phổ của chất chuẩn đối chiếu DMF
(hệ số tương đồng 98,30%, Hình 4, B).

Hình 4. Phổ IR của nguyên liệu DMF (A) và mẫu chuẩn DMF (B)

Hình 5. Phổ UV-Vis của hợp chất DMF

Phổ UV-Vis (trong MeOH, Hình 5): λmax tại 211,2
nm; 263,2 nm và 305,8 nm.
Phổ ESI-MS:m/z 283,4 [M+H]+.
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δH (ppm): 7,86 (2H,

m, H-2′, H-6′); 7,49 (3H, m, H-3′, H-4′, H-5′); 6,67
(1H, s, H-3); 6,57 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-8); 6,38 (1H,
d, J = 2,4 Hz, H-6); 3,96 (3H, s, 5-OCH3); 3,91 (3H, s,
7-OCH3).

13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δC (ppm): 177,6 (C-
4); 164,1 (C-7); 161,0 (C-5); 160,7 (C-2); 159,9 (C-9);
131,6 (C-1′); 131,2 (C-4′); 128,9 (C-3′, C-5′); 126,0
(C-2′, C-6′); 109,4 (C-10); 109,1 (C-3); 96,2 (C-6);
92,9 (C-8); 56,4 (7-OCH3); 55,8 (5-OCH3).

Khẳng định cấu trúc hợp chất DMF: Phổ 1H-
NMR của DMF chỉ ra tín hiệu proton của 2 nhóm
methoxy tại δH 3,96 (5-OCH3) và 3,91 (7-OCH3); 2
protonmeta của vòng A tại δH 6,38 (1H, d, J = 2,4 Hz,
H-6) và 6,57 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-8); 1 proton
singlet của vòng C tại δH6,67 (1H, s, H-3) và 5 proton
của vòng B tại δH 7,86 (2H, m, H-2′, H-6′) và 7,49
(3H, m, H-3′, H-4′, H-5′), gợi ý vòng B bị thế ở vị trí
1′. Dữ liệu phổ 1H-NMR gợi ý DMF là 5,7-
dimethoxyflavon. Phổ 13C-NMR và HSQC của DMF
cho thấy 15 tín hiệu ứng với 17 carbon, trong đó có 1
keton [δC 177,6 (C-4)]; 2 carbon methoxy [δC 56,4 (7-
OCH3) và 55,8 (5-OCH3)]; 8 carbon CH [δC 109,1
(C-3), 96,2 (C-6), 92,9 (C-8), 126,0 (C-2′, C-6′),
128,9 (C-3′, C-5′) và 131,2 (C-4′)] và 6 carbon C [δC
160,7 (C-2), 161,0 (C-5), 164,1 (C-7), 159,9 (C-9),
109,4 (C-10) và 131,6 (C-1′)] phù hợp với cấu trúc dự
đoán. Vị trí của 2 nhóm methoxy được xác định tại C-
5 và C-7 thông qua tương tác HMBC giữa proton δH
3,96 và H-6 (δH 6,38) với C-5 (δC 161,0); và giữa
proton δH 3,91, H-6 (δH 6,38) và H-8 (δH 6,57) với C-
7 (δC 164,1). Phổ ESI-MS của DMF cho pic ion giả
phân tử tại m/z 283,4 [M+H]+ (C17H15O4). Từ những
phân tích trên kết hợp với tài liệu [12], có thể kết luận
rằng hợp chất đang nghiên cứu chính là 5,7-
dimethoxyflavon (Hình 6).
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Hình 6. Công thức cấu tạo của hợp chất DMF
3.2. Kiểm tra chất lượng nguyên liệu DMF
3.2.1. Xây dựng và thẩm định phương pháp HPLC

đánh giá tạp chất liên quan của nguyên liệu DMF:
Phổ UV-Vis của DMF trong methanol có ba cực

đại hấp thụ tại khoảng 211,2, 263,2 và 305,8 nm,
trong đó độ hấp thụ tại vùng 263 nm cao gấp khoảng
hai lần so với tại 306 nm và thấp hơn tại 211 nm. Mặc
dù 211 nm cho tín hiệu mạnh nhất nhưng đây là vùng
tử ngoại xa, nơi pha động và tạp nền hấp thụ mạnh,
làm độ nhiễu đường nền cao – bất lợi cho phép thử
tạp chất liên quan vốn cần phát hiện các pic ở mức
vết; kết quả khảo sát xác nhận đường nền tại 211 nm

nhiễu hơn hẳn so với vùng 263 nm, trong khi 306 nm
tuy nền sạch nhưng độ nhạy thấp. Do đó, sắc ký đồ
được ghi ở 263 nm, là điểm cân bằng tối ưu giữa độ
nhạy và tỷ số tín hiệu/nhiễu.
DMF là flavon methoxy hóa thân dầu, phù hợp sắc

ký pha đảo trên cột C18 (250 × 4,6 mm, 5 µm); hệ pha
động methanol – nước được chọn vì tương thích với
dung môi hòa tan mẫu và phù hợp điều kiện thường
quy, với tỷ lệ 75 : 25 (tt/tt) đưa DMF ra ở thời gian
lưu hợp lý và tách tốt khỏi các tạp liên quan. Nhiệt độ
cột 35°C giúp ổn định thời gian lưu và độ phân giải;
tốc độ dòng 1,0 mL/phút và thể tích tiêm 20 µL bảo
đảm hiệu lực tách cùng độ nhạy ở mức vết mà không
quá tải cột; thời gian phân tích đặt bằng 4 lần thời
gian lưu của pic DMF để không bỏ sót các tạp kém
phân cực lưu giữ mạnh hơn.
Với điều kiện phân tích đã lựa chọn, sắc ký đồ của

mẫu thử DMF khi phân tích cho các tạp tách hoàn
toàn khỏi pic chính, pic chính có độ tinh khiết đạt
100% (Hình 7).

Hình 7. Sắc ký đồ phân tích mẫu thử DMF
Tiếp tục thẩm định phương pháp phân tích theo

yêu cầu của ICH [8] và AOAC International [9] về
độ thích hợp hệ thống, tính đặc hiệu, tính tuyến
tính, độ đúng, độ chính xác và giới hạn định lượng.

Kết quả tóm tắt ở Bảng 2; các sắc ký đồ đại diện ở
Hình 8. Kết quả cho thấy phương pháp phù hợp
với mục đích sử dụng.

Bảng 2. Tóm tắt kết quả thẩm định phương pháp
Chỉ tiêu Yêu cầu Kết quả

Độ thích hợp hệ thống
(dung dịch R2)

tR, (n=6): RSD ≤ 1,0%;
Spic (n=6): RSD ≤ 2,0%

tR: RSD = 0,1%;
Spic: RSD = 1,0%

Độ đặc hiệu

(1) Mẫu trắng: không có pic tại tR,DMF;
(2) Dung dịch thử: tR pic chính trùng tR của DMF (dung
dịch R1);
(3) Dung dịch phân hủy: pic sản phẩm phân hủy (nếu có)
tách tốt, pic DMF tinh khiết

Đáp ứng yêu cầu (Hình 8A–H)

Giới hạn phát hiện S/N của pic DMF ≥ 3 0,08µg/mL (0,016%nồngđộdungdịch thử)
Giới hạn định lượng S/N của pic DMF ≥ 10 0,28µg/mL (0,056%nồngđộdungdịch thử)

Tính tuyến tính

Khoảng: từ LOQ đến ≥ 120% giới hạn tạp (ICH Q2(R2));
r ≥ 0,998
Thử tại các điểm: 0,281 µg/mL (LOQ); 0,525 µg/ml; 1,06
µg/ml; 5,34 µg/mL và 27,9 µg/mL

0,281–27,9 µg/mL; r = 0,99998

Độ đúng Tỷ lệ thu hồi 90–107% tại 27,9 µg/mL và 80–110% tại
các mức khác.

Đạt (độ thu hồi tại LOQ: 85,2%; các
mức khác 95,4–102,0%)

Độ chính xác (1) Độ lặp lại: RSD tổng tạp (n =6) ≤ 7,3%;
(2)Độ chính xác trung gian: RSD tổng tạp (n = 12) ≤ 11%.

(1) Tổng tạp: 0,48%; RSD = 4,8%);
(2) Tổng tạp: 0,50%; RSD = 6,4%.



Tạp chí Dược liệu, tập 31, số 4/2026 277

Hình 8. Sắc ký đồ đại diện thẩm định tính đặc hiệu (A: mẫu trắng; B: dung dịch thử; C: dung dịch đối chiếu; D: phân hủy acid; E:
phân hủy kiềm; F: phân hủy H2O2; G: phân hủy nhiệt; H: phân hủy UV).

3.2.2. Kết quả kiểm tra chất lượng nguyên liệu
DMF:

Chất lượng nguyên liệu DMF được kiểm tra theo
các chỉ tiêu ở mục 2.3.2; kết quả (Bảng 3) cho thấy
nguyên liệu đạt tiêu chuẩn đề ra.

Bảng 3. Kết quả kiểm tra chất lượng nguyên liệu DMF
Chỉ tiêu Yêu cầu Kết quả

Tính chất Bột kết tinh màu vàng nhạt Đạt

Định tính IR: phổ trùng phổ chất chuẩn đối chiếu DMF; HPLC: tR
pic DMF trùng dung dịch đối chiếu Đúng

Tạp chất bay hơi Không quá 0,5% Đạt (0,05%)
Tro toàn phần Không quá 0,5% Đạt (0,06%)

Tạp chất liên quan Tạp đơn ≤ 1,0%; tổng tạp ≤ 2,0% Đạt (tạp đơn 0,13% và 0,35%; tổng
tạp 0,49%)

Hàm lượng Hàm lượng DMF (C17H14O4) ≥ 95,0%, tính theo nguyên
trạng Đạt (99,40%)

A B

C D

E F

G H
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3.3. Thiết lập chất chuẩn DMF
3.3.1. Đánh giá tính đồng nhất:
Tính đồng nhất của lô chất chuẩn được đánh giá

bằng phương pháp tạp chất liên quan (HPLC): 12
lọ được chọn ngẫu nhiên, mỗi lọ được chuẩn bị và
phân tích độc lập 2 lần. Đại lượng đánh giá là độ

tinh khiết sắc ký (TKSK = 100 − tổng tạp chất),
tính từ tỷ lệ diện tích pic nên không phụ thuộc
khối lượng cân mẫu, loại được ảnh hưởng của sai
số cân và thể tích tiêm. Kết quả được trình bày ở
Bảng 4.

Bảng 4. Kết quả đánh giá tính đồng nhất bằng phương pháp tạp chất liên quan
TT Lọ số Tổng tạp lần 1 (%) Tổng tạp lần 2 (%) TKSK trung bình (%)
1 3 0,49 0,47 99,52
2 8 0,46 0,50 99,52
3 11 0,51 0,47 99,51
4 19 0,44 0,50 99,53
5 26 0,52 0,49 99,50
6 33 0,47 0,49 99,52
7 43 0,48 0,48 99,52
8 51 0,45 0,46 99,55
9 64 0,45 0,49 99,53
10 71 0,44 0,44 99,56
11 73 0,50 0,51 99,50
12 86 0,48 0,50 99,51

TKSK trung bình (%) 99,52
RSD (%) 0,02

Số liệu được xử lý bằng phân tích phương sai
một chiều (yếu tố: lọ) nhằm tách phương sai giữa

các lọ khỏi phương sai giữa hai lần chuẩn bị trong
cùng một lọ (Bảng 5).

Bảng 5. Kết quả phân tích phương sai (ANOVA) đánh giá tính đồng nhất

Nguồn biến thiên Tổng bình phương (SS) Bậc tự do (df) Trung bình bình phương
(MS)

Giữa các lọ 0,007712 11 0,000701

Trong lọ (giữa 2 lần chuẩn bị) 0,005350 12 0,000446

F = 1,57; F lý thuyết (0,05; 11; 12) = 2,72; p = 0,22

Giá trị F = 1,57 nhỏ hơn F lý thuyết = 2,72 (p =
0,22) cho thấy khác biệt về độ tinh khiết giữa các
lọ không có ý nghĩa thống kê ở mức tin cậy 95%;
lô chất chuẩn đạt yêu cầu đồng nhất theo ISO
Guide 35 [11].
Độ lệch chuẩn giữa các lọ, sử dụng làm thành

phần độ không đảm bảo đo do độ không đồng nhất
(uĐN) trong thành phần độ không đảm bảo đo của
giá trị ấn định, được tính theo công thức:

uĐN= MSgiữa-MStrong=0,0113%

3.3.2. Đánh giá liên phòng về độ tinh khiết sắc ký:

Độ tinh khiết sắc ký (TKSK) của chất chuẩn
DMF được xác định bằng phương pháp tạp chất
liên quan đã thẩm định (mục 3.2.1): 12 lọ chọn
ngẫu nhiên được phân tích tại 2 phòng thí nghiệm
đạt GLP và ISO/IEC 17025 thuộc Viện Kiểm
nghiệm thuốc Trung ương là Khoa Nghiên cứu và
Phát triển (PTN1) và Khoa Kiểm nghiệm Đông
dược – Dược liệu (PTN2), mỗi PTN 06 lọ. Trong
đó, PTN2 đóng vai trò xác nhận độc lập kết quả
của phòng thiết lập. TKSK của mỗi mẫu được tính
theo TKSK = 100 − tổng tạp chất (%). Kết quả
được trình bày ở Bảng 6.
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Bảng 6. Kết quả xác định độ tinh khiết sắc ký của chất chuẩn DMF tại 2 phòng thí nghiệm.
Mẫu (lọ) TKSK – PTN 1 (%) TKSK – PTN 2 (%)

1 99,52 99,48
2 99,52 99,54
3 99,51 99,45
4 99,50 99,49
5 99,52 99,51
6 99,51 99,52

Trung bình (%) 99,51 99,50
Gộp 2 PTN (n = 12): TKSK trung bình = 99,51%; RSD = 0,02%;

uCP = 0,007%; Ttn = 1,12 < Ttc = 2,23
Kết quả hai phòng được so sánh bằng kiểm định

T (Student). Giá trị tính được Ttn = 1,12 nhỏ hơn
giá trị tới hạn Ttc = 2,23 (α = 0,05), cho thấy trung
bình TKSK của hai phòng khác nhau không có ý
nghĩa thống kê ở mức tin cậy 95%. Do đó TKSK
của chất chuẩn DMF được lấy bằng trung bình
chung của 12 giá trị, là 99,51%, với độ không đảm
bảo đo loại A là uCP = s/ 12= 0,007%.
Trong trường hợp này, giá trị ấn định của chất

chuẩn được xác định bằng phương pháp cân bằng
khối lượng tại phòng thiết lập, phòng thứ hai đóng

vai trò xác nhận độc lập; nghiên cứu chưa thực
hiện đánh giá đặc trưng hóa liên phòng đầy đủ
(thường là ≥ 6 phòng), nên uCP chủ yếu phản ánh
độ chụm của phương pháp phân tích.
3.3.3. Xác định giá trị ấn định:
Tạp chất bay hơi được xác định bằng phương

pháp phân tích nhiệt trọng lượng (TGA) trên 3 lọ
chọn ngẫu nhiên (Bảng 7). Tro toàn phần được xác
định trên nguyên liệu trước đóng gói với 3 phần
khác nhau, do chỉ tiêu này không phát sinh trong
quá trình đóng gói và không thay đổi khi bảo quản.

Bảng 7. Kết quả xác định tạp chất bay hơi và tro toàn phần
STT Tạp chất bay hơi (%) Tro toàn phần (%)
1 0,04 0,06
2 0,05 0,07
3 0,05 0,06

Trung bình (%) 0,05 0,06
RSD (%) 12,86 9,12
Độ không đảm bảo đo (loại A) u (%) 0,003 0,003
Từ độ tinh khiết sắc ký (mục 3.3.2) cùng kết quả

tạp chất bay hơi và tro toàn phần, giá trị ấn định về
hàm lượng DMF được tính theo cân bằng khối
lượng:
X (%) = 99,51% × {[100% − (0,05% +

0,06%)]/100%} = 99,40%
Độ không đảm bảo đo của quá trình đặc trưng

hóa (theo ISO 17034 [10]):
u= 0,0072+0,0032+0,0032+0,01132=0,014%

Độ không đảm bảo đo mở rộng (k = 2, mức tin
cậy 95%):

U=2×u=0,03%
Như vậy, giá trị công bố trên phiếu kiểm nghiệm

của chất chuẩn DMF: hàm lượng 99,40% C17H14O4

(tính theo nguyên trạng); độ không đảm bảo đo mở
rộng U = ± 0,03% (hệ số phủ k = 2, mức tin cậy
95%); bảo quản ở 2 – 8°C, tránh ánh sáng trực tiếp.
3.3.4. Độ ổn định:
Độ ổn định được đánh giá theo thiết kế đẳng

thời của ISO Guide 35 [11]: các lọ được bảo quản
ở −20°C và chuyển ngẫu nhiên 06 lọ sang bảo quản
ở 2 – 8°C tại các mốc thời gian (0, 3, 6, 9, 12
tháng), phân tích đồng loạt tại tháng 12; mỗi mốc
dùng 3 lọ, mỗi lọ phân tích thành 02 phân tích độc
lập cho độ tinh khiết sắc ký (HPLC) và 3 lọ cho tạp
chất bay hơi (TGA). Kết quả trung bình theo mốc
thời gian được trình bày ở Bảng 8.

Bảng 8. Kết quả theo dõi độ ổn định (trung bình theo mốc)
Mốc (tháng) 0 3 6 9 12
TKSK TB (%) 99,51 99,52 99,52 99,50 99,49
Tạp bay hơi TB (%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Hồi quy tuyến tính TKSK (vẫn được tính theo

tổng tạp chất liên quan) theo thời gian cho độ dốc b1
= −0,0021%/tháng; kiểm định cho thấy độ dốc
không có ý nghĩa thống kê (t = −2,67; t(0,975; 3) =
3,18; p = 0,076), tức là TKSK không thay đổi có ý
nghĩa trong 12 tháng. Thành phần độ không đảm

bảo đo do ổn định (ults = |s(b1)| × 12 = 0,0095%).
Tạp chất bay hơi ổn định quanh 0,05% (độ dốc
không có ý nghĩa), dự đoán 0,05% tại 12 tháng, dưới
giới hạn 0,5%.
Xu hướng dự đoán của TKSK trong 12 tháng

(0,025%) nhỏ hơn độ không đảm bảo đo mở rộng
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của giá trị ấn định (± 0,03%); không xuất hiện tạp
phân hủy vượt giới hạn (tạp riêng lẻ ≤ 1,0%, tổng
tạp ≤ 2,0%).
Như vậy, chất chuẩn DMF ổn định ở 2 – 8°C đến

12 tháng; hạn kiểm tra lại được ấn định là 12 tháng.
3.4. Bàn luận
Ngải đen hiện được sử dụng rộng rãi trong các

sản phẩm bảo vệ sức khỏe, đặt ra yêu cầu cấp thiết
về kiểm soát chất lượng đối với cả nguồn nguyên
liệu và thành phẩm. Theo quy định hiện hành, công
tác kiểm nghiệm đòi hỏi việc sử dụng các hợp chất
tinh khiết làm chất chuẩn đánh dấu (marker) [4],[6].
Trong đó, DMF là một hợp chất mang cả hoạt tính
sinh học và tính đặc trưng hóa học cao của ngải đen.
Do đó, việc nghiên cứu phân lập và thiết lập chất
chuẩn đối chiếu DMF từ thân rễ loài này là một nhu
cầu thực tiễn phục vụ công tác kiểm nghiệm.
Nghiên cứu đã xây dựng được quy trình hoàn

chỉnh để thiết lập chất chuẩn DMF từ thân rễ ngải
đen gồm đầy đủ các giai đoạn: chiết xuất, phân lập,
đánh giá chất lượng nguyên liệu và thiết lập chuẩn.
Dữ liệu thực nghiệm trên 3 mẻ cho thấy quy trình ổn
định về hiệu suất phân lập (455 – 512 mg/kg nguyên
liệu), cho sản phẩm phân lập tinh khiết (độ tinh khiết
sắc ký 99,51%), chất chuẩn sau khi đóng lọ ổn định
trong tối thiểu 12 tháng, phù hợp làm chất chuẩn
định tính và định lượng trong kiểm nghiệm. Quy
trình này mang tính ứng dụng cao, cho phép các cơ
sở kiểm nghiệm có đủ trang thiết bị tự thiết lập chất
chuẩn cơ sở (working standard).

Mặc dù vậy, nghiên cứu vẫn tồn tại một số hạn
chế nhất định. Thứ nhất, trong các thành phần sử
dụng để tính toán giá trị ấn định mới chỉ có độ tinh
khiết sắc ký được thực hiện tại hai phòng thí nghiệm
đạt chuẩn ISO/IEC 17025, các thành phần còn lại
mới phân tích tại một phòng thí nghiệm, chưa phải
là một nghiên cứu liên phòng toàn diện. Thứ hai, kết
quả hiện chỉ dựa trên một phương pháp phân tích
duy nhất (cân bằng khối lượng), thiếu sự đối chứng
với các phương pháp trực giao như quang phổ cộng
hưởng từ hạt nhân định lượng (qNMR) hoặc nhiệt
lượng kế quét vi sai (DSC). Những giới hạn này
được đưa ra nhằm đảm bảo chất chuẩn được ứng
dụng đúng phạm vi và giới hạn cho phép.
4. Kết luận
Nghiên cứu đã xây dựng được quy trình phân lập,

tinh chế DMF từ thân rễ loài ngải đen (Kaempferia
parviflora Wall. ex Baker) và thiết lập chất chuẩn
DMF. Quy trình chiết xuất – phân lập DMF, tiêu
chuẩn kiểm tra chất lượng nguyên liệu và phương
pháp HPLC đánh giá độ tinh khiết sắc ký đã được
xây dựng và thẩm định theo yêu cầu hiện hành. Chất
chuẩn được khẳng định về cấu trúc, đánh giá đồng
nhất theo ISO Guide 35 (phân tích phương sai một
chiều) và thiết lập giá trị ấn định hàm lượng 99,40%
với độ không đảm bảo đo mở rộng U = ± 0,03% (k
= 2), phù hợp cho mục đích sử dụng định tính và
định lượng trong kiểm tra chất lượng các mẫu cần
dùng chất chuẩn DMF.
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