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Abstract. Hai tetrapeptid Tryptophillin L gồm Phe-Pro-Trp-Leu(OH) và Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) được 
tổng hợp thành công bằng phương pháp tổng hợp peptid trên pha rắn sử dụng kỹ thuật Fmoc. Cơ cấu hai 
peptid được xác nhận bằng phương pháp đo phổ khối lượng (MS) và phương pháp phổ cộng hưởng từ hạt 
nhân (NMR), cùng với độ tinh khiết hơn 95% được xác nhận bằng sắc ký lỏng cao áp C-18 (RP-HPLC). 
Khảo sát hoạt tính kháng oxid hóa của hai peptid bằng hai phản ứng DPPH và FRAP cho thấy Phe-Pro-
Trp-Leu(NH2) có khả năng kháng oxid hóa vượt trội và là một hợp chất tiềm năng để phát triển peptid 
kháng oxid hóa. 
Keywords. Tổng hợp peptid trên pha rắn, Fmoc, Tryptophyllin L, chất kháng oxid hóa, DPPH, FRAP. 

 
SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF 

TRYPTOPHILLIN L PEPTIDES 
 
Abstract. Two Tryptophyllin L tetrapeptides including Phe-Pro-Trp-Leu(OH) and Phe-Pro-Trp-
Leu(NH2) were successfully synthesized using Fmoc solid-phase peptide synthesis technique. The 
structures of two peptides were confirmed by mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance 
(NMR) measurements. Purity of more than 95% for both peptides were revealed by Reverse Phase Liquid 
Chromatography (RP-HPLC). Screening for antioxidant activities of the two peptides by DPPH and 
FRAP assays showed a high antioxidant potency of Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) which is in contrast with Phe-
Pro-Trp-Leu(OH) and required further investigation for its potential application as an antioxidant for 
domestic or medicinal purpose. 
Keywords. Peptide solid-phase synthesis, Fmoc, Tryptophyllin L, antioxidants, DPPH, FRAP. 

1 GIỚI THIỆU 

Vai trò của peptid ngày càng trở nên quan trong trong các nghiên cứu dược phẩm, hóa mỹ phẩm và 
gần đây là công nghệ thực phẩm [1-5]. Các công trình nghiên cứu cho thấy, các peptid phân lập từ tự 
nhiên thể hiện đa dạng các hoạt tính sinh học bao gồm khả năng kháng oxid hóa, hạ huyết áp, kháng vi 
sinh và kháng khuẩn [6]. Peptide kháng oxid hóa đặc biệt được chú ý khi chúng là hợp chất tiềm năng góp 
phần quan trọng vào việc ngăn ngừa và chữa trị các căn bệnh như tim mạch, tiểu đường, ung thư, viêm 
khớp...[6-9]. Hơn nữa chúng còn có khả năng tạo phức hiệu quả với các ion kim loại như Fe2+ hoặc Cu2+ 
và làm chậm quá trình peroxid hóa của lipid. Điều này khiến peptid ly trích từ tự nhiên trở thành các hợp 
chất được nghiên cứu  rộng rãi nhằm ứng dụng trong công nghiệp bảo quản thực phẩm thực phẩm và chất 
kháng oxid hóa trong nghiên cứu dược phẩm [10-12]. 

Đa số các peptid với hoạt tính sinh học thu được từ các nguồn protein khác nhau bằng phương pháp 
thủy giải dùng vi sinh hay dùng các enzym thủy giải (protease). Rất nhiều công trình nghiên cứu nhằm 
nâng cao hiệu quả của quy trình thủy giải, khử, tinh chế, xác định cơ cấu và hoạt tính của các peptid đã 
được công bố. Qua đó, số lượng peptid với hoạt tính kháng oxid hóa được phát hiện cũng ngày nhiều và 
đa dạng về cơ cấu [10, 13-19]. 

Ngoài việc phân lập và xác định cơ cấu của các peptid có hoạt tính kháng oxid hóa, các nghiên cứu 
khác về mối quan hệ giữa cơ cấu và hoạt tính bao gồm ảnh hưởng của thành phần amino acid, vị trí và số 
lượng của các amino acid đến khả năng kháng oxid hóa của các peptid này cũng được tiến hành, nhằm 
làm cơ sở cho việc dự đoán và thiết kế các peptid có hoạt tính kháng oxid hóa [10, 11, 16]. Trong một 
nghiên cứu thống kê trên 42 peptid kháng oxid hóa của nhóm nghiên cứu của Xia từ Trường đại học Y 
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khoa Guangdong [11] cho thấy chúng có độ dài 3-16 amino acid, trong đó nhóm có hoạt tính kháng oxid 
hóa cao nhất có độ dài dưới 7 amino acid và khối lượng phân tử nhỏ hơn 1000 đvC. Sự có mặt với mật độ 
cao của các amino acid hương phương như Tyr, His, Trp và Phe; amino acid kỵ nước như Val, Leu, Ile, 
Pro, Ala, Met và Gly được cho là có ảnh hưởng lớn đối với tính kháng oxid hóa của các peptid đã được 
nghiên cứu [11, 20]. Nghiên cứu mối quan hệ cơ cấu-tính chất sử dụng mô hình định lượng (QSAR) cho 
thấy sự có mặt của amino acid kỵ nước tại vị trí C3 của vùng đuôi carboxilic giúp tăng khả năng phá hủy 
gốc peroxi của peptid, từ đó tăng khả năng kháng oxid hóa của chúng [21]. 

Khả năng thể hiện hoạt tính kháng oxid hóa của các -amino acid đơn lẻ cũng được nghiên cứu để 
tìm kiếm mối liên hệ trực tiếp giữa sự có mặt và số lượng các amino acid này đối với hoạt tính của peptid 
kháng oxid hóa. Cụ thể, khả năng bị oxid hóa cao hơn của các amino acid Cys, Met, Trp, Tyr và His so 
với các amino acid khác được giải thích bởi khả năng dễ bị oxid hóa của dây nhánh tiol trong Cys, tioeter 
trong Met, indol trong Trp, hidroxil phenol trong Tyr, và imidazol trong His [22]. Nhận định này được 
kiểm chứng lại lần nữa vào đầu năm 2018 khi nhóm của Matsui tiến hành khảo sát khả năng bảo vệ 
myoglobin của 20 -amino acid chống lại các gốc chứa oxigen và nitrogen hoạt động. Nghiên cứu này 
cho thấy Trp đứng đầu trong các amino acid chống lại các tác nhân oxid hóa chứa oxigen như hipoclorit 
và gốc peroxi, trong khi các amino acid như Asp, Asn, Glu và Gln lại thể hiện tốt khả năng chống lại gốc 
oxid hóa chứa nitrogen như peroxinitrit [23]. 

Ngoài yếu tố thành phần amino acid, sự ảnh hưởng của số lượng và trình tự sắp xếp của các amino 
acid đến khả năng kháng oxid hóa của các peptid cũng được nghiên cứu bởi một số nhóm. Trình tự sắp 
xếp của các amino acid được nhận định có ảnh hưởng quyết định đến tính oxid hóa của các peptid [24]. 
Cụ thể sự thay đổi vị trí hay loại bỏ của các amino acid được cho là sẽ làm thay đổi khả năng oxid hóa 
của peptid tương ứng [25]. Tuy nhiên khuynh hướng thay đổi cho đến nay vẫn chưa được nghiên cứu rõ 
ràng. 

Việc khảo sát hoạt tính kháng oxid hóa của các peptid ly trích từ thiên nhiên cùng với việc ảnh 
hưởng của các yếu tố cơ cấu đến khả năng kháng oxid hóa của các chúng sẽ góp phần mở rộng ngân hàng 
các peptid thuộc nhóm này, đồng thời làm cơ sở cho việc dự đoán và thiết kế peptid ứng dụng vào trong 
các ngành như công nghệ thực phẩm và dược phẩm. Chính vì mục đích này mà nhóm nghiên cứu tổng 
hợp và xác định khả năng kháng oxid hóa của một số peptid Tryptophyllin. 

Tryptophillin L là các peptid được cô lập từ dịch tiết qua da của loài ếch Litoria rubella. Một số 
Tryptophillin L tiêu biểu được trình bày trong Bảng 1. Litoria rubella tiết một lượng lớn các 
Tryptophyllin ra khi có kích thích xung điện thấp 10-15V qua da. Các Tryptophillin L là peptid chứa từ 4-
7 amino acid với chuỗi Pro-Trp gắn liền nhau [26, 27]. Trong khi các họ peptid phân lập từ loài lưỡng cư 
khác như caeridin, aurein, citropin, signiferin, tachykinin sở hữu hàng loạt hoạt tính sinh học như tính 
kháng khuẩn, kháng nấm, chống co cơ, giảm đau…nghiên cứu vẫn chưa chỉ ra hoạt tính sinh học nổi bật 
của nhóm Tryptophillin [26, 28]. Mặt khác, một nghiên cứu gần đây cho thấy trong dịch tiết của loài này 
tại một số địa phương của Úc có chứa các chất chuyển hóa của tryptophan như kynurenine, 5-
hydroxytryptophan và N-formylkynurenine [29]. Điều này có thể lý giải do khả năng dễ bị oxid hóa của 
tryptophan có trong các peptid này nhưng cũng đồng thời đặt ra câu hỏi, liệu các peptid Tryptophyllin L 
này có phải là những hợp chất có hoạt tính kháng oxid hóa và cấu trúc của chúng có thể được sử dụng 
như nền tảng để phát triển các peptid kháng oxid hiệu quả trong công nghệ thực phẩm và dược phẩm. Giả 
thuyết này được củng cố khi các peptid ngắn này đều chứa các amino acid được đánh giá có mặt nhiều 
trong các peptid kháng oxid hóa như Pro, Phe và Leu [14, 29, 30]. Để trả lời câu hỏi trên, nhóm nghiên 
cứu đã tổng hợp 2 peptid Tryptophyllin L1.2 và Tryptophyllin L1.2.1 (Bảng 1), khảo sát hoạt tính kháng 
oxid hóa của chúng qua các thí nghiệm với các tác nhân oxid hóa chứa oxigen như DPPH và FRAP, so 
sánh khả năng kháng oxid hóa của chúng với chất chuẩn Trolox từ đó đánh giá tiềm năng sử dụng chúng 
như chất nền cho tổng hợp các peptid kháng oxid hóa. 
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Bảng 1. Một số Tryptophyllin L peptid phân lập từ dịch tiết qua da của loài ếch Litoria rubella 

Tên KLPT Cơ cấu peptid 
Tryptophyllin L 1.1.1 415 Pro-Trp-Leu(OH) 
Tryptophyllin L 1.2 560 Phe-Pro-Trp-Leu (NH2) 
Tryptophyllin L 1.2.1 561 Phe-Pro-Trp-Leu(OH) 
Tryptophyllin L 1.5 501 Ser-Pro-Trp-Leu(OH) 
Caeridin type Rubellidin 

4.2 
882 Ala-Gly-Leu-Gly-Asp-

Ile-Leu-Gly-Leu- (NH ) Caeridin type Rubellidin 
4.1 

1038 Gly-Leu-Gly-Asp-Ile-
Leu-Gly-Leu-Leu-Gly-Leu  

Tổng hợp peptid trên pha rắn (solid phase peptide synthesis SPPS) là phương pháp được thiết lập và 
phát triển bởi Merifield [31] và hiện đang là phương pháp được sử dụng phổ biến trong phòng thí nghiệm 
nghiên cứu cũng như trong công nghiệp để điều chế peptid. Được gọi là phương pháp tổng hợp  peptid 
trên pha rắn vì nó gắn amino acid đầu tiên lên trên các hạt polimer không tan trong dung môi phản ứng 
còn gọi là resin, rồi lần lượt gắn các amino acid theo trình tự để tạo dây peptid mong muốn (Hình 1) [32-
33]. 

Trong nghiên cứu này các peptid sẽ được tổng hợp trên hai loại resin là 2-chlorotrityl chloride resin 
và rink amide resin với các chất ghép đôi N-[(1H-benzotriazole-1-yl)-(dimethylamino)methylene]-N-
methylmethanaminium hexafluoro-phosphate N-oxide  (HBTU)/ 1-hydroxybenzotriazole (HOBt). Peptid 
được tinh chế sử dụng phương pháp ly trích và cấu tạo được xác định bằng phương pháp phổ nguyên tử 
(NMR) và phổ khối lượng (MS). Khả năng kháng oxid hóa của các peptid sẽ được xác định với hai thí 
nghiệm DPPH và FRAP. 

linker

linker

Peptide

O

H
N

O

R
Y

X

+

linker
O

H2N

O

R
Y

linker
O

H
N

R
Y

OH

H
N

O

R1
Y1

X

O

H
N

O

R1
Y1

X

amino acid 1

OH

H
N

O

R
Y

X

amino acid 2

(i)

(ii)

(ii)

(iii)

 
Hình 1: Quy trình tổng hợp peptid trên pha rắn 

X, Y là nhóm bảo vệ đầu amin và dây nhánh tương ứng 
Linker là nhóm chức nối amino acid và resin 
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2 HÓA CHẤT VÀ PHƢƠNG PHÁP TỔNG HỢP 

2.1 Hóa chất  
1-Hydroxybenzotriazole hydrate (HOBt), Piperidine, Tetrachloro-1,4-benzoquinone (Chloranil), 

Picrylsulfonic acid (TNBS), N,N – Diisopropylethylamine (DIPEA), Trifluoroacetic acid (TFA), 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) được mua từ công ty hóa chất 
Sigma Aldrich.  

Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, và Fmoc-Trp(Boc)-OH, 2-Chlorotrityl chloride ressin 
(100-200 mesh, 1,0-1,5 mmol/g), Rink amide resin (50-90 mesh, 0,8-1,0 mmol/g), (2-(1H-benzotriazol-1-
yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexauorophosphate) (HBTU) được mua từ công ty GL BioChem, Thượng 
Hải, Trung Quốc với độ tinh khiết > 95%. Dung môi methylene chloride (DCM) và dimethylformamide 
(DMF) với độ tinh khiết > 99.5% được mua từ công ty hóa chất Duksan, Hàn Quốc.  

Độ tinh khiết của tác chất và dung môi được yêu cầu nghiêm ngặc trong phản ứng tổng hợp peptid. 
DIPEA và piperidin được chưng cất sau khi làm khô bằng KOH, được lưu trữ trong bình đựng rây phân 
tử Linde 4 Å và sử dụng trong vòng 2 tuần. Dimethylformamide (DMF) và dichloromethane (DCM) được 
làm khô bởi bột Linde 4 Å ít nhất 2 ngày trước khi sử dụng. Tất cả các hóa chất phải được lưu trữ ở nhiệt 
độ dưới 4 oC. Các thuốc thử TNBS and chloranil phải được pha mới ở mỗi lần thử nghiệm. 

2.2. Xác định cơ cấu 

Điểm chảy được đo trên Mel-Temp melting point (IA9100). Phổ IR được đo trên thiết bị Bruker 
Tensor 27. Phổ 1H, 13C-NMR và DEPT được ghi trên phổ kế Bruker Advance III hoạt động tại tần số 500 
MHz cho 1H và 125 MHz cho phổ 13C-NMR và DEPT, dung môi DMSO-d6. Độ dời cho 1H, 13C -NMR 
được trình bày dưới đơn vị ppm () và mô tả như singlet (s), doublet (d), quartet (q), multiplet (m), double 
doublet (dd) và coupling constants J tính bằng Hz.  

Phổ khối lượng phun sương điện tử (ESI MS) được tiến hành trên thiết bị Finigan LCQ Advantage 
Max LC-ESMS. Nguồn ion hóa: ion trap, ion hóa dương và âm, dãy khối lượng: 80,0-1000,0 m/z, thế ion 
hóa 12 eV, loại scan: full, thời gian (acuisition time) 15 phút. Dung môi để chạy RP-HPLC là  0,0% dung 
môi B đến 100% dung môi B (dung môi B: acetonitril + 0,1% TFA và dung môi A: 100% water + 0.1% 
TFA), cột Cosmosil C18, 4,6 x 250 mm, 5 m, 100 A tốc độ 1,0 ml/phút. 

2.3. Quy trình tổng hợp peptid 

Cả hai peptid đều được tổng hợp trên thiết bị lắc tự động sử dụng kỹ thuật bảo vệ Fmoc (Hình 1). 
Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) được tổng hợp trên 2-chlorotrityl chloride resin và quy trình được tóm tắt 
trong Bảng 1. Với HBTU/HOBt là tác nhân kích hoạt phản ứng ghép đôi của các amino acid. Các test 
màu trong Bước 8 được tiến hành để xác định sự còn lại (sau phản ứng ghép đôi) hay sự xuất hiện (sau 
khi cắt Fmoc) của gốc amin trong quá trình phản ứng. Hỗn hợp (10% DIPEA/DMF và TNBS/DMF) được 
sử dụng phát hiện amin nhất cấp, còn hỗn hợp (2% acetaldehyde/DMF và 2% chloranil/ DMF) được dùng 
để nhận biết sự có mặt của amin nhị cấp.  

Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(OH) được tổng hợp trên Rink amid resin và dung môi được sử dụng là 
DMF. Trước khi gắn amino acid đầu tiên lên resin, Fmoc được cắt ra khỏi Rink amid bởi dung dịch 20% 
piperidin trong DMF. Sau đó tiến hành che bằng dung dịch anhidrid acetic: pyridin tỉ lệ thể tích 3:2. Các 
amino acid được gắn lên Rink amid theo quy trình tương tự như trong Bảng 1. Hỗn hợp TFA/H2O/ TIPS 
(triisopropyl silane) 18:1:1 được sử dụng để cắt các peptid ra khỏi resin trong 1 giờ. 

Peptid được vừa cắt khỏi resin sẽ được làm lạnh trong dietil eter và tách khỏi dung dịch dưới dạng 
kết tủa. Hỗn hợp được đem ly tâm và lọc. Chất rắn được hoàn tan trong dung môi 10% ACN/H2O rồi 
đông khô. Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2), công thức phân tử là C31H40N6O4 được tổng hợp với hiệu suất 
80%. Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2), công thức phân tử là C31H39N5O5 được tổng hợp với hiệu suất 73%. 

Các peptid được tổng hợp theo quy trình được tóm tắt ở Bảng 2. Quy trình này là kết quả của sự tối 
ưu hóa tất cả các yếu tố liên quan gồm dung môi, thời gian lắc và thể tích của các tác chất và dung môi 
cho tổng hợp các tetrapeptid (peptid gồm bốn amino acid), được tiến hành trong điều kiện của phòng thí 
nghiệm tại Trường Đại học Công nghiệp thành phố Hồ Chí Minh. Quy trình này được kiểm chứng cho 
tổng hợp Tryptophyllin L1.2 và một số tetrapeptid đã cho kết quả tương tự và hiệu suất đều trên 70%. 
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Bảng 2. Quy trình tổng hợp peptid sử dụng 2-chlorotrityl chloride resin (với khả năng tải lý thuyết của resin là 1 
mmol peptid/1 g resin) 

Tên bước Hóa chất sử dụng Lượng 
chất 

Thời 
gian 

Lặp 
lại 

1. Ngâm resin  2-Chlorotrityl chloride  
DCM 

500 mg 
5 ml 

1 h x 1 

2. Tải AA1 lên 
resin 

Thêm Fmoc-AA1 (1.1mol), DIPEA (5.5 mol) trong 
DCM  

6 ml 3-8 h x 1 

3. Rửa lần 1 DCM 6 ml  x 3 
4. Che resin  CH2Cl2:MeOH :DIPEA (17:2:1)  5 ml 30 min x 1 
5. Rửa lần 2 Rửa bằng DCM/DMF/DCM 6 ml  x 3  
6. Cắt Fmoc 20 % piperidin/DMF (tỉ lệ 1:4) 6 ml 1 h  
7. Rửa lần 2 Rửa bằng DCM/DMF/DCM 5 ml  x 3 
8. Test màu Amin nhất cấp: (10% DIPEA/ DMF) và  

(5 mg TNBS + 0.5 mL DMF) đỏ/ cam đỏ 
 Amin nhị cấp: (2% acetaldehid/DMF) và (2 % 
cloranil/DMF)  xanh đậm/lá 

   

9. Ghép đôi các 
AA tiếp theo 

Thêm Fmoc-AAn (3 mol), HBTU (3mol), HOBt 
(3mol), DIPEA (6 mol), dung môi DCM: DMF (1:1) 

5 ml  6 h x 2 

10. Lặp lại Từ bước 7-9 cho các Fmoc-amino acid tiếp theo    
11. Cắt peptid ra 
khỏi resin 

TFA/ H2O/ TIPS (18:1:1) 5 ml 
 

1 h x 1 
x 2 

 

2.4. Thí nghiệm bắt gốc tự do DPPH 

Khả năng bắt gốc tự do DPPH của peptid được đo lường bởi phương pháp đo quang [34]. Dung dịch 
chứa 2 ml của peptid trong etanol ở nồng độ giảm dần từ 800-50 g/ml được trộn với 2 ml của dung dịch 
DPPH nồng độ 0,2 mM trong etanol. Hỗn hợp phản ứng được để tại nhiệt độ phòng trong bóng tối trong 
30 phút. Độ hấp thụ của dung dịch được đo tại 517 nm bởi máy đo quang Thermo Scientific Genesys 20. 
Dung dịch DPPH: H2O (v/v 1:1) được sử dụng như đối chứng âm. Khả năng bắt gốc tự do của hai peptide 
ược tính sử dụng công thức sau: 

Khả năng bắt gốc tự do (%) = [(Acontrol − Asample)/Acontrol]x 100 (1) 
Trong đó Acontrol là độ hấp thụ của đối chứng âm. 
Asample là độ hấp thụ của peptid ở các nồng độ khác nhau. 
Tất cả các peptid được tiến hành 3 lần và lấy giá trị trung bình. Giá trị nồng độ tại đó peptid thể hiện 

khả năng bắt 50% gốc tự do (IC50) được suy ra từ phương trình hồi quy tuyến tính mô tả sự phụ thuộc 
của phần trăm bắt gốc tự do theo nồng độ của peptid. Khả năng bắt gốc DPPH của glutathione được xác 
định giống như đối với các peptid.  

2.5. Thí nghiệm khử FRAP  
Thí nghiệm FRAP được thực hiện theo phương pháp của Benzie và Strain [35]. Thuốc thử FRAP 

được điều chế bằng cách trộn dung dịch đệm acetat 0,3 M, TPTZ 10 mM trong 40 mM HCl, 20 mM 
FeCl3 pH 3,6 theo tỷ lệ 10:1:1 về thể tích. Các peptid được hòa tan trong dung dịch etanol: H2O (1: 1) để 
đạt nồng độ 2 mg/ml. Dung dịch peptid và thuốc thử FRAP được ủ ở 37 oC trong bể ổn nhiệt. Peptid và 
dung dịch FRAP được trộn với nhau theo tỉ lệ 1:5, để ổn nhiệt và độ hấp thụ được đo ở 593 nm sau 30 
phút. Đường chuẩn được tạo ra bằng cách đo độ hấp thụ của dung dịch FeSO4 nồng độ 100-1000 M.  
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3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tryptophyllin L 1.2 Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) 
Hai peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) và  Phe-Pro-Trp-Leu(OH) có cấu tạo được mô tả lần lượt trong 

Hình 2 và 3. Phân tích cơ cấu hai sản phẩm peptid bằng phương pháp ghi phổ FTIR, phổ khối lượng và 
phổ NMR cho kết quả như sau: 
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Hình 2: Cấu tạo phân tử Phe-Pro-Trp-Leu(NH2) (Tryptophyllin L 1.2) 

 
Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2), công thức phân tử là C31H40N6O4,  thể rắn, hiệu suất 80%. Nhiệt độ 

nóng chảy 108-120 oC.  Phổ dương ESI HRMS của peptid cho peak [M+H] + 561.30. IR (KBr, νmax, cm-1): 
3294 (N-H), 1648 (CO-NH), 1516 (C-N).  

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.78 (dd, J = 23.1, 11.0 Hz, 1H, NH indole), 8.29 (d, J = 9.3 Hz, 
1H, CO-NH-CH), 7.89 (dd, J = 8.1, 4.8 Hz, 1H, CO-NH-CH), 7.61 (t, J = 7.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.32 (dd, J 
= 12.8, 5.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.31 – 7.20 (m, 4H, Ar-H), 7.18 (s, 1H, CH-NH indole), 7.13 (s, J = 7.3 Hz, 
2H, CO-NH2), 7.09 – 7.02 (m, 1H, Ar-H), 6.98 (m, 2H, Ar-H), 4.62 – 4.52 (m, 1H, NH-CH-CONH2), 
4.44 (dd, J = 8.1, 3.8 Hz, 1H, NH-CH-CO pyrrolidine), 4.33 – 4.19 (m, 2H, NH-CH-CO), 3.27 – 3.10 (m, 
1H, CH2 pyrrolidine), 3.10 – 2.86 (m, 4H, CH2-CH-CO), 2.52 – 2.47 (m, 4H, CH2 pyrrolidine), 2.05 – 
1.95 (m, 1H, CH2 pyrrolidine), 1.91 (s, 1H, CH-NH2), 1.73 (m, J = 30.5 Hz, 2H, CH2-CH(CH3)2), 1.60 – 
1.50 (m, 1H, CH-(CH3)2), 0.87 (dd, J = 6.5, 3.4 Hz, 3H, CH-(CH3)2), 0.83 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH-
(CH3)2). 

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ 174.35 (C6), 171.34 (C7), 171.24 (C18), 167.27 (C23), 136.52 
(C12), 135.09 (C31), 130.32, 129.88, 129.11, 128.96, 127.65 (C26-30), 127.88 (C17), 124.15, 121.28, 
118.88, 118.70, 111.70 (C11, C13-16), 110.21 (C10), 60.09 (C19), 54.05 (C8), 52.71 (C24), 51.34 (C5), 
47.23 (C22), 41.61 (C4), 36.55 (C25), 29.41 (C20), 27.86 (C21), 24.84 (C9), 24.59 (C3), 23.51 (C1-2), 
22.10(C1-2). 
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Hình 3: Cơ cấu phân tử Phe-Pro-Trp-Leu(OH) (Tryptophyllin L 1.2.1) 
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Peptid Phe-Pro-Trp-Leu(NH2), công thức phân tử là C31H39N5O5,  thể rắn, hiệu suất 73%. Nhiệt độ 

nóng chảy 108-120 oC.  Phổ dương ESI MS của peptid cho mũi [M+H] + 562.10. IR (KBr, νmax, cm-1): 
3294 (N-H), 1648 (CO-NH), 1516 (C-N).  

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 10.81 (t, J = 18.7 Hz, 1H, NH indole), 8.11 – 7.99 (m, 1H, CO-NH-
CH), 7.94 (t, J = 8.7 Hz, 1H, CO-NH-CH), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H, CH-NH indole), 7.56 (dt, J = 7.5, 5.9 
Hz, 1H, Ar-H), 7.35 – 7.17 (m, 5H, Ar-H), 7.12 – 7.06 (m, 1H, Ar-H), 7.04 (dd, J = 14.2, 7.1 Hz, 1H, Ar-
H), 6.96 (dd, J = 9.3, 5.5 Hz, 1H, Ar-H), 4.62 – 4.53 (m, 1H, NH-CH-CONH2), 4.36 (dd, J = 8.2, 3.5 Hz, 
1H, NH-CH-CO pyrrolidine), 4.22 (dd, J = 14.6, 7.5 Hz, 1H, NH-CH-CO), 4.17 – 4.08 (m, 1H, NH-CH-
CO), 3.01 (ddd, J = 28.6, 16.0, 9.8 Hz, 1H), 2.87 – 2.76 (m, 2H, CH2-CH-CO), 2.71 (m, J = 26.6, 13.8 
Hz, 1H, CH2-CH-CO), 2.50 (m, 5H, CH2 pyrrolidine), 1.74 (m, 2H, CH2-CH(CH3)2), 1.70 – 1.55 (m, 1H, 
CH-(CH3)2 ), 1.56 – 1.46 (m, 2H), 1.45 – 1.22 (m, 3H), 0.88 (dd, J = 10.8, 4.7 Hz, 3H, CH-(CH3)2), 0.84 
(dd, J = 6.4, 4.3 Hz, 3H, CH-(CH3)2). 

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ 174.55 (C6), 171.39 (C7), 171.63 (C18), 171.47 (C23), 136.50 
(C12), 135.09 (C31), 130.09, 129.67, 128.72, 128.61, 127.08 (C26-30), 127.95 (C17), 126.81, 124.11 
121.24, 118.74, 111.69 (C11, C13-16), 110.60 (C10), 60.16 (C19), 54.35 (C8), 51.72 (C24), 51.07 (C5), 
46.99 (C22), 40.78 (C4), 39.69 (C25), 31.40 (C20), 29.21 (C21), 24.75 (C9), 24.67 (C3), 23.35, 22.19 
(C1-2),  

Cơ cấu của hai peptid được xác định qua các phép đo phổ khối lượng và phổ NMR. Sự có mặt nhóm 
chức amid được minh chứng bởi phổ FTIR và phổ 1H NMR, với số lượng nguyên tử C các bậc khác nhau 
được thể hiện qua phổ 13C và các phổ DEPT. Tuy nhiên đối với loại hợp chất trên, sự có mặt của nhóm 
chức carboxilic và amido (CO-NH2) rất khó khẳng định bởi phổ NMR và vì vậy phương pháp phổ khối 
lượng đã được sử dụng. Kết quả phổ khối lượng cho thấy hai mũi ứng với khối lượng phân tử hai chất tại 
561 và 562 m/z. Phổ khối lượng MS/MS cho kết quả sự mất amoniac (NH3) từ [M+H]+ của peptid Phe-
Pro-Trp-Leu(NH2) và sự mất CO2 từ [M+H]+ của peptid Phe-Pro-Trp-Leu(OH) 

3.2. Hoạt tính kháng oxid hóa qua thí nghiệm DPPH 

Thử nghiệm hoạt tính kháng oxid hóa của hai peptid sử dụng gốc tự do DPPH, đây là gốc tự do bền, 
màu xanh tím và hấp thu mạnh ở bước sóng 517 nm. Bởi vì độ hấp thu của dung dịch phản ứng có giá trị 
phụ thuộc vào nhiều yếu tố như nồng độ ban đầu của DPPH, tỉ lệ DPPH-peptid và dung môi, cho nên thay 
vì sử dụng sự giảm độ hấp thụ để biểu thị cho khả năng phản ứng của peptid, chỉ số IC50 gọi là chỉ số bắt 
50% gốc DPPH, được sử dụng để đặc trưng cho hoạt tính kháng oxid hóa của các peptid [36].  

Kết quả thí nghiệm DPPH cho thấy có sự khác biệt lớn trong hoạt tính kháng oxid hóa của hai peptid 
Tryptophyllin L. 1.2 và Tryptophyllin L. 1.2.1. Phản ứng của Tryptophyllin L. 1.2 với DPPH diễn ra 
nhanh hơn Tryptophyllin L. 1.2.1 rất nhiều, biểu hiện bằng sự giảm cường độ màu của dung dịch DPPH 
ngay lập tức khi cho Tryptophyllin L. 1.2 vào so với sự mất màu rất chậm của dung dịch phản ứng 
Tryptophyllin L. 1.2.1.  Biểu đồ biểu thị sự phụ thuộc của phần trăm bắt gốc tự do vào nồng độ của 
Tryptophyllin L 1.2 là tuyến tính còn biểu đồ của Tryptophyllin L 1.2.1 cho thấy, peptid này không phản 
ứng với DPPH ở nồng độ nhỏ hơn 200 µg/ml, ngược lại còn làm tăng độ hấp thụ của hỗn hợp phản ứng 
(Hình 3). Tuy nhiên, để thu được giá trị IC50, đường thẳng hồi quy đã được sử dụng cho cả hai peptid 
trên, cho thấy IC50 của Tryptophyllin L. 1,2  là 2,59 mM trong khi Tryptophyllin L. 1.2.1 gần gấp đôi là 
4.56 mM (Bảng 2). Với sự khác nhau duy nhất trong cơ cấu của 2 peptid này là gốc amid và gốc 
carboxilic, có thể suy luận rằng sự thay thế gốc amid bởi gốc carboxilic làm giảm khả năng bắt gốc 
DPPH. Hay nói cách khác, sự khác biệt về cơ cấu ảnh hưởng đến cơ chế trao đổi điện tử hoặc cho nhận 
proton của peptid với DPPH. Để làm rõ hơn về khả năng trao đổi điện tử, hai peptid đã được cho thử 
nghiệm với dung dịch FRAP (phần 3.3).  

Bảng 3. Nồng độ bắt 50% gốc DPPH của hai peptid và chất chuẩn glutathione 

IC 50 

Tryp L 1.2 Tryp L 1.2.1 Glutathione 
 mM mM mM 

2.59 ± 0.078 4.56 ± 0.43 0.16 ± 0.01 
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Hình 4: Phần trăm bắt gốc DPPH của hai peptid theo nồng độ 

 
So sánh khả năng bắt gốc tự do của hai peptid với glutathione, một peptid nội sinh kháng oxid hóa, 

cho thấy khả năng kháng oxid hóa của các peptid Tryptophyllin L kém so với glutathione khoảng 10 lần 
(Bảng 3). Tuy nhiên khi so sánh khả năng kháng oxid hóa của các Tryptophyllin L với các peptid được ly 
trích từ thiên nhiên phổ biến như từ β-lactoglobulin, thịt, tảo và sản phẩm phụ thực phẩm [17, 25, 37, 38], 
giá trị này là một giá trị nằm ở ngưỡng cao của peptid kháng oxid hóa.  

3.3. Hoạt tính kháng oxid hóa qua thí nghiệm FRAP 

Thí nghiệm FRAP dựa vào khả năng khử Fe3+(TPTZ)2 tạo phức Fe2+(TPTZ)2 có màu xanh đặc trưng 
để xác định khả năng hoàn nguyên của peptid, tỉ lệ thuận với khả năng nhường điện tử với chất oxid hóa. 
Thí nghiệm cho thấy hai peptid này phản ứng theo chiều hướng tương tự với DPPH, trong đó khả năng 
tham gia phản ứng hoàn nguyên phức Fe3+(TPTZ)2 của Tryptophyllin 1.2 lớn hơn so với Tryptophyllin 
1.2.1 với giá trị là tương ứng 87,55 và 5,23 mM Fe2+/mol peptid. Giá trị hoàn nguyên FRAP này được lấy 
tại 30 phút như trong hầu hết các phản ứng FRAP của peptid nhằm mục đích so sánh. Tuy nhiên, phản 
ứng thật sự không kết thúc tại thời điểm này, đồ thị biểu thị sự phụ thuộc của độ hấp thụ vào thời gian cho 
thấy, phản ứng của Tryptophyllin 1.2 kết thúc ở khoảng 150 phút và của Tryptophyllin 1.2.1 ở khoảng 
250 (Hình 4). Tuy nhiên giá trị hoàn nguyên tại hai thời điểm này không được sử dụng do hai lý do, thứ 
nhất trong phản ứng oxid hóa khử để thử hoạt tính kháng oxid hóa, tốc độ phản ứng sẽ đóng vai trò quan 
trọng khi phải tương tác với chất oxid hóa nhanh hơn chất cần được bảo vệ (chẳng hạn lipid) và vì vậy 
việc chọn thời điểm kết thúc phản ứng quá dài là không hợp lý và không phản ánh được tiềm năng kháng 
oxid hóa của chúng. Tuy nhiên phải nhấn mạnh rằng, khả năng hoàn nguyên của hai peptid thay đổi rất 
đáng kể khi kéo dài thời gian phản ứng, với giá trị lần lượt là 119,78 và 104,25 mM Fe2+/mol peptid. 

y = 0.033x + 2.2063 
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Hình 5: Khả năng khử FRAP theo thời gian của hai peptid 

4 KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này hai peptid Tryptophyllin L bao gồm Phe-Pro-Tryp-Leu(NH2) và Phe-Pro-
Tryp-Leu(OH) đã được tổng hợp thành công bằng phương pháp tổng hợp peptid trên pha rắn sử dụng 2-
chlorotrityl chloride và Rink amid resin. Cơ cấu của hai peptid đã được xác định qua các phương pháp đo 
phổ FTIR, phổ khối MS và MS/MS và phổ 1H, 12C NMR và DEPT. Khảo sát hoạt tính kháng oxid hóa 
của hai peptid bằng hai thí nghiệm DPPH và FRAP cho thấy Tryptophyllin L 1.2 là một chất có kháng 
oxid hóa tiềm năng và cũng giải thích cho việc tiết ra một lượng lớn chất này trên da của loài Litoria 
rubella khi bị kích thích bằng xung điện cường độ rất thấp, nhằm chống lại stress do môi trường tạo nên. 
Tuy nhiên có một sự khác biệt lớn trong hoạt tính kháng oxid hóa của hai Tryptophyllin L trong khi 
chúng chỉ khác nhau ở đuôi carboxilic và amid. Việc nghiên cứu mối quan hệ giữa cơ cấu và hoạt tính 
kháng oxid hóa của hai peptid trong tương lai sẽ cho làm rõ lý do của sự khác biệt này. 
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