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Chương 3. KẾT QUẢ .................................................................................................. 59 

3.1. Nghiên cứu thành phần hóa học .............................................................................. 59 

3.2. Nghiên cứu phương pháp kiểm nghiệm .................................................................. 81 

3.3. Tác dụng sinh học ................................................................................................. 109 

3.4. Nghiên cứu chiết xuất cao Actisô ......................................................................... 111 

3.5. Nghiên cứu bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô ................. 117 

Chương 4. BÀN LUẬN .............................................................................................. 124 

4.1. Nghiên cứu thành phần hóa học ............................................................................ 124 

4.2. Nghiên cứu về phân tích kiểm nghiệm ................................................................. 124 



iii 

 

 

4.3. Nghiên cứu hoạt tính chống oxy hóa ..................................................................... 140 

4.4. Nghiên cứu chiết xuất cao Actisô ......................................................................... 145 

4.5. Nghiên cứu bào chế viên bao phim chứa 200 mg cao Actisô ............................... 146 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Actisô (Cynara scolymus L.) (đồng danh là Cynara cardunculus L.) là loại cây 

thân thảo thuộc họ Asteraceae, có xuất xứ từ vùng Địa Trung Hải. Actisô được dùng 

làm thuốc và thực phẩm chức năng để trị các bệnh về gan, mật và hạ lipid máu. Do 

vậy, hiện nay Actisô được trồng phổ biến ở nhiều nơi trên thế giới với quy mô và sản 

lượng lớn, nhiều nhất là ở Ý, Ai Cập, Tây Ban Nha,… 1,2. Tại Việt Nam, Actisô được 

trồng nhiều ở Đà Lạt, Sa Pa, Tam Đảo. Chính vì nhiều tác dụng có lợi nên Actisô đã 

thu hút các nhà khoa học trên thế giới quan tâm nghiên cứu. 

Về tình hình nghiên cứu trên thế giới, có rất nhiều công trình nghiên cứu về 

hoa và lá Actisô, điển hình có các nghiên cứu về thành phần hóa học, tác dụng dược 

lý, phương pháp định lượng và một số thử nghiệm lâm sàng. 

Về tình hình nghiên cứu trong nước, các nghiên cứu về thành phần hoá học 

trong Actisô Đà lạt còn hạn chế, các hợp chất đã được công bố gồm hợp chất sterol, 

cynarin và flavonoid 3,4,5. Một số đề tài khác liên quan chủ yếu đến ngành chăn nuôi 

và nông nghiệp. Tại Việt Nam, việc nghiên cứu phát triển thuốc từ Actisô là hoàn 

toàn phù hợp với chính sách quốc gia về thuốc và định hướng phát triển dược liệu 

của Bộ Y tế vì Actisô là một trong 40 cây thuốc định hướng ưu tiên đầu tư phát triển.  

Hiện nay, thị trường Việt Nam và thế giới có rất nhiều chế phẩm từ Actisô, đa 

dạng về chủng loại (trà túi lọc, viên uống bao đường, viên nang, ống nước…). Tuy 

nhiên, một số nghiên cứu lâm sàng cho thấy có nhiều kết quả không tương đồng của 

các kết quả nghiên cứu với cùng mô hình thử nghiệm nhưng trên các chế phẩm Actisô 

có nhãn hiệu khác nhau. Một trong những nguyên nhân được cho là do các cao chiết 

lá Actisô (ALE) chưa được tiêu chuẩn hóa nên có sự khác biệt lớn giữa các chế phẩm 

vì công nghệ sản xuất của mỗi chế phẩm khác nhau 6,7,8 và các quy trình này đều 

không được công bố trên các tạp chí trong và ngoài nước. Qua khảo sát sơ bộ về hàm 

lượng 2 polyphenol chính (cynarin và acid chlorogenic) trong các chế phẩm trên thị 

trường cho thấy, hàm lượng các thành phần này trong các chế phẩm rất khác biệt, có 

những sản phẩm có hàm lượng hoạt chất rất thấp hoặc thậm chí không phát hiện được. 

Bên cạnh đó, đa số các chế phẩm trong nước có hàm lượng hoạt chất thấp hơn so với 
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chế phẩm Chophytol (Rosa-Pháp) - là chế phẩm nhập khẩu từ Pháp đã được bán tại 

thị trường Việt Nam. Do đó, đề tài “Nghiên cứu hóa học, chiết xuất, bào chế và 

kiểm nghiệm một số hợp chất polyphenol trong nguyên liệu và thành phẩm từ 

lá Actisô Đà lạt” được thực hiện với 2 mục tiêu chính: 

1. Nghiên cứu tiêu chuẩn hóa dược liệu lá Actisô. 

2. Nghiên cứu quy trình sản xuất bán thành phẩm (cao chiết) và thuốc (thành 

phẩm) từ cao Actisô có hàm lượng cynarin và acid chlorogenic tương đương 

hoặc cao hơn chế phẩm nước ngoài (Chophytol của Pháp). 

Để đạt được 2 mục tiêu trên, luận án được tiến hành với các nội dung cụ thể như sau: 

✓ Nghiên cứu thành phần hóa học: Chiết xuất phân lập và xác định cấu trúc 

các hợp chất trong lá Actisô. Phân lập các chất chính với lượng lớn để thiết lập 

chất đối chiếu. 

✓ Nghiên cứu phương pháp kiểm nghiệm: Thiết lập chất đối chiếu. Xây dựng 

quy trình định lượng các thành phần chính trong lá và cao Actisô. Ứng dụng quy 

trình định lượng để so sánh hàm lượng hoạt chất trong các cao chiết từ các bộ 

phận của 2 giống cây Actisô và theo dõi động thái tích lũy hàm lượng hoạt chất 

chính trong lá Actisô. Đồng thời, ứng dụng kiểm tra chất lượng các chế phẩm 

trên thị trường. 

✓ Nghiên cứu tác dụng sinh học: So sánh tác dụng chống oxy hóa của các hợp 

chất chính phân lập và một số cao chiết Actisô. 

✓ Nghiên cứu chiết xuất cao chuẩn hóa: Nghiên cứu phương pháp chiết xuất 

làm tăng hàm lượng cynarin và tổng acid caffeoylquinic trong nguyên liệu 

Actisô. Nâng cấp cỡ lô chiết xuất cao Actisô ở quy mô lớn (500 kg phiến lá/mẻ) 

✓ Nghiên cứu bào chế: Dựa vào công thức và quy trình bào chế đã khảo sát 

trước đây, nâng cấp cỡ lô sản xuất viên nén bao phim quy mô 15.000 viên/lô.  
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Thực vật học 

1.1.1. Phân loại thực vật  

Tên khoa học: Cynara scolymus L. Asteraceae 

Đồng danh: Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Hayek; Carduus scolymus 

(L.) Baill.; Cynara cardunculus L. 9 

Tên Việt Nam: Actisô 

Tên nước ngoài: Globe Artichoke, Artichoke (Tiếng Anh), Garten-Artischoke 

(Tiếng Đức), Artichaut (Tiếng Pháp). 

Theo hệ thống phân loại của A. L. Takhtajan công bố năm 1987 và đã sửa đổi năm 

2009, vị trí của chi Cynara thuộc họ Asteraceae như sau 10,11: 

Giới  Thực vật (Plantae) 

Ngành  Ngọc lan (Magnoliophyta, Angiospermae) 

Lớp  Ngọc lan (Magnoliosida, Dicotyledones) 

Phân lớp Cúc (Asteridae) 

Liên bộ Cúc (Asterianae) 

Bộ Cúc (Asterales) 

Họ Cúc (Asteraceae) 

Chi Cynara 

Loài Cynara scolymus L. 

Về phân loại thực vật, có khoảng 69 danh pháp khoa học của các loài thuộc chi 

Cynara được ghi nhận nhưng chỉ có 12 loài được chấp nhận theo The Plant list 12 và 13 

loài Theo Catalogue of life 9 (Bảng 1.1). 

C. cardunculus (L.) var. sylvestris (Lamk) Fiori. được chia thành hai phân loài 

có nguồn gen và phân bố địa lý khác nhau gồm một loài ở lưu vực Tây Địa Trung 

Hải, có khả năng là tổ tiên của Cardoon trồng (var. altilis DC.) do việc chọn và nhân 

giống đối với các lá lớn. Loài còn lại ở Trung - Đông Địa Trung Hải, được cho là tổ 

tiên của Actisô trồng (var. scolymus L.) do việc chọn giống hoa đầu có kích thước 
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lớn 13,14,15. Dựa vào rDNA, Sonnante và cộng sự (2007) 16 đã mô tả mối liên hệ giữa 

loài C. scolymus và C. cardunculus như ở Hình 1.1. 

Bảng 1.1. Các loài thuộc chi Cynara 

Stt Catalogue of life 2020 9 The plant list 2013 12 

1 Cynara algarbiensis Coss. ex Mariz Cynara algarbiensis Mariz 

2 Cynara auranitica Post Cynara auranitica Post 

3  Cynara aurantiaca Post  

4 Cynara baetica (Spreng.) Pau Cynara baetica (Spreng.) Pau 

5 Cynara cardunculus L. Cynara cardunculus L. 

6  Cynara cardunculus subsp. flavescens Wiklund 

7 Cynara cornigera Lindl. Cynara cornigera Lindl. 

8 Cynara cyrenaica Maire & Weiller Cynara cyrenaica Maire & Weiller 

9 Cynara humilis L. Cynara humilis L. 

10 Cynara makrisii Hand & Hadjik.  

11 Cynara scolymus L. Cynara scolymus L. 

12 Cynara syriaca Boiss. Cynara syriaca Boiss. 

13 Cynara tournefortii Boiss. & Reut. Cynara tournefortii Boiss. & Reut. 

14 Cynara gaditana Blanca & Sánch. Carr.  

15 Cynara pacensis F. M. Vázquez  

 

Hình 1.1. Mối liên hệ giữa các loài trong chi Cynara với C. cardunculus dựa vào rDNA 

Chú thích: Sylv = var. sylvestris; Alt = var. altilis; Scol = var. scolymus 

“Nguồn: Sonnante et. al., 2007” 16 

Cynara cardunculus 

Sylv Greece 

Sylv  Italy 

Sylv Spain 

Alt  Spain 

Scol Violette 

Scol Catanese 

Scol Romaneschi 

Scol Spinosi 

C. syriaca 

C. cornigera 

C. humilis 

Silybum marianum 

Alt  Italy 

C. baetica 

https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6PX
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6Q9
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6Q9
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C729
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C729
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6PZ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6PZ
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-71354
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6BV22
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6BV22
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6Q2
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/6C6Q2
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339B8
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339B8
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BC
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BH
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BH
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BM
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BM
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BN
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BN
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BQ
https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/339BR
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1.1.2. Đặc điểm thực vật 

a. Hình thái thực vật của cây Actisô 

Actisô là cây thân thảo sống hai hoặc lâu năm, mọc thẳng, có hoặc không có gai 

tùy theo giống Actisô, cao 1 - 2 m (Hình 1.2 a). Rễ to nạc, nhiều rễ phụ (Hình 1.2 b). 

Thân ngắn thẳng và cứng, có khía dọc, phủ lông tơ trắng. Cây có một vòng lá mọc so 

le, xếp thành hình hoa thị, lá trưởng thành to dài có thể hơn 1 m, rộng hơn 50 cm, xẻ 

thùy sâu, màu trắng nhạt ở mặt dưới vì có nhiều lông nhung, gân lá nổi rõ (Hình 1.2  

a, c). Khi cây trưởng thành, từ giữa vòng lá có thân mọc lên đến 1,5 m; phía dưới gốc 

thân mang những lá to trưởng thành, các lá nhỏ dần từ gốc đến ngọn và tận cùng là 

những lá không có cuống, nhỏ hơn, hơi phân thùy hoặc gần nguyên.  

Các hoa màu xanh tím, hình ống, đặt trên một đế hoa nạc phủ đầy lông tơ của 

cụm hoa đầu (Hình 1.2 f). Cụm hoa to, hình cầu, mọc ở ngọn thân, đường kính 6 - 15 

cm, được bao bọc bởi một bao chung lá bắc màu xanh hoặc tím, hình trứng, các lá 

bắc bầu ở gốc, nhọn ở đỉnh (Hình 1.2 e). Tuy nhiên, tùy theo loại giống Actisô khác 

nhau có thể có các đặc điểm hình thái hoa đầu khác nhau. Quả hình trứng, nhẵn bóng, 

màu nâu sẫm, bên trên có mào lông trắng 17,18. Hạt không có nội nhũ 19. 

 
Hình 1.2. Đặc điểm hình thái thực vật của cây Actisô 

“Nguồn: Plants For A Future và Riahi et.al., 2017 20,21 và iStock; LiveNaturally 22,23” 

a b 

c 
Rễ 

f 

e 

Thân 

e 

e 
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b. Sự đa dạng di truyền của loài Actisô 

Cynara là loài lưỡng bội (2n = 2x = 34) nên chúng đa dạng về kiểu gen. Trong các 

phân loài của C. scolymus, việc lai tạp có thể xảy ra 24,25. Lanteri và cộng sự (2012) 

26 đã báo cáo về sự đa dạng kiểu hình được tạo ra ở các thế hệ con nhờ lai hóa kiểu 

gen của Actisô trồng với cây Cardoon trồng và Cardoon dại (Hình 1.4) 24. Việc thuần 

hóa Actisô bằng cách nhân giống sinh dưỡng theo truyền thống có thể ở Sicily từ thời 

kỳ Đế quốc La Mã, trong khi cây Cardoon trồng có thể được thuần hóa ở Tây Ban 

Nha vào thời trung cổ. Hiện nay, hơn 120 kiểu gen được báo cáo nhưng chỉ có 11 - 

12 kiểu gen được coi là quan trọng do có nhiều lợi ích kinh tế 27. Porceddu và cộng 

sự (1976)28 đề xuất chia các giống cây Actisô thành bốn nhóm dựa trên thời gian thu 

hoạch và đặc điểm hình thái của hoa đầu (Hình 1.3). 

 

Hình 1.3. Đặc điểm hình thái hoa đầu của 4 nhóm giống Actisô 

“Nguồn: Porceddu et. al., 1976” 28 

❖ Các thế hệ lai F1 của C. scolymus: 

 
Hình 1.4. Kiểu hình của thế hệ lai F1 giữa Actisô trồng với Cardoon trồng và Cardoon dại 

“Nguồn: Lanteri et. al., 2012” 24 
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d. Các giống Actisô ở Việt Nam: 

Tại Việt Nam, cho đến nay, 2 giống Actisô A80 (“giống tím”, ký hiệu AT) và 

Actisô A85 (“giống xanh”, ký hiệu AX) đang được trồng và nhân giống rộng rãi tại 

Đà Lạt 29. Theo phương pháp truyền thống, cây Actisô được nhân giống chủ yếu bằng 

cách tách chồi bên hoặc sử dụng lại gốc cây mẹ từ vụ trước 14. Tuy nhiên, các phương 

pháp này dễ lây nhiễm các nguồn bệnh từ cây mẹ gây đốm vòng vàng, gây thoái hóa 

Actisô 30. Sự lây nhiễm các loại virus này thường gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến 

cả chất lượng và sản lượng cây Actisô thương phẩm 30.  

Hoàng Đắc Khải và cộng sự (2021) 31 đã khảo sát 5 giống Actisô nhập nội so 

với giống AX của Đà Lạt. Kết quả nghiên cứu cho thấy, cả 5 giống Actisô nhập nội 

đều đồng loạt ra hoa cùng thời điểm tương tự như giống AX (7 tháng sau khi trồng 

trên đồng ruộng) với hình thái và màu hoa ở Hình 1.5. Nghiên cứu này chỉ ra rằng cả 

5 giống Actisô nhập nội đều đạt năng suất và chất lượng của hoa đầu tốt, trong đó 

Actisô Cardon Blanc Ivoire AB (hoa màu tím) và Actisô Green Globe (hoa màu xanh) 

là 2 giống cho năng suất hoa cao hơn kèm theo hình thức và màu sắc hoa lạ mắt. Các 

giống còn lại cho năng suất thấp hơn và tương đương giống nội địa AX.  

  
Hình 1.5. Đặc điểm hình thái của 5 giống Actisô nhập nội so sánh với giống Actisô xanh (A85) 

“Nguồn: Hoàng Đắc Khải và cộng sự, 2021” 31 

1.1.3. Phân bố, sinh thái 

Actisô là giống cây tự nhiên có nguồn gốc từ Địa Trung Hải. Thế kỷ 15, loài 

này được đưa từ Sicile vào Châu Âu và được trồng ở Pháp, Anh và Đức 1. Đến đầu thế 

kỷ 16, Actisô được trồng ở khắp các quốc gia Địa Trung Hải, Trung Âu và Mỹ 1. 

Hiện nay, loài này được trồng khắp nơi trên thế giới. Theo số liệu thống kê của Tổ 

https://www.saveur.com/authors/karen-shimizu/
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chức Lương thực và Nông nghiệp Liên Hiệp Quốc (Faostat, 2018), tổng diện tích 

trồng Actisô trên thế giới là 127.368 ha, sản lượng đạt 1.678.872 tấn/năm. Actisô có 

vị trí quan trọng trong ngành nông nghiệp của vùng Địa Trung Hải với hơn 800.000 

ha và sản lượng thu hoạch hàng năm chiếm 70 % sản lượng toàn cầu. Ý dẫn đầu thế 

giới về sản lượng Actisô, tiếp đến là Ai Cập, Tây Ban Nha, Peru, Pháp, Mỹ 2.  

  Ở Việt Nam, Actisô được người Pháp di thực từ thế kỷ 20, ban đầu trồng ở Sa 

Pa, hiện nay được trồng ở Mường Khương (Lào Cai), Tam Đảo (Vĩnh Phúc) và nhiều 

nhất tại Đà Lạt (Lâm Đồng); thường trồng ở độ cao 1.000 - 1.500 m. Cây thích hợp với 

đất dày màu, thoát nước và bón nhiều phân. Ra hoa từ tháng 12 đến tháng 2 19.  

1.2. Thành phần hóa học 

Actisô là một nguồn phong phú các hợp chất polyphenol, chủ yếu là acid 

caffeoylquinic, flavonoid và inulin được phân lập từ dịch chiết phân cực của lá và 

hoa đầu Actisô. Các thành phần kém phân cực có trong Actisô bao gồm các 

sesquiterpen lacton, các acid béo và các triterpen được tìm thấy trong lá Actisô, trong 

đó vị đắng của lá Actisô là do thành phần cynaropicrin. Các sắc tố anthocyanidin chỉ 

tìm thấy trong hoa đầu của Actisô. 14,32,33 

1.2.1. Polyphenol 

Actisô rất giàu các hợp chất phenol, chủ yếu là các dẫn xuất caffeoylquinic, 

flavonoid. Polyphenol toàn phần trong lá nhiều hơn trong hoa đầu, do đó lá Actisô 

được xem là một nguồn quan trọng giàu hợp chất phenol có lợi cho sức khỏe. Acid 

chlorogenic và acid 1,5-di-O-caffeoylquinic là các dẫn xuất acid hydroxycinnamic 

phong phú nhất. Các flavonoid thuộc khung flavon nhiều nhất là scolymosid và 

cynarosid. Theo các nghiên cứu, các phân đoạn n-butanol và nước, phân đoạn ethyl 

acetat của lá Actisô có hàm lượng polyphenol toàn phần cao nhất và hoạt tính chống 

oxy hóa mạnh nhất 34. Tuy nhiên, hàm lượng các polyphenol còn phụ thuộc vào nhiều 

yếu tố như môi trường, di truyền, thời gian thu hoạch, các bộ phận (lá, đế hoa, vị trí 

lá bắc của hoa đầu). 14,32,33,35,36 

1.2.1.1. Acid phenol 

Lá và hoa đầu Actisô được xác định có khoảng 23 hợp chất acid phenol (hợp 
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chất 1 - 23) (Bảng 1.2) với thành phần chính là các acid mono-CQA (0,48 - 4,24 %), 

kế đến là di-CQA và flavonoid (0,03 - 0,52 %) 37,38. Một số dẫn xuất CQA đã được 

phân lập gồm 4 dẫn xuất mono-CQA [acid 1-CQA (11); 3-CQA (12); 4-CQA (13); 

5-CQA hay acid chlorogenic (14)] và 6 acid diCQA [acid 1,3-diCQA (cynarin) (15); 

1,4-diCQA (16); 1,5-diCQA (17); 3,4-diCQA (18); 3,5-diCQA (19) và 4,5-diCQA 

(20)] 6,32,33,35,39,40. Các acid hydroxycinnamic này chủ yếu có cấu hình dạng trans, mặc 

dù trong các mô thực vật tiếp xúc nhiều hơn với bức xạ tia cực tím cũng tạo ra các 

đồng phân cis 35,41. Các acid phenol khác được xác định là acid caffeic (6), p-coumaric 

(8), acid ferulic (10), vanillic (3), syringic (1)...dạng tự do và dạng kết hợp cũng được 

tìm thấy trong lá và lõi hay tim của hoa đầu Actisô nhưng với hàm lượng thấp. 33,35 

Panizzi và cộng sự là những người đầu tiên phân lập và xác định đặc tính của 

cynarin trong dịch chiết từ lá Actisô. Lúc đầu, cấu trúc acid 1,4-diCQA được gán cho 

cynarin 40, về sau được xác định lại là acid 1,5-diCQA (theo danh pháp ngoài IUPAC 

được sử dụng trước năm 1960) 33,42. Sau đó, danh pháp này đã thay đổi theo IUPAC 

1976 và vị trí của cacbon trong khung acid quinic được quy định theo cùng chiều kim 

đồng hồ (Hình 1.6). Kết quả là cynarin (trước đây là 1,5-diCQA) trở thành 1,3-diCQA 

cũng như acid chlorogenic (trước đây là 3-CQA) và trở thành 5-CQA theo IUPAC 

35,43 (Hình 1.6). Tuy nhiên, một số ít tác giả và chuyên khảo dược liệu của WHO 

(2009) 44 vẫn gọi tên theo ngoài IUPAC.  

 

IUPAC 1976 

 

Acid chlorogenic (5-CQA) 

 

Cynarin (1,3-diCQA) 
   

 

Non-IUPAC 

 

Acid chlorogenic (3-CQA) 

 

Cynarin (1,5-diCQA) 

Caf: Acid caffeic 

Hình 1.6. Danh pháp (IUPAC 1976 và non-IUPAC) của cynarin và acid chlorogenic 
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Mặc dù cynarin không phải là thành phần chính nhưng lại được chú ý nhất bởi 

vì có nhiều tác dụng sinh học như lợi mật và bảo vệ gan 45,46,47,48,49. Một số nghiên 

cứu cho rằng cynarin không phải là chất nguyên thủy trong Actisô mà là một chất 

được tạo thành từ sự đồng phân hóa của acid 1,5-diCQA trong quá trình chiết xuất 

với nước ở nhiệt độ cao 7,50,51,52,53. Do vậy, hàm lượng cynarin trong hoa đầu hoặc lá 

khô Actisô rất thấp hoặc không tìm thấy 6. Ngược lại, cynarin lại được tìm thấy với 

hàm lượng đáng kể trong các cao chiết hoặc các chế phẩm có chứa cao chiết Actisô 53. 

Bảng 1.2. Cấu trúc của các hợp chất acid phenol trong Actisô 

STT Tên hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(KLPT) 
BPD TLTK 

Dẫn xuất acid hydroxy benzoic 

1 Acid syringic (1) 

 

R1 R2 R3 R4 Chất 

H OCH3 OH OCH3 (1) 

H O-ose OH OCH3 (2) 

H OCH3 OH H (3) 

O-ose H H H (4) 

H OH O-ose H (5) 
 

C9H10O5 

(198,17) 
Lá 33 

2 
Acid syringic-O-hexosid 

(2) 

C15H19O10 

(360,31) 

Hoa 

(lõi) 
54 

3 Acid vanillic (3) 
C8H8O4 

(168,14) 
Lá 33 

4 
Acid salicylic-O-hexosid 

(4) 

C13H15O8 

(300,26) 

Hoa 

(lõi) 
54 

5 
Acid protocatechuic-4-

O-β-hexosid (5) 

C13H15O9 

(316,26) 

Hoa 

(lõi) 
54 

Dẫn xuất acid hydroxycinnamic 

6 Acid caffeic (6) 

 

R1 R2 R3 R4 Chất 

H OH OH H (6) 

H OH O-ose H (7) 

H H OH H (8) 

H H O-glc H (9) 

H H OH OCH3 (10) 
 

C9H8O4 

(180,16) 

Hoa, 

lá 
33,54 

7 Acid caffeoyl hexose (7) 
C15H17O9 

(342,30) 

Hoa, 

lá 
33,54 

8 Acid p-coumaric (8) 
C9H7O3 

(164,05) 

Hoa, 

lá 
33,54 

9 p-coumaryl glucose (9) 
C15H17O8 

(312,31) 

Hoa, 

lá 
33,54 

10 Acid ferulic (10) 
C10H10O4 

(194,18) 

Hoa, 

lá 
33,54 

11 1-CQA (11) C16H17O9 

(354,31) 

Hoa, 

lá 
33,54 

12 3-CQA (12) 
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STT Tên hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(KLPT) 
BPD TLTK 

(A. neochlorogenic)  

           

R1 R2 R3 R4 Chất 

 Cafe H H H (11) 

H Caf H H (12) 

H H Caf H (13) 

H H H Caf (14) 

Caf Caf H H (15) 

Caf H Caf H (16) 

Caf H H Caf (17) 

H Caf Caf H (18) 

H Caf H Caf (19) 

H H Caf Caf (20) 

H Cof H H (21) 

H Fek H H (22) 

H Co Caf H (23) 
 

13 
4-CQA (13) 

(A. cryptochlorogenic)  

14 
5-CQA (14)          

(A. chlorogenic)  

15 
1,3-diCQA (15) 

(Cynarin)  

C25H23O12 

(516,45) 

Hoa, 

lá 
33,54 

16 1,4-diCQA (16) 

17 1,5-diCQA (17) 

18 3,4-diCQA (18) 

19 3,5-diCQA (19) 

20 4,5-diCQA (20) 

21 3-p-coumaroylquinic (21) 
C16H17O8 

(338,31) 

Hoa, 

lá 
33,54 

22 A. 3-feruloylquinic (22) 
C17H19O9 

(368,33) 

23 
A. 3-p-coumaroyl-4-

caffeoylquinic (23) 

C25H23O11 

(500,45) 

e Caffeoylquinic acid;   f Coumaroylquinic acid;   kFeruloylquinic acid 

1.2.1.2. Flavonoid 

Thành phần polyphenol của ALE đã được xác định có khoảng 10 % flavonoid. 

Các flavonoid này thuộc khung flavon (hợp chất 24 - 35), chủ yếu là các dẫn xuất của  

luteolin, apigenin và các anthocyanidin (cyanidin, peonidin và delphinidin) (hợp chất 

38 - 51) (Bảng 1.3). Một số hợp chất thuộc khung flavanon (naringenin và /hoặc 

hesperetin) (hợp chất 36 - 37) cũng đã được xác định. 7,37,14,33,55 

Các flavon có trong cả lá và hoa đầu Actisô, trong khi các anthocyanidin chỉ có 

trong hoa đầu. Hàm lượng các flavon giảm theo độ tuổi của hoa, trong khi hàm lượng 

anthocyanidin tăng cao hơn ở hoa trưởng thành 56. Flavon glycosid được xác định 

trong lá và hoa đầu Actisô gồm cynarosid (25); scolymosid (26); cosmosid (30) và 

isorhoifolin (31). Các anthocyanin chính được xác định là cyanidin 3,5-diglucosid 

(41), cyanidin 3-O-β-glucosid (44), cyanidin 3,5-malonyldiglucosid (45) và cyanidin 
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3-(3″-malonyl) glucosid (46). Một số hợp chất anthocyanidin khác với hàm lượng 

thấp gồm cyanidin 3-sophorosid (42), cyanidin malonylglucosid (48), cyanidin 

malonyldiglucosid (43), delphinidin glycosid (47), cyanidin 3-(6″-malonyl) glucosid 

(50), peonidin 3-O-β-glucosid (49) và peonidin 3-(6″-malonyl) glycosid (51) đã được 

xác định 27,53. Tổng hàm lượng anthocyanin dao động từ 8,4 - 1.705 mg/kg (khối lượng 

khô) 14,33. Trong số các flavonoid, các dẫn xuất luteolin là nhiều nhất. Đặc biệt, cynarosid 

(25) có nhiều trong lá của tất cả các giống cây Actisô. 57 

Bảng 1.3.  Cấu trúc của các hợp chất flavonoid trong Actisô 

Stt Tên hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(KLPT) 
BPD 

Tài 

liệu 

Khung flavon 

1 Luteolin (24) 

 

R1 R2  

H OH (24) 

glc OH (25) 

rutinose OH (26) 

glucuronic OH (27) 

glucuronic-glc OH (28) 

H H (29) 

glc H (30) 

rutinose H (31) 

glucuronic H (32) 

(6’acetyl) glc H (33) 

glucuronic O-glc (34) 

rutinose glc (35) 
 

C15H9O6 

(286,24) 

Lá, 

hoa 
7,37,14,

33,55
  

2 
Luteolin-7-O-glucosid 

(cynarosid) (25) 

C21H19O11 

(448,37) 

Lá, 

hoa 

3 
Luteolin-7-O-rutinosid 

(scolymosid) (26) 

C27H29O15 

(594,52) 

Lá, 

hoa 

4 
Luteolin-7-O-

glucuronid (27) 

C21H17O12 

(462,36) 

Lá, 

hoa 

7,37,14,

33,55
 

5 

Luteolin-7-O-

glucuronid (1→6)-

glucosida (28) 

C27H27O17 

(624,12) 

Lá, 

hoa 

6 Apigenin (29) 
C15H9O6 

(270,05) 

Lá, 

hoa 

7 
Apigenin-7-O-glucosid 

(cosmosid) (30) 

C21H19O10 

(432,38) 

Lá, 

hoa 

7,37,14,

33,55
 

8 
Apigenin-7-O-rutinosid 

(isorhoifolin) (31) 

C27H29O14 

(578,52) 

Lá, 

hoa 

9 
Apigenin-7-O-

glucuronid (32) 

C21H17O11 

(446,36) 

Lá, 

hoa 

10 
Apigenin-7-O-

(6’acetyl) glucosid (33) 

C23H21O11 

(474,12) 

Lá, 

hoa 

11 

Apigenin 4’-O-β-D-

glucosid 7-O-β-D-

glucuronid (34) 

C27H27O16 

(624,12) 

Lá, 

hoa 
14,33 

12 Cynarotriosid (35) 
C33H40O20 

(756,67) 

Lá, 

hoa 
14,33

 

Khung flavanon 

13 
Naringenin-7-O-

rutinosid (Narirutin) (36) 

C27H31O14 

(580,53) 

Lá, 

hoa 

7,37,14,

33,55
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Stt Tên hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(KLPT) 
BPD 

Tài 

liệu 

14 
Naringenin-7-O-

glucosid (37) 
 

R1 Chất 

          rutinose (36) 

          glucose (37) 
 

C21H22O10 

(434,39) 

Lá, 

hoa 
14,33,37 

Khung anthocyanidin 

15 Cyanidin (38) 

 

R1 R2 R3 R4  

OH H OH OH (38) 

OCH3 H OH OH (39) 

OH OH OH OH (40) 

OH H O-glc O-glc (41) 

OH H O-so OH (42) 

O-mglc H O-mglc OH (43) 

OH H O-glc OH (44) 

OH H O-mglc O-mglc (45) 

OH H O-3”mglc OH (46) 

OH OH O-glc OH (47) 

OH H O-mglc OH (48) 

OCH3 H O-glc OH (49) 

OH H O-6”mglc OH (50) 

OCH3 H O-6”mglc OH (51) 
 

C15H11O6 

(287,24) 
Hoa 14,33

 

16 Peonidin (39) 
C16H13O6 

(301,27) 
Hoa 14,33

 

17 Delphinidin (40) 
C15H11O7 

(338,69) 
Hoa 14,33

 

18 
Cyanidin 3,5-diglucosid 

(41) 

C27H31O16 

(611,52) 
Hoa 14,33

 

19 
Cyanidin 3-sophorosid 

(42) 

C27H31O16 

(611,52) 
Hoa 14,33

 

20 
Cyanidin 

malonyldiglucosid e (43) 

C24H23O14 

(535,43) 
Hoa 14,33

 

21 
Cyanidin 3-O-β-D-

glucosid (44) 

C21H21O11 

(449,38) 
Hoa 14,33

 

22 
Cyanidin 3,5-

malonyldiglucosid (45) 

C33H35O22 

(697,16) 
Hoa 14,33

 

23 
Cyanidin 3-(3”-malonyl) 

glucosid (46) 

C24H23O14 

(535,40) 
Hoa 14,33

 

24 
Delphinidin-3-O-β-D-

glycosid (47) 

C21H21O12 

(465,40) 
Hoa 14,33

 

25 
Cyanidin 

malonylglucosid (48) 

C24H23O14 

(535,40) 
Hoa 14,33

 

26 
Peonidin 3-O-β-D-

glucosid (49) 

C22H23O11 

(463,40) 
Hoa 14,33

 

27 
Cyanidin 3-(6”-malony) 

glucosid (50) 

C24H23O14 

(535,40) 
Hoa 14,33

 

28 
Peonidin 3-(6”-malonyl) 

glycosid (51) 

C25H25O14 

(549,50) 
Hoa 14,33

 

a
chưa xác định thứ tự liên kết của đường;  b 

e
chưa xác định vị trí liên kết  

1.2.2. Sesquiterpen lacton 

Vị đắng đặc trưng của Actisô chủ yếu là do sự hiện diện của các sesquiterpen 

lacton thuộc khung guaianolid. Các sesquiterpen lacton này đã được xác định gồm 
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khoảng 17 hợp chất (52-68) được trình bày ở Bảng 1.4. Trong đó, hai thành phần 

chính được tìm thấy là cynaropicrin (52) và grosheimin (54). Cynaropicrin là chất tạo 

vị đắng chủ yếu của lá Actisô 58,59,60,61,62,63. Vị đắng giảm rõ rệt nếu cấu trúc của các 

sesquiterpen lacton này mất đi các exomethylen hoặc mở vòng lacton 58. Cynaropicrin 

được tìm thấy nhiều nhất ở lá non hay lá ở ngọn và lá trưởng thành; thấp hơn ở lá già 

và đế hoa; không phát hiện ở lá bắc ngoài, rễ, hoa trưởng thành và quả. 33,35 

Bảng 1.4.  Các dẫn xuất sesquiterpen lacton trong Actisô 

STT Hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(KLPT) 
BPD 

Tài 

liệu 

1 Cynaropicrin (52)  

  
                    52                                 53 

 

C19H22O6 

(346,4) 

Rễ, 

thân, 

hoa, 

lá 

58,59, 
60,61,

63,62, 

2 
Dehydrocynaropicrin 

(53) 

C19H20O6 

(344,4) 

Phần 

trên 

mặt 

đất 

61 

3 Grosheimin (54) 

  

54 55 
 

C15H18O4 

(262,3) Phần 

trên 

mặt 

đất, lá 

58,59, 
60,61,

63 

4 Cynaratriol (55) 
C15H22O5 

(282,3) 
61,62 

5 8-Epigrosheimin (56) 

  

56 57   R=C(O)CH(CH3)2 

58   R=C(O)CCH2CH3 
 

C15H18O4 

(262,3) 
Lá 64 

6 Aguerin A (57) 
C19H24O5 

(332,4) 
Phần 

trên 

mặt 

đất, lá 

61,62 

7 Aguerin B (58) 
C19H22O5 

(330,4) 

8 

11β,13-

Dihydrodesacylcynaro

picrin-8-β-D-glucosid 

(59) 

  

59 60 
 

C21H30O9 

(426,5) 
Lá 58,61 

9 

8-Deoxy-11,13-

dihydroxygrosheimin 

(60) 

C15H20O5 

(280,1) 
Lá 61,62 

10 

8-Deoxy-11-hydroxy-

13-chlorogrosheimin 

(61) 

C15H19ClO5 

(298,7) 
Lá 61,64 
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11 Grosulfeimin (62) 

  

61   R1=H      R2=OH    R3=Cl                  63 

62   R1=OH   R2=H       R3=SO2CH3 
 

C16H22SO7 

(358,2) 
Lá 61,64  

12 

3β,8α,11β,13-

Tetrahydroxy-10(14)-

guaien-1α,4β,5α,6β-H-

6α,12-olid (63) 

C15H22O6 

(298,4) 
Lá 61 

13 Cynarinin A (64) 

 

64 

  

65 66 
 

C15H20O6 

(296,3) 
Lá 61,62 

14 Cynarinin B (65) 
C15H19ClO5 

(314,7) 
Lá 61,62 

15 Cynarascolosid A (66) 
C21H32O9 

(428,5) 

Phần 

trên 

mặt 

đất, lá 

32,58,

62,61 

16 Cynarascolosid B (67) 

  

67 68 
 

C21H32O9 

(428,5) 

Phần 

trên 

mặt 

đất 

61,62 

17 Cynarascolosid C (68) 
C21H30O9 

(426,5) 

Phần 

trên 

mặt 

đất, lá 

32,58,

62,61 

1.2.3. Saponin triterpen 

Bảng 1.5. Cấu trúc của các saponin triterpen trong Actisô 

STT Hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(TPHH) 
BPD 

Tài 

liệu 

Khung ursan 

1 Cynarasaponin A (69) 

 

R1 R2 R3 R4  

C47H74018 

(927,1) 

Toàn 

cây 
14,65 

2 Cynarasaponin B (70) 
C43H68013 

(792,4) 

Toàn 

cây 
14,65 

3 Cynarasaponin C (71) 
C42H66015 

(811,0) 

Toàn 

cây 
14,65 

4 Cynarasaponin D (72) 
C47H74019 

(943,0) 

Toàn 

cây 
14,65 



16 

 

 

STT Hợp chất Cấu trúc 
CTPT 

(TPHH) 
BPD 

Tài 

liệu 

5 Cynarasaponin E (73) 
Araa Glcb H CH3 69 

Ara H H CH3 70 

H Glc H CH3 71 

Ara Glc H CH2OH 72 

H CH3 H CH2OH 73 

Ara H OH CH3 74 

Ara Glc OH CH3 75 
 

C42H66015 

(811,0) 

Toàn 

cây 
14,65 

6 Cynarasaponin F (74) 
C41H64014 

(780,9) 

Toàn 

cây 
14,65 

7 

Cynarasaponin G (75) 
C47H74019 

(943,0) 

Toàn 

cây 
14,65 

Khung oleanan 

8 Cynarasaponin H (76) 

 

R1 R2 R3 R4 R5  

Ara Glc H CH3 H 76 

Ara  H OH CH3 H 77 

Ara  Glc OH CH3 H 78 

H Glc H CH3 Ara 79 
 

C47H74018 

(927,1) 

Toàn 

cây 
14,65

 

9 Cynarasaponin I (77) 
C41H64014 

(780,9) 

Toàn 

cây 
14,65

 

10 Cynarasaponin J (78) 
C47H74019 

(943,1) 

Toàn 

cây 
14,65

 

11 Chikusetsu IV (79) 
C42H66014 

(795,0) 

Toàn 

cây 
65 

a Arabinose    b Glucose 

Khoảng 11 hợp chất saponin triterpen (69 - 79) đã được xác định trong Actisô 

(Bảng 1.5). Trong đó, 7 saponin thuộc khung ursan (cynarasaponin A→G) và 4 

saponin thuộc khung oleanan (cynarasaponin H→J) lần đầu tiên được phân lập từ 

phần trên mặt đất của cây Actisô vào năm 1988 65. Khác với sequiterpen lacton các 

cynarasaponin có hàm lượng thấp ở lá nhưng cao hơn ở thân và lá bắc 33,35. 

1.2.4. Các thành phần khác 

Một số hợp chất lignan trong lá Actisô được xác định là các dẫn xuất của 

pinoresinol gồm: 1-hydroxypinoresinol 1-O-β-D-glucosid, pinoresinol 4-O-β-D-

glucosid, pinoresinol acetylhexosid, (+)-pinoresinol. Tinh dầu cũng đã được tìm thấy 

trong hoa đầu và lá Actisô 33,66,67. Trong lá, các acid béo được xác định chủ yếu là các 

dẫn xuất của acid hexadecanoic, acid octadecatrienoic, acid hydroxy-
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octadecatrienoic, acid hydroxy-9,12,15-octadecatrienoic và acid octadecadienoic, 

…32. Một số loại enzym cũng được tìm thấy trong Actisô như oxidase, peroxidase, 

cynarase, ascorbinase và ribulose-1,5-diphosphat carboxylase 33. Ngoài ra, Actisô 

chứa hàm lượng vitamin C cao cùng các vitamin khác như vitamin A, vitamin nhóm 

B, acid folic và nhiều acid amin 39,68. Các thành phần chính được xác định là các β-

selinen (40%) và caryophyllen (19%). 33,66,67 

Phần ăn được của hoa đầu Actisô có hàm lượng inulin cao, chủ yếu nằm trong 

đế hoa (khoảng 75 % tổng glucid) 37,1,69. 

1.3. Tác dụng sinh học 

1.3.1. Các tác dụng sinh học in vitro và in vivo 

a. Tác dụng chống oxy hóa 

Shabnam S. và cộng sự (2019) đã phân tích tổng hợp các nghiên cứu về tác 

dụng chống oxy hóa của Actisô bao gồm 2 nghiên cứu trên người, 23 nghiên cứu in 

vivo và 14 nghiên cứu in vitro. Kết quả cho thấy các nghiên cứu in vitro đã giúp khẳng 

định cho tác dụng chống oxy hóa của ALE. Các nghiên cứu in vivo cũng cho thấy 

việc bổ sung ALE giúp làm tăng superoxid dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutathion (GSH) và glutathion peroxidase (GPx), và làm giảm malondialdehyd 

(MDA) trong gan và huyết tương của động vật bị bệnh so với nhóm chứng 34. Phân 

tích này đã cung cấp bằng chứng thuyết phục về hoạt động chống oxy hóa của Actisô 

trên in vitro và in vivo. Hoạt tính chống oxy hóa của ALE phụ thuộc vào liều và có 

lợi trong điều trị các bệnh về gan tốt hơn so với các bệnh khác 70. Hai thử nghiệm lâm 

sàng liên quan đến hoạt tính chống oxy hóa vẫn chưa đủ mạnh do cỡ mẫu nhỏ nên 

cần có thêm dữ liệu để khẳng định chắc chắn hơn. 

Về cơ chế tác động, Actisô có tác động ức chế quá trình peroxy hóa lipid và 

loại bỏ các gốc tự do bằng cách hoạt động như chất khử, chất cho hydro, và chất 

chelat hóa kim loại cũng như điều hòa tín hiệu tế bào phụ thuộc ROS tại một số vị trí 

quan trọng 71. Hiệu quả điều hòa có thể là do ngăn chặn các gốc tự do và ROS liên 

quan đến các protein kinase, phosphatase và các yếu tố phiên mã khác nhau 72. Actisô 
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có thể cải thiện hệ thống bảo vệ chống oxy hóa và bảo vệ cholesterol khỏi quá trình 

bị oxy hóa 73,74,75,76. Ngoài ra, ALE có thể ức chế stress oxy hóa khi tế bào người hoặc 

động vật tiếp xúc với chất độc cũng như bị kích thích bởi các tác nhân tạo ra các loại 

oxy phản ứng 34,73,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87,88.  

Về các yếu tố ảnh hưởng đến tác dụng chống oxy hóa của Actisô, hoạt tính 

chống oxy hóa khác nhau ở bộ phận dùng và tùy vào giai đoạn sinh trưởng và các 

giống cây Actisô 89. Bên cạnh đó, việc chế biến cũng làm ảnh hưởng đến hoạt tính 

chống oxy hóa của chúng. Cụ thể, khả năng chống oxy hóa của Actisô được ghi nhận 

tăng lên đáng kể sau khi hấp (gấp 15 lần) và luộc (tăng đến 8 lần) 54. Sự thay đổi hoạt 

tính chống oxy hóa đặc biệt là trên thử nghiệm thu dọn gốc tự do DPPH được chứng 

minh có liên quan đến polyphenol toàn phần với hệ số tương quan Pearson (r = 0,87) 

tương đối cao hơn các thử nghiệm khác 34. Do vậy, hàm lượng polyphenol trong 

Actisô càng cao thì ALE thể hiện hoạt tính chống oxy hóa càng mạnh. 

b. Tác dụng bảo vệ gan 

Elsayed E. G. và cộng sự (2020) đã nghiên cứu tác động bảo vệ gan của dịch 

chiết ethanol 70 % của ALE (300 mg/kg), silymarin (200 mg/kg) và ALE (300 mg/kg) 

+ silymarin (200 mg/kg) trên 40 con chuột bị tổn thương gan do paracetamol. Kết 

quả điều trị trong 2 tuần bằng ALE và silymarin đều giúp làm giảm đáng kể trọng 

lượng gan và men gan so với nhóm chứng. Sự kết hợp giữa hai loại thuốc làm tăng 

tác dụng bảo vệ gan thể hiện qua kết quả làm giảm tổn thương gan và bình thường 

hóa cấu trúc mô học của gan 90. ALE với liều tương tự (300 mg/kg) cũng đã được 

chứng minh làm giảm ALT, AST và ALP xuống mức bình thường trên mô hình chuột 

bị nhiễm độc chì 81,91 và mô hình chuột bị tổn thương gan do CCl4 với liều sử dụng là 

1,5 g/kg × 2 tuần. Hơn nữa, kết quả cũng cho thấy hàm lượng MDA giảm, superoxid 

dismutase (SOD) và catalase (CAT) tăng đáng kể. Cơ chế được chứng minh là do 

ALE làm giảm mức độ phân mảnh DNA, p53 và caspase 3 đáng kể nên giúp sửa chữa 

tổn thương DNA đối với độc tính gan do CCl4 gây ra 92.  

Tác động bảo vệ gan chống lại độc tính CCl4 của cynarin, acid caffeic và 

cynarosid có trong ALE cũng đã được báo cáo. Trong đó, cynarin thể hiện tác động 

https://scholar.google.com/citations?user=M-tUuQEAAAAJ&hl=en&oi=sra
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ở liều 3 mg/ml (giảm 19 % GOT / 28 % GPT so với nhóm chứng). Ở liều thấp hơn 

(0,01 và 0,1 mg/ml) chỉ giảm GOT nhưng GPT không bị ảnh hưởng. Các tác động 

của cynarin và acid caffeic được cho là do tính chống oxy hóa của các hợp chất này, 

ngăn cản quá trình oxy hóa phospholipid trên màng tế bào gan do CCl4. Tác động bảo 

vệ gan của acid caffeic ở liều 1 mg/ml (giảm 22 % GOT / 35 % GPT). Cuối cùng, 

cynarosid giúp làm giảm GOT ở liều 0,01 mg/ml (thấp hơn 16 % so với nhóm chứng) 

93. Nghiên cứu liên quan cấu trúc của các dẫn xuất CQA đối với tác động bảo vệ gan 

cũng đã được chứng minh, cho thấy nhóm caffeoyl có vai trò quan trọng và không có 

mối tương quan với vị trí gắn của nhóm caffeoyl trên khung acid quinic 94. 

c. Tác dụng lợi mật 

Lưu lượng mật được gia tăng đáng kể (p < 0,001) ở chuột Wistar sau khi điều 

trị ngắn ngày bằng ALE với liều 200 và 400 mg/kg so với nhóm chứng. Độ pH của 

dịch mật có sự khác biệt đáng kể (p < 0,01) giữa các nhóm chứng so với nhóm điều 

trị bằng dehydrocholic (DHCA) và ALE (400 mg/kg). Nồng độ acid mật tăng đáng 

kể sau khi chuột được điều trị ngắn ngày và dài ngày với ALE. Nói chung, hiệu quả 

tăng tiết acid mật do ALE gây ra rõ rệt hơn nhiều so với hiệu quả của DHCA. 95 

Preziosi và cộng sự (1959) đã quan sát thấy mối liên quan giữa liều lượng và 

hoạt động lợi mật của cynarin: 15 - 30 mg/kg cynarin làm tăng bài tiết mật tương tự 

như khi dùng Na-dehydrocholat với liều tương đương. Ở liều cao hơn của cynarin 

(75 - 100 mg/kg), làm tăng sự bài tiết mật cao hơn 130 %, và do đó làm gia tăng đào 

thải cholesterol trong mật 96.  

d. Tác dụng trên tim mạch 

ALE (100 μg/ml) và cao chiết (100 μg/ml) thu được từ lắc phân bố với ethyl 

acetat - butanol (2:1) được chứng minh làm tăng sản xuất nitric oxid (NO) dẫn đến 

làm giãn mạch máu ở các tế bào nội mô động mạch. Thử nghiệm cũng chứng minh 

rằng luteolin và cynarosid (3 - 30 μM) có tác dụng làm tăng hoạt tính của eNOS trong 

tế bào EA.hy 926 người được nuôi cấy. Sự điều hòa tổng hợp eNOS này có liên quan 

đến việc giảm hoạt hóa tiểu cầu 97, cải thiện chức năng nội mô, tăng lưu lượng máu 
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não và ngăn ngừa đột quỵ 98,99. Tuy nhiên, việc sản xuất quá nhiều NO bởi iNOS có 

thể dẫn đến độc tế bào góp phần tăng phản ứng viêm, giảm khả năng co bóp và giảm 

tính đáp ứng của cơ tim với các tác nhân β-adrenergic. Các sesquiterpen lacton 

(cynaropicrin và grosheimin) được chứng minh có tác dụng ức chế biểu hiện iNOS mạnh 

với IC50 = 1,2 và 3,5 μM. 100 

Ngoài ra, ALE đã được chứng minh làm giảm mức cholesterol huyết tương 

của chuột hamster có chế độ ăn chứa ALE (4,5 g/kg) trong 42 ngày theo cơ chế liên 

quan đến việc tăng tiết acid mật trong phân và sterol trung tính. Trong đó, ở chuột 

đực và cái đều có cholesterol toàn phần thấp hơn đáng kể (15 %), cholesterol LDL 

(30 %) và triglycerid (15 - 22 %) so với nhóm chứng. Acid mật toàn phần và sterol 

trung tính tăng đáng kể (50 % và 53 %) trong mẫu phân của con đực; 82,4 % và 25 

% ở con cái so với nhóm chứng 101. Nghiên cứu cũng chứng minh cynarosid và 

aglycon của nó là luteolin có vai trò quan trọng cho tác động ức chế cholesterol máu 

101. Ngoài ra, luteolin cũng ngăn chặn hiệu quả tác động của insulin đối với quá trình 

sinh tổng hợp cholesterol. Bên cạnh đó, luteolin và cynarosid làm giảm đáng kể ROS 

do LDL gây ra ở 20 hoặc 50 mM 102. Nhờ các tác dụng làm hạ lipid huyết, chống oxy 

hóa và làm tăng quá trình phiên mã của các gen tổng hợp nitric oxid nội sinh đã góp 

phần hỗ trợ điều trị các vấn đề tim mạch của dược liệu Actisô.  

e. Tác dụng trên hệ tiêu hóa 

Trên mô hình in vivo, cao chiết lá Actisô với liều 125 - 500 mg/kg được chứng 

minh có khả năng chống lại tác hại của ethanol trên hệ tiêu hóa. Mặt khác, ở liều 1000 

- 2000 mg/kg, Actisô có thể ngăn cản tổn thương niêm mạc dạ dày do stress gây ra 

103. Cynarin trong Actisô giúp tăng tiết mật, trợ tiêu hóa, tăng cảm giác thèm ăn 104,105 

Cao lá Actisô còn có hiệu quả làm giảm các triệu chứng rối loạn dạ dày - ruột 

như: Khó tiêu, trướng bụng, buồn nôn, đau bụng. Đặc biệt phần dịch chiết 

dichloromethan cho thấy có hiệu quả nhất (IC50 0,49 - 1,77 mg/ml). Thành phần có 

hoạt tính được xác định là sesquiterpen lacton cynaropicrin (IC50 là 0,049 - 0,086 

mg/ml) mạnh hơn 14 lần so với phần dịch chiết dichloromethan toàn phần và có hiệu 

lực tương tự với papaverin. Kết quả này đã minh chứng cho việc sử dụng phổ biến 
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Actisô để điều trị rối loạn tiêu hóa, và khuyến khích các nghiên cứu mới về hợp chất 

này, nhằm thu được các chất chống co thắt mới. 106 

f. Tác dụng kháng viêm 

Trên mô hình in vitro, dịch chiết lá Actisô có khả năng ức chế AKR1B1 (enzym 

thuộc họ aldo-keto reductase) do đó có hoạt tính kháng viêm với IC50 = 5,122 µg/ml 

(chứng dương quercetin IC50 = 4,473 µg/ml) 85. Trên in vivo, tác dụng kháng viêm 

của ALE được chứng minh qua thực nghiệm gây phù chân chuột do carrageenan gây 

ra. Chuột được điều trị bằng cách tiêm phúc mô với cao chiết ethanol của lá Actisô 

(400 mg/kg) và indomethacin (10 mg/kg). Kết quả cho thấy ALE làm giảm phù nề 

17,3 % trong 1 giờ đầu tiên (𝑝 < 0,001) so với nhóm tham chiếu (Indo) và phần trăm 

ức chế viêm 44,27 % so với nhóm chứng. Sau năm giờ điều trị, tỉ lệ này tăng lên 735 

% và 832 %. Tỷ lệ fibrinogen giảm đáng kể (𝑝 < 0,01) ở nhóm dùng indomethacin 

(16,55 %) và nhóm dùng ALE (22,90 %) so với nhóm không điều trị; mức CRP (C-

reactive protein) ở 2 nhóm này cũng giảm đáng kể (𝑝 < 0,001) tương ứng là 60,86 % 

và 34,23 % so với nhóm chứng bệnh lý. Những kết quả này cho thấy dịch chiết ethanol 

của lá Actisô có hiệu quả mạnh mẽ tương tự như indomethacin. Tác dụng này được 

cho là do luteolin có hoạt tính ức chế sự thành lập COX-2, PGE2, lipopolysaccharid 

(LPS), xanthin oxidase, lipoxygenase, và TNF-α 107,108. 

1.3.2. Các thử nghiệm lâm sàng 

a. Điều trị khó tiêu, đầy hơi, hội chứng ruột kích thích 

ALE có tác dụng làm giảm đáng kể các triệu chứng ruột kích thích IBS 

(Irritable bowel syndrome) bao gồm đau bụng, sình bụng, đầy hơi và táo bón. Các 

triệu chứng này có thể trùng lặp với bệnh khó tiêu, đầy hơi 109,110,111.  

Nghiên cứu của Walker A. F. và cộng sự (2001) về khảo sát thuốc sau khi bán 

ra thị trường (post-marketing surveillance study), một nhóm bệnh nhân (n = 279) với 

các triệu chứng IBS đã được chọn từ một cỡ mẫu gồm 533 bệnh nhân ở Đức. Các 

bệnh nhân này được điều trị với viên Hepar-SL-forte của Đức (320 mg ALE, uống 2 

viên × 3 lần/ngày). Sau 6 tuần điều trị cho thấy ALE làm giảm đáng kể mức độ nghiêm 
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trọng của các triệu chứng gồm đau bụng, đầy hơi và táo bón. Sự cải thiện ở mức độ 

“tốt” đến “rất tốt” có ý nghĩa thống kê đã được đánh giá bởi cả bệnh nhân (96 %) và 

bác sĩ (84 %) 109. Hiệu quả cải thiện triệu chứng IBS trên lâm sàng cũng được ghi nhận 

bởi nghiên cứu của Holtmann G. (2003) 110 trên 247 bệnh nhân và nhóm nghiên cứu 

Bundy R. (2004) 111 trên 208 bệnh nhân dùng 1 - 2 viên nang CynaraTM của công ty 

Lichtwer Pharma - Anh mỗi ngày, có chứa 320 mg ALE.  

b. Điều trị rối loạn lipid huyết 

Tác dụng hạ lipid huyết của ALE được chứng minh qua ít nhất 19 thử nghiệm 

lâm sàng từ năm 2000 - 2020 70,76,112,113,114,115,116,117,118,119,120. Trong đó, 14 thử nghiệm 

được phân tích tổng hợp. Đối tượng nghiên cứu gồm 960 người (505 người nhóm can 

thiệp và 455 người nhóm đối chứng) ở độ tuổi từ 18 - 70, gồm những người bị tăng 

cholesterol máu, không hoặc có kèm các bệnh lý khác như tăng huyết áp, đái tháo 

đường type 2, viêm gan nhiễm mỡ có hoặc không do rượu (NASH hoặc NAFLD), 

tăng huyết áp, thừa cân và béo phì, rối loạn đường huyết lúc đói, bệnh thận mãn 

tính,… ALE được dùng với liều từ 50 - 2.700 mg/ngày, 5 - 12 tuần, trong đó liều có 

tác dụng là 500 - 1.800 mg/ngày. Nhìn chung, kết quả cho thấy cao chiết ALE làm 

giảm đáng kể triglycerid, cholesterol toàn phần và cholesterol LDL; không ảnh hưởng 

đến cholesterol HDL. Kết quả cho thấy việc bổ sung Actisô có thể giúp ngăn ngừa bệnh 

tim mạch bằng cách làm giảm lipid máu. Tuy nhiên, hiệu quả điều trị còn phụ thuộc 

vào chất lượng của chế phẩm và mức độ rối loạn lipid máu của người bệnh. 121 

c. Điều trị tăng huyết áp 

Tác động hạ huyết áp của ALE được chứng minh trên 8 thử nghiệm lâm sàng 

ngẫu nhiên có đối chứng gồm 512 người với các bệnh lý khác nhau như tăng huyết 

áp 119,122; bệnh viêm gan không do rượu 112,123,124,125; bệnh đái tháo đường type 2. Kết 

quả cho thấy ALE chỉ ảnh hưởng đáng kể đến huyết áp ở bệnh nhận bị cao huyết áp 

được điều trị bằng ALE với liều 100 - 500 mg/ngày có thể làm giảm huyết áp tâm thu 

(HATT) (-3,19 mmHg) và huyết áp tâm trương (HATTr) (-2,33 mmHg). Tuy nhiên, 

việc dùng Actisô cần ít nhất 12 tuần để giảm HATTr. 126 
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Các tác động hạ huyết áp của Actisô cũng có thể liên quan đến tác dụng hạ 

cholesterol máu của ALE. Ngoài ra, Actisô có các đặc tính chống lại stress oxy hóa 

thông qua việc giảm trong sản xuất các ROS nội bào và giảm LDL trong tế bào người. 

Vì stress oxy hóa đã được xem là một trong những nguyên nhân chính trong cơ chế 

bệnh sinh của bệnh tăng huyết áp. Bên cạnh đó, luteolin và cynarosid đã được chứng 

minh làm tăng hoạt động vùng khởi động gen cũng như tăng biểu hiện mRNA của 

eNOS, dẫn đến sự gia tăng sản xuất nitric oxid (NO). Thiếu hụt NO góp phần làm 

tăng HA, vì vậy sự gia tăng NO có thể giúp khắc phục những ảnh hưởng này 126. 

d. Điều trị viêm gan nhiễm mỡ không do rượu (NAFLD) 

Tác động bảo vệ gan của ALE trên người bị NAFLD đã được thực hiện trên 90 

bệnh nhân điều trị bằng metformin (1.000 mg/ngày), vitamin E (400 UI/ngày) và 

ALE (800 mg/ngày) và chia ngẫu nhiên thành ba nhóm gồm metformin-vitamin E 

(ME), metformin-ALE (MA) và vitamin E-ALE (EA). Sau 12 tuần điều trị, tỷ lệ 

ALT và AST giảm đáng kể ở cả 3 nhóm (p <0,05). Kết quả siêu âm gan cho thấy tỷ 

lệ tích tụ mỡ của bệnh nhân giảm đáng kể trong tất cả các nhóm nghiên cứu và đặc 

biệt là nhóm MA (23,3 %). Nhìn chung, việc sử dụng đồng thời ALE với vitamin E 

và metformin làm giảm men gan tốt hơn so với việc sử dụng đồng thời metformin với 

vitamin E và cải thiện các biến chứng ở bệnh nhân NAFLD 123. Một số nghiên cứu 

lâm sàng khác cũng cho kết quả tương tự gồm thử nghiệm trên 60 người bị NAFLD 

(2.700 mg/ngày × 12 tháng) 112; trên 100 người NAFLD (600 mg/ngày × 2 tháng) 124.  

Tác dụng có lợi của ALE đối với bệnh NAFLD được cho là do tác động làm 

giảm cholesterol và triglycerid 127,128, tăng độ nhạy insulin 129,130, tăng tổng hợp acid 

mật 95, giảm hoạt tính của HMG-CoA (enzym xúc tác sinh tổng hợp cholesterol) 131, 

và chống oxy hóa 80,88,132. Các hoạt tính này là của luteolin, acid chlorogenic, acid 

caffeic và các dẫn xuất của chúng. Ngoài ra, luteolin làm giảm hấp thu cholesterol 

bằng cách ức chế protein Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) - một protein có trong 

biểu mô đường tiêu hóa và tế bào gan giúp hấp thụ cholesterol, cho thấy những tác 

dụng đặc biệt có lợi trong điều trị viêm gan NAFLD 133.  



24 

 

 

1.3.3. Độc tính 

Lá Actisô thường được coi là một loại thuốc thảo dược an toàn và đã được cho 

phép sử dụng điều trị chứng khó tiêu được chấp nhận bởi German Commission E 

monographs - Ban cố vấn khoa học phê duyệt các chất và sản phẩm từ thảo dược sử 

dụng trong y học cổ truyền 134. Trong các thử nghiệm lâm sàng, liều ALE thường 

dùng từ 200 - 600 mg/ngày, kéo dài từ 6 - 12 tuần cho người từ 18 - 70 tuổi, trong đó 

cũng có một số nghiên cứu sử dùng với liều khá lớn 1.250 - 2.700 mg/ngày, tuy nhiên 

ALE cho thấy khả năng dung nạp tốt và tỷ lệ các tác dụng phụ nhẹ và rất ít, thậm chí 

có một số tác dụng tích cực được báo cáo 70,75,76,112,113,114,115,116,117,118,119,120,135.  

Cao lỏng Actisô (gồm 70 % lá và 30 % hoa, nguyên liệu tươi được chiết xuất 

với nước, cô đến cao lỏng) khi dùng đường uống trong 4 tuần liên tục với 2 mức liều 

0,2 g/kg/ngày và liều cao gấp 5 lần (1,0 g/kg/ngày) không gây độc tính bán trường 

diễn trên chuột cống trắng thông qua nghiên cứu thực nghiệm của Phạm Thị Vân Anh 

cho thấy không ảnh hưởng đến tình trạng chung, thể trọng, các chỉ số huyết học, chức 

năng gan, thận và mô bệnh học gan thận trên chuột cống trắng 136. Liều gây chết trung 

bình (Medium Lethal dose - LD50) qua đường uống và tiêm phúc mô của cao chiết 

ethanol từ lá Actisô ở chuột lần lượt là 1,0 và 2,0 g/kg thể trọng. Liều gây chết trung 

bình của cynarin bằng đường uống ở chuột là 1,9 g/kg. Đối với tiêm phúc mô, cynarin 

với liều từ 50 - 400 mg/kg mỗi ngày, trong vòng 15 ngày, nhận thấy không tạo ra bất 

thường nào về đại thể, huyết học hoặc sinh hóa ở chuột. Tuy nhiên, ở liều 100 - 400 

mg/kg tiêm phúc mô trong 40 ngày làm tăng trọng lượng cơ thể và thận của chuột, và 

gây ra một số thoái hóa ở gan. Gần đây, một đánh giá trên ALE cho thấy không có 

tác dụng gây đột biến gen trên tế bào chuột nuôi cấy. Tuy nhiên, ở liều 2,0 g/kg, hoạt 

động gây độc gen bắt đầu được quan sát thấy 137. 

1.4. Phương pháp phân tích các polyphenol trong Actisô 

1.4.1. Một số tiêu chuẩn kiểm nghiệm Actisô 

a. Tiêu chuẩn Dược điển Việt Nam V (DĐVN V) 

 Các tiêu chuẩn kiểm nghiệm về mặt hóa học cho lá và cao đặc Actisô theo 

DĐVN V được tóm tắt ở Bảng 1.6 138 
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Bảng 1.6. Các tiêu chuẩn kiểm nghiệm lá và cao Actisô theo DĐVN V 

Yêu 

cầu 

Lá khô Actisô 

(Cynarae folium) 

Cao đặc Actisô 

(Cynarae folii extractum siccum) 

Định 

tính 

Phản ứng hóa học: 

- Mẫu: Dịch chiết EtOH 96 % 

- ĐT flavonoid: Không 

- ĐT polyphenol: NaNO2 10 % 

Phản ứng hóa học: 

- Mẫu: Dịch chiết EtOH 96 % 

- ĐT flavonoid: Phản ứng cyanidin 

- ĐT polyphenol: NaNO2 10 % 

Sắc ký lớp mỏng: 

- Thử: Dịch chiết EtOH 96 % 

- Chuẩn: Cynarin 

- Dung môi: Butyl acetat - nước - AF  

                               (14 : 5 : 5) 

Sắc ký lớp mỏng: 

- Thử: Dịch chiết EtOH 60 % 

- Chuẩn: Cynarin 

- Dung môi: EA - nước - AF khan - AA khan  

                              (100 : 10 : 5 : 5) 

Cắnb Không ≤ 3 % 

Độ tro ≤ 15 % ≤ 35 % 

Độ ẩm ≤ 13 % ≤ 20 % 

Định 

lượng 

Đo quang:  

- Thử: Chiết với EtOH 96 %, tủa bằng  

   chì acetat, giải phóng phenol bằng  

   H2SO4, đo quang ở 325 nm. 

- Chuẩn: Cynarin  

“Dược liệu phải chứa không ít hơn 0,1 

% hoạt chất tính theo cynarin” 
138

 

Đo quang:  

- Thử: Hòa tan cao trong nước, tủa bằng chì  

   acetat, giải phóng phenol bằng H2SO4, đo  

   quang ở 325 nm. 

- Chuẩn: Cynarin 

 “Hàm lượng cynarin (C25H24O12) không được 

nhỏ hơn 2,5 % tính theo chế phẩm khô kiệt” 
138

 

AF: Acid formic;  AA: Acid acetic;  ĐT: Định tính;  bCắn không tan trong nước 

Nhận xét: Về tiêu chuẩn lá khô Actisô, chỉ tiêu “cynarin” trong định tính là 

chưa phù hợp với Dược điển các nước trên thế giới (Anh, Pháp, Ý, Châu Âu), cũng 

như so với một số nghiên cứu đã công bố về hàm lượng hoạt chất này trong lá Actisô. 

Vì các nghiên cứu trước đây đã báo cáo rằng cynarin không tồn tại tự nhiên trong lá 

Actisô, hợp chất này chủ yếu được tạo ra bằng cách đồng phân hóa 1,5-diCQA trong 

quá trình chiết xuất lá tươi Actisô ở nhiệt độ cao 7,50,51,52,53. Do đó, cynarin không phát 

hiện được hoặc có hàm lượng rất thấp trong lá khô Actisô, ngược lại trong các chế 

phẩm Actisô đều có sự xuất hiện cynarin với hàm lượng đáng kể 6,53,8. Chính vì vậy, 

Dược điển Châu Âu chỉ yêu cầu chỉ tiêu về acid chlorogenic - thành phần chủ yếu 

trong lá Actisô. Về chỉ tiêu “định lượng hoạt chất tính theo cynarin” cho thấy quy 

trình chuẩn bị mẫu phức tạp nên độ lặp lại và độ phục hồi của phương pháp không 

cao, hơn nữa thuốc thử chì acetat không an toàn. Ngoài ra, phương pháp định lượng 
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chưa tiếp cận với phương pháp hiện đại như HPLC được sử dụng phổ biến hiện nay 

của Dược điển các nước trên thế giới. Về tiêu chuẩn cao đặc Actisô, chỉ tiêu về định 

tính và định lượng “cynarin” trong cao đặc Actisô là phù hợp vì đây là thành phần 

đặc trưng và có hoạt tính sinh học cao hiện diện trong các cao chiết Actisô đã được 

chứng minh qua nhiều nghiên cứu 93,139,96. Tuy nhiên, về chỉ tiêu định lượng cynarin 

bằng phương pháp so màu có độ chọn lọc không cao do các đồng phân của cynarin (di-

CQA) và mono-CQA đều cho cùng phổ UV và có độ hấp thụ cực đại tại 325 nm. 

b. Tiêu chuẩn Dược điển Châu Âu (EP 10.0) 

Các tiêu chuẩn kiểm nghiệm cho lá và cao đặc Actisô theo Dược điển Châu Âu 

(EP 10.0) tương tự như Dược điển Anh, Pháp và Ý được tóm tắt ở Bảng 1.7 140. 

Bảng 1.7. Các tiêu chuẩn kiểm nghiệm lá và cao Actisô theo EP 10.0 

Yêu 

cầu 

Lá khô Actisô  

(Cynarae folium) 

Cao khô Actisô a 

(Cynarae folii extractum siccum) 

Định 

tính 

Phản ứng hóa học: Không Phản ứng hóa học: Không 

Sắc ký lớp mỏng: 

- Thử: Dịch chiết EtOH 60 % 

- Chuẩn: Acid chlorogenic, cynarosid 

- Dung môi: EA - nước - AF khan - AA khan  

                              (100 : 27 : 11 : 11) 

Sắc ký lớp mỏng: 

- Thử: Dịch chiết EtOH 60 % 

- Chuẩn: Acid chlorogenic, cynarosid 

- Dung môi: EA - nước - AF khan - AA khan  

                              (100 : 27 : 11 : 11) 

Độ tro ≤ 20 % ≤ 30 % 

Độ ẩm ≤ 12 % ≤ 6 % 

Định 

lượng 

HPLC: 

- Thử: Chiết với MeOH, 70 oC, 1h 

- Chuẩn: Acid chlorogenic (AC) 

- Hàm lượng AC: ≥ 0,8 % 

HPLC: 

- Thử: Hòa tan cao với MeOH 70 % 

- Chuẩn: Acid chlorogenic (AC) 

- Hàm lượng AC: ≥  0,6 % 

Nhận xét: Các chỉ tiêu acid chlorogenic - một thành phần chính trong lá và cao 

Actisô cả về mặt định tính và định lượng là hoàn toàn phù hợp. Ngoài ra, định lượng 

acid chlorogenic bằng HPLC là phương pháp hiện đại có độ tin cậy cao, cho kết quả 

hàm lượng khá chính xác. Tuy nhiên, dược điển Châu Âu không yêu cầu kiểm nghiệm 

cynarin - một thành phần đặc trưng, quan trọng và có nhiều tác dụng sinh học như tác 

dụng chống oxy hóa, lợi mật, hạ lipid và bảo vệ gan tốt hơn so với acid chlorogenic 

đã được chứng minh 6,8,53,89. 
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1.4.2. Các phương pháp phân tích đồng thời nhiều polyphenol trong ALE 

Häusler M. và cộng sự (2002) đã định lượng tổng các mono-CQA; tổng di-CQA 

và tổng flavonoid trong cao Actisô bằng phương pháp HPLC-DAD-MS , trình tự rửa 

giải của các polyphenol trong lá Actisô đã được xác định (Hình 1.7.). Đây là công 

trình nghiên cứu đầu tiên sử dụng kỹ thuật phân tích hiện đại để phân tích các 

polyphenol trong Actisô. Nghiên cứu này đã phân tách được 10 polyphenol nhưng 

chưa tách được hai đồng phân 1,5- và 3,5-diCQA. Wang M. và cộng sự (2003) cũng 

đã xây dựng quy trình định lượng 7 polyphenol trong lá Actisô bằng phương pháp 

HPLC-DAD-MS với thời gian phân tích ngắn (25 phút) 89. Tuy nhiên, nghiên cứu 

này chưa định lượng được các đồng phân 3-CQA, 4-CQA, 3,5-diCQA và 1,5-diCQA. 

Schütz K. và cộng sự (2004, 2006) đã định lượng 19 polyphenol trong hoa Actisô 

bằng HPLC-EI/MS3 với thời gian phân tích tương đối dài (90 phút) 7. Các công trình 

nghiên cứu về phân tích định tính, định lượng đồng thời các polyphenol trong lá 

Actisô bằng các kỹ thuật sắc ký lỏng hiện đại được tóm tắt ở Bảng 1.8. Trong đó, 

nghiên cứu của Schütz K. 7,53, Negro D. 38 và Pinelli P. 141 định lượng 14 - 19 

polyphenol nhưng chỉ sử dụng 5 - 6 chất chuẩn, hàm lượng của các polyphenol riêng 

biệt này trong mẫu thử được tính dựa vào đường tuyến tính của các chất chuẩn có 

phổ UV tương đồng. Cụ thể, các dẫn xuất mono-CQA; di-CQA; dẫn xuất luteolin, 

apigenin và naringenin thường được tính hàm lượng theo chuẩn tương ứng lần lượt 

là acid chlorogenic; cynarin; cynarosid; apigenin-7-O-rutinosid và narirutin 7,53,141. 

Tóm lại, các công bố về phương pháp định lượng đồng thời nhiều polyphenol 

trong Actisô từ năm 2002 - 2021 phần lớn đều áp dụng kỹ thuật HPLC với đầu dò 

UV kết hợp với khối phổ. Tuy nhiên, quy trình chuẩn bị mẫu (lá khô và cao Actisô) 

chưa được khảo sát đầy đủ các điều kiện như nhiệt độ, thời gian và thể tích dung môi. 

 

Ghi chú:  

1: 1-CQA, 2: 4-CQA, 3: AC,  

4: 3-CQA, 5: CY, 6: CR,  

7: SCO, 8: 3,4-diCQA, 

 9: 1,5-diCQA và 3,5-diCQA 

10: 4,5-diCQA 

 

Hình 1.7. Sắc ký đồ phân tích các hợp chất polyphenol trong cao Actisô 

“Nguồn: Häusler M. et. al., 2002” 38 
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Bảng 1.8. Tóm tắt các công trình nghiên cứu phân tích các polyphenol trong Actisô bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao 

STT Năm Đối tượng phân tích định lượng Thiết bị Chuẩn bị mẫu Chương trình dung môi aTL 

1 2002 
Tổng mono-CQA, di-CQA và  

flavonoid trong cao khô lá Actisô 

HPLC-DAD-MS 

Phenomenex Luna C18 

(250×2 mm; 5 µm) 

Thử: 80 mg cao khô Actisô + 2 ml MeOH 15 %, siêu 

âm 5 phút.  

Chuẩn: AC; CY; luteolin 

A: TFA 0,03 %; B: ACN. 

Gradient: 10 % B → 36 % B (0,2 

ml/phút). 

38 

2 2003 

7 polyphenol (1-CQA; AC; CY; 

narirutin; CR; SCO; apigenin-7 

rutinosid) trong lá và hoa Actisô 

HPLC-PDA-MS 

Phenomenex ODS3 C18 

(150×3,2 mm; 5 µm) 

Khảo sát dung môi chiết tốt nhất là EtOH 60 % 

Thử: Cân 500 mg lá/1 g hoa (Bình định mức) + 70 ml 

MeOH 60 %, siêu âm 25 phút. 

Chuẩn: 7 polyphenol 

A: H3PO4 0,2 %; B: ACN. 

Gradient: 6 % B, 6-30 % B (20’), 

30 % B (5’) (1,2 ml/phút) 
89 

3 2004 19 polyphenol trong hoa Actisô 
HPLC-PDA-MSn 

Phenomenex C18 

(150×3,0 mm; 4 µm) 

Thử: Hoa, 4 g hoa khô + MeOH 60 %, khuấy 1 giờ, cô 

cắn, hòa lại trong nước, điều chỉnh pH7, điền BĐM 25 

ml. Tinh chế qua SPE. Chế phẩm: 1,5 g viên nén/0,7 g 

viên nang/4,2 g viên sủi bọt + 100 ml MeOH 60 %, 1 giờ. 

Chuẩn: CF; AC; CY; CR; narirutin; isorhoifolin. 

A: AA 0,2 %; B: AA 0,5 % - ACN 

(50:50). Gradient: 10-18 % B 

(20’), 18-24 % B (10’), 24-30 % B 

(15’), 100 % B (8’), 100-10 % (2’) 

(0,4 ml/phút). 

7 

4 2006 
19 polyphenol trong chế phẩm từ hoa 

Actisô. 
53 

5 2007 

14 polyphenol (mono-CQA, di-CQA, 

flavonoid, succinyl di-CQA) trong lá 

của loài Cardoon. 

HPLC-DAD-MS 

Phenomenex Luna C18 

(150×4,6 mm; 5 µm) 

Thử: 2 g lá khô + (3 × 50 ml) EtOH 70 %, pH 3,2; loại 

tạp với n-hexan (4 × 20 ml), chuyền BĐM 25 ml.  

Chuẩn: AC; CY; CR; SCO; isorhoifolin 

A: FA (pH = 3);  B: ACN. 

Gradient: 0-20 % B (5’), 20-30 % 

(13’), 30-100 % (12’) (0,6 ml/phút). 

141 

6 2012 
14 polyphenol trong lá và hoa Actisô 

của 6 kiểu gen khác nhau 

HPLC-DAD-MS/MS 

Phenomenex Luna C18 

(150×4,6 mm; 5 µm) 

Thử: 0,5 g dược liệu, chiết với 5 lần thể tích aceton-

ethanol-methanol (70:15:15) 1 giờ (4 oC); Bã được 

chiết thêm với 5 lần thể tích EtOAc trong 1 giờ (4 oC); 

cô cắn dịch chiết và hòa lại trong MeOH. 

Chuẩn: CF; AC; CY; 1,5-diCQA; CR; isorhoifolin 

A: TFA 0,01 %; B: ACN-0,01 % 

TFA. Gradient: 10 % B (0’), 50 % 

B (30’), 100 % B (35’) (1,0 

ml/phút). 

38 

7 2017 
6 dẫn xuất CQA (mono và di-CQA) 

trong chế phẩm viên nén và viên nang 
HPLC-DAD 
C18 (250×4,6 mm; 5 µm) 

Thử: 100 mg cao khô/chế phẩm + 25 ml MeOH 70 % 

Chuẩn: 3-CQA; 4-CQA; AC; CY; 3,5-diCQA; 4,5-

diCQA 

A: H3PO4;  B: H3PO4 0,5 % - ACN. 

Gradient: 8 % B (1’), 8-25 % B 

(20’), 25 % B (7’), 25-100 % B (2’), 

100-8 % B (5’) (1,2 ml/phút). 

8 

8 2021 

Ảnh hưởng của việc chế biến đến hàm 

lượng của 31 polyphenol trong hoa 

Actisô. 

HPLC-MS-MS 

Cortecs C18  

(75×3 mm; 2,7 μm) 

Thử: 25 mg cao ALE + 0,5 ml (MeOH 80 %, FA 0,1 %), 

3 lần, siêu âm 90 phút, ly tâm, cắn chiết lại với dung môi 

như trên, siêu âm 25 phút, ly tâm. 

Chuẩn: 16 polyphenol 

A: FA 0,1 %; B: ACN. Gradient: 5 

% B (1,2’), 11,4 % B (7,6’), 11 % B 

(1,2’), 28 % B (20’), 100 % B (2’) 

(0,35 ml/phút). 

142 

  aTL: Tài liệu; ACN: Acetonitril;  AA: Acid acetic;  TFA: Acid trifluoroacetic;  FA: Acid formic;  BĐM (bình định mức); isorhoifolin (apigenin-7-O-rutinosid) 

 CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); CQA (caffeoylquinic acid); CY (cynarin); CR (cynarosid); SCO (scolymosid).
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1.4.3. Đặc tính phổ khối của các hợp chất polyphenol trong Actisô 

Những nghiên cứu gần đây đã ứng dụng kỹ thuật LC-MS/MS trong việc định 

tính và định lượng các thành phần hợp chất phenol trong Actisô dựa vào sự khác nhau 

về số khối hay phân mảnh của chúng. Các đặc tính về ion, phổ UV của các dẫn xuất 

acid caffeoylquinic và các flavonoid được trình bày ở Bảng 1.9 7. 

Bảng 1.9. Đặc tính về ion và phổ UV của các CQA và flavonoid trong Actisô 

STT  Tên hợp chất  (λmax nm) 
[M-H]- 

(m/z) 

HPLC-ESI (–)-MSn 

m/z ( % so với pic chính) 

1.  1-CQA 233, 305sh, 328 353 MS2 [353]: 191(100), 197(5), 

MS3 [353→191]: 127(100), 172(79), 85(79), 93(56) 

2.  3-CQA 241, 303sh, 325 353 MS2 [353]: 191(100), 179(49), 135(13), 173(3) 

MS3 [353→191]: 127(100), 172(83), 85(74), 93(68) 

3.  5-CQA 

(acid chlorogenic) 

241, 305sh, 326 353 MS2 [353]: 191(100), 179(3) 

MS3 [353→191]: 127(100), 85(96), 173(85), 93(72) 

4.  4-CQA  236, 303sh, 326 353 MS2 [353]: 173(100), 179(53), 191(16), 135(12) 

MS3 [353→173]: 93(100), 111(80) 

5.  Acid caffeic 237, 302sh, 323 179 MS2 [178]: 135(100) 

6.  1,3-diCQA (cynarin) 242, 307sh, 322 515 MS2 [515]: 353(100), 179 (35), 335 (34), 191 (20) 

MS3 [515→353]: 191(100), 179(45), 135(11), 173(2) 

7.  Cynarosid 254, 266sh, 347 461 MS2 [461]: 285(100), 357(5), 327(4), 381(2), 355(2) 

8.  Acid dicaffeoylquinic  246, 303sh, 327 515 MS2 [515]: 353 (100), 203 (61), 299 (37), 255 (28) 

MS3 [515→353]: 173(100), 179(50), 191(24), 135(6) 

9.  3,4-diCQA  243, 303sh, 325 515 MS2 [515]: 353(100), 173(23), 179 (14), 335(11) 

MS3 [515→353]: 173(100), 179(68), 191(46) 

MS4 [515→353→173]: 173(100), 93(23), 111(17) 

10.  3,5-diCQA  243, 303sh, 327 515 MS2 [515]: 353(100), 191(12), 179(5) 

MS3 [515→353]: 191(100), 179(47), 353(12) 

MS4 [515→353→191]: 191(100), 173(43), 127(26) 

11.  1,5-di-CQA  243, 303sh, 329 515 MS2 [515]: 353(100), 191(34), 335(5) 

MS3 [515→353]: 191(100), 179(8) 

MS4 [515→353→191]: 191(100), 127(31), 173(25) 

12.  Apigenin 7-glucuronid 231, 267, 338 445 MS2 [445]: 269(100), 175(20) 

MS3 [445→269]: 269(100), 175(29) 

13.  4,5-diCQA  243, 303sh, 327 515 MS2 [515]: 353(100), 173(21), 203(13), 179(10) 

MS3 [515→353]: 173(100), 179(57), 191(28), 135(8) 

MS4 [515→353→173]: 173(100), 111(21), 93(19), 71(7) 

14.  Scolymosid 255, 266sh, 348 593 MS2 [593]: 285(100), 593(6), 251(76), 281(100) 

15.  Luteolin 7-glucosid 253, 266sh, 347 447 MS2 [447]: 285(100), 447(4), 327(3) 

MS3 [447→285]: 243(100) 

16.  Apigenin 7-rutinosid 229, 266, 339 577 MS2 [577]: 269(100) 

17.  Apigenin 7-glucosid 229, 266, 339 431 MS2 [431]: 269(100), 431(8), 311(4) 

sh (vai) MS2: MS/MS;       MS3: MS/MS-MS          “Nguồn: Schütz K. et. al., 2004” 7    
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1.4.4. Hàm lượng các polyphenol trong Actisô 

Hàm lượng các polyphenol trong lá Actisô: Về thành phần acid caffeoylquinic, 

các acid mono-CQA có hàm lượng cao nhất (0,48 - 4,24 %); kế đến là acid di-CQA 

(0,03 - 0,45 %); và flavonoid (0,06 - 0,52 %) 143. Trong đó, acid chlorogenic có hàm 

lượng cao nhất (0,35 - 18,34 mg/g); kế đến là cynarosid (0,04 - 10,65 mg/g); cynarin 

rất thấp hoặc không phát hiện được (0,00 - 1,02 mg/g) 33,53. Nghiên cứu của Negro và 

cộng sự (2012) cũng xác định acid chlorogenic và 1,5-diCQA là 2 thành phần chính 

trong lá Actisô nhưng 1,5-diCQA cao hơn acid chlorogenic trong cả 6 giống Actisô 

có thể là do dung môi chiết xuất khác nhau 38. Về thành phần flavonoid, các dẫn xuất 

luteolin là nhiều nhất, đặc biệt là luteolin-7-glucosid (cynarosid) có nhiều trong lá 

của tất cả các giống Actisô. Các dẫn xuất apigenin rất thấp ở hầu hết các giống. Hàm 

lượng flavonoid cao hơn khi cây ở thời kỳ sinh dưỡng. Tuy nhiên, hàm lượng của 

chúng còn phụ thuộc vào giống cây Actisô 35,57 (Bảng 1.10, Mục 1.4.5). 

Hàm lượng polyphenol trong các chế phẩm: Một số chế phẩm Actisô cũng đã 

được đánh giá về hàm lượng các polyphenol chính 143. Tương tự trong lá Actisô, các 

acid mono-CQA là hợp chất chính trong tất cả các mẫu phân tích, đặc biệt hàm lượng 

của chúng trong các thực phẩm chức năng hơi cao hơn so với các dược phẩm. Trong 

đó, acid chlorogenic chiếm chủ yếu, kế đến là 3-CQA và 4-CQA, không phát hiện 

được 1-CQA. Khác với trong lá Actisô, cynarin được tìm thấy trong chế phẩm với tỉ 

lệ cao hơn các diCQA khác. Điều này được cho là cynarin là một chất được tạo ra 

bởi sự isomer hóa acid 1,5-diCQA trong quá trình chiết xuất với nước. Do vậy, có 

thể thấy rằng hàm lượng acid 1,5-diCQA cao hơn trong lá Actisô nhưng lại thấp hơn 

đáng kể ở một số chế phẩm, và cynarin thì ngược lại 7. Nhìn chung, qua một số nghiên 

cứu khác đều cho thấy hàm lượng các polyphenol của các chế phẩm rất khác nhau là 

do quy trình chiết xuất của mỗi chế phẩm khác nhau 6,7,8.  

1.4.5. Các yếu tố ảnh hưởng đến hàm lượng polyphenol 

a. Mật độ trồng và số lần thu hoạch 

Thử nghiệm tại Gross-Gerau trong 3 năm 2006 - 2008 cho thấy chiều cao và 

hàm lượng polyphenol trong cây giảm dần khi tăng mật độ trồng và số lần thu hái. 
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Mật độ 4 cây/m2 với 3 lần thu hái trong năm cho hàm lượng polyphenol cao nhất, còn 

16 cây/m2 với 6 lần thu hoạch thì cho hàm lượng các chất này thấp nhất. Ngược lại, 

mật độ trồng và số lần thu hoạch không ảnh hưởng đến hàm lượng flavonoid 144. 

b. Bộ phận dùng khác nhau của Actisô 

Hàm lượng CQA trong lá là cao nhất, trong khi hoa và hạt thấp hơn trong lá từ 

3,5 đến 4,6 lần. Ngược lại, hàm lượng flavonoid ở lá và hạt cao hơn ở hoa 8. Ngoài 

ra, lá bắc trong có hàm lượng các CQA cao hơn so với lá bắc ngoài 145. 

c. Quá trình sinh trưởng của lá 

Hàm lượng acid chlorogenic giảm dần trong thời kỳ sinh trưởng của lá. Ngược lại 

hàm lượng scolymosid, cynarosid, cynarin lại tăng dần (xem Hình 1.8) 146.  

 

Hình 1.8. Hàm lượng các orthodiphenolic qua các thời kỳ sinh trưởng của lá 

d. Ảnh hưởng thời gian thu hái lá Actisô 

Nghiên cứu của Ilde Ricci và cộng sự (2013) đã cho thấy thời gian thu hái ảnh 

hưởng đến chất lượng của Actisô. Thời gian thu hái tốt nhất vào khoảng những tháng 

lạnh nhất trong năm. Cụ thể là hàm lượng và hoạt động chống oxy hóa của các hợp 

chất phenolic tăng từ tháng 12 đến tháng 2 của năm 147. 

g. Ảnh hưởng của giống cây trồng 

Hàm lượng của các polyphenol trong Actisô còn phụ thuộc vào giống và BPD 

của cây. Kết quả phân tích hàm lượng các dẫn xuất acid caffeoylquinic và flavonoid 

trong lá và hoa của 3 giống Actisô 38 được trình bày ở Bảng 1.10. 
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Bảng 1.10. Hàm lượng polyphenol (%, dược liệu khô) trong lá Actisô liên quan đến BPD và giống cây 

Giống Bộ phận 
acid 1-

caffeoylquinic 

acid 

chlorogenic 
scolymosid cynarosid narirutin 

apigenin-7-

rutinosid 
cynarin Tổng 

Imperial Star Lá a,b 0,125 4,713 0,420 0,252 0 0 1,617 7,127 

Violet Lá a,b 0,310 1,519 0,339 0,197 0 0 1,689 4,054 

Violet Lá a,c 0,740 1,429 0,345 0,186 0 0 1,471 4,170 

Green Globe Lá a,b 0,149 4,158 0,213 0,314 0 0 1,619 6,455 

Green Globe Lá a,c 0,064 4,654 0,275 0,114 0 0 0,924 6,031 

          

Imperial Star Hoa non a,b 0,092 0,540 0,015 0,045 0,150 0,042 0,918 1,802 

Imperial Star Hoa non b,d 0,028 0,210 0,011 0,050 0,109 0,067 0,792 1,268 

Violet Hoa non b,d 0,034 0,371 0,017 0,047 0,243 0,050 0,585 1,347 

Green Globe Hoa non a,b 0,070 0,459 0,011 0,035 0,085 0,032 0,748 1,440 

Green Globe Hoa non b,d 0,039 0,276 0,022 0,061 0,108 0,063 0,847 1,416 

          

Imperial Star Hoa trưởng thành a,b 0,045 0,229 0,023 0,025 0,146 0,054 0,424 0,945 

Imperial Star Hoa trưởng thành b,d 0,012 0,114 0,047 0,025 0,220 0,120 0,242 0,780 

Green Globe Hoa trưởng thành a,b 0,020 0,186 0,025 0,024 0,182 0,050 0,309 0,795 

Green Globe Hoa trưởng thành b,d 0,018 0,102 0,040 0,026 0,182 0,076 0,242 0,687 

a Thu hoạch ngày 3/10/2001; b sấy ở 70 oC; c đông khô; d thu hoạch ngày 5/9/2001 

Chuẩn bị mẫu thử: 0,5 g lá hoặc 1 g hoa khô được chiết xuất với 70 ml methanol 60 %, siêu âm 25 phút, làm nguội và lọc, bổ sung BĐM 100 ml. 

        “Nguồn: Wang M. et. al., 2003” 89   
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❖ Ảnh hưởng của việc chế biến đến hàm lượng các acid phenol trong Actisô 

Một số nghiên cứu cho thấy hàm lượng các polyphenol và hoạt tính chống oxy 

hóa của hoa đầu Actisô tăng cao sau chế biến. Nghiên cứu của Ferracane R. và cộng 

sự (2008) 51,148 và Lutz M. (2011) 52 đều cho thấy sự thay đổi hàm lượng polyphenol 

trong hoa đầu Actisô khi chế biến bằng 3 phương pháp khác nhau (đun sôi, hấp và 

chiên). Cả 3 phương pháp sử dụng nhiệt độ đều làm tăng hàm lượng CQA toàn phần 

so với Actisô chưa chế biến lần lượt là 66, 94 và 71 %. Cả 5-CQA và 1,5-diCQA 

cũng tăng sau khi hấp hoặc chiên. Ngoài ra, nghiên cứu cũng cho thấy rõ có sự đồng 

phân hóa và thủy phân dẫn đến sự phân phối lại nồng độ các acid phenolic, điển hình 

là 3,5-diCQA và 4,5-diCQA có hàm lượng rất thấp trong Actisô lúc chưa chế biến và 

tăng cao sau chế biến. Tuy nhiên, nghiên cứu của Fernández M. D. và cộng sự (2021) 

142 cho thấy hàm lượng polyphenol toàn phần và tổng di-CQA của hoa Actisô giảm sau chế 

biến (xem Bảng 1.11) nhưng cũng cho thấy có sự sắp xếp lại hàm lượng giữa các đồng phân 

của mono-CQA và di-CQA, kết quả cũng cho thấy sự tăng đáng kể một số dẫn xuất di-CQA 

gồm 1,3-diCQA; 1,4-diCQA; 3,4-diCQA; 4,5-diCQA và giảm đáng kể hàm lượng của 5-

CQA; 1,5-diCQA và 3,5-diCQA). 

Bảng 1.11. Hàm lượng polyphenol (mg/g, khô) trong hoa đầu Actisô trước và sau chế biến 

STT Hợp chất Chưa chế biến 1 
Chế biến 

Đun sôi 2 Nướng 3 Chiên 4 

1 1-CQA 0,652 ± 0,02 
a
 0,603 ± 0,019 a 0,339 ± 0,02 

a
 0,302 ± 0,011 

a
 

2 3-CQA 0,186 ± 0,007 
b
 0,183 ± 0,047 

b
 0,284 ± 0,012 

a
 0,254 ± 0,004 

a
 

3 4-CQA 0,053 ± 0,004 
a
 2,821 ± 0,062 

b
  0,817 ± 0,022 

a
 0,747 ± 0,407 

a
 

4 5-CQA 38,653 ± 1,823 
c
 23,083 ± 1,201 

b
 15,419 ± 0,588 

a
             15,127 ± 1,771 

a
 

      

5 1,3-diCQA (cynarin) 0,104 ± 0,001 
a
 1,628 ± 0,026 

b
 0,262 ± 0,013 

a
 0,208 ± 0,002 

a
 

6 1,4-diCQA 0,093 ± 0,003 
a
 0,729 ± 0,008 

a
 0,362 ± 0,008 

a
 0,317 ± 0,001 

a  

7 3,4-diCQA 0,141 ± 0,008 
a
 1,308 ± 0,014 

b
 0,555 ± 0,01 

ab
 0,556 ± 0,01 

ab
 

8 1,5-diCQA 12,583 ± 0,787 b 11,450 ± 0,725 
b
 9,111 ± 0,263 

a
 8,401 ± 0,717 

a
 

9 3,5-diCQA 14,745 ± 0,949 c 4,892 ± 0,276 
a
 4,981 ± 0,333 

a
 6,399 ± 0,197 

b
 

10 4,5-diCQA 0,149 ± 0,009 
a
 2,572 ± 0,004 

c
 1,280 ± 0,024 

b
 1,327 ± 0,022 

b
 

      

11 Scolymosid 0,283 ± 0,013 a 0,135 ± 0,004 a 0,214 ± 0,010 a 0,281 ± 0,009 a 

12 Cynarosid 0,305 ± 0,010 a 0,167 ± 0,003 a 0,274 ± 0,011 a 0,267 ± 0,010 a 

13 Luteolin-7 glucuronid 0,132 ± 0,004 a 0,084 ± 0,003 a 0,109 ± 0,002 a 0,094 ± 0,003 a 

14 Polyphenol toàn phần  69,979 ± 2,718 c 52,582 ± 2,203 b 35,653 ± 0,919 a 34,683 ± 2,771 a 

1
: 25 mg Actisô tươi đông khô, thêm 0,5 ml methanol - acid formic 0,1 % (8 : 2, v/v), siêu âm 90 phút. 

2
: 225 g Actisô tươi, thêm 2 lít nước sôi (100 oC), đun 15 phút. 

3
: 225 g Actisô tươi, nướng 180 oC, 10 phút. 

4
: 225 g Actisô tươi thêm 20 lít dầu Oliu tinh luyện ở 170 oC, 7 phút. 

a, b, c, ab
: Các giá trị có kí tự theo sau khác nhau là khác biệt có ý nghĩa thống kê (p ≤ 0,05). 

“Nguồn: Fernández M. D. et. al., 2021” 142 
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1.5. Quy trình chiết xuất polyphenol từ lá Actisô 

Eich và cộng sự (2004) đã đăng ký sáng chế (US 2004/0234674 A1) 149 về phương 

pháp chiết xuất làm giàu các thành phần CQA và flavonoid từ lá Actisô (tươi hoặc 

khô). Kết quả của sáng chế đã đề xuất các quy trình (QT) chiết xuất như sau: 

- Quy trình 1 (QT1): 300 g lá Actisô được ngâm với 4,5 lít nước ở 80-90 °C (2 lần 

trong 5 và 3 giờ). Dịch chiết của 2 lần ngâm chứa khoảng 124 g cắn khô, gộp dịch 

chiết và làm bay hơi đến thể tích 2,5 lít.  

- Quy trình 2 (QT2): 300 g lá Actisô được ngấm kiệt 5 giờ ở 55-60 oC với 5 lít 

MeOH-nước (80:20), dịch chiết chứa 108 g chất khô, bốc hơi dịch chiết còn 1/3 

thể tích và pha loãng với nước, sau đó rửa 3 lần với 500 ml dichloromethan, loại 

bỏ dịch chiết dung môi hữu cơ. Phần dịch chiết nước còn lại chứa 86 g cắn khô.  

- Quy trình 3 (QT3): Phần dịch chiết nước thu được ở QT1 hoặc QT2 được bốc 

hơi dung môi đến khoảng 1/3 thể tích và được chiết 5 lần với 500 ml ethyl acetat/2-

butanol (60:40), cô thu hồi dung môi trong chân không ở 40 °C, phần cắn sau đó 

được sấy khô trong chân không ở 60 °C thu được 16 g cao chiết khô (phân đoạn 

A). Phần dịch chiết nước còn lại cũng được bốc hơi và sấy khô như trên thu được 

61 g cao chiết khô (phân đoạn B). 

Kết quả phân tích hàm lượng của các mono-CQA, di-CQA và flavonoid trong các 

cao chiết từ các quy trình chiết 1-3 được trình bày ở Bảng 1.12. 

Bảng 1.12. Hàm lượng polyphenol trong các cao chiết thu được từ các quy trình chiết 

Phương pháp 

chiết xuất 
Cao chiết 

Tổng 

CQA (%) 

Mono-

CQA (%) 

Di-CQA 

(%) 

Flavonoid 

(%) 

Qui trình (QT) 

1 + 3 

Cao toàn phần 9,74 5,39 4,35 2,20 

Phân đoạn A 25,99 4,41 21,58 13,29 

Phân đoạn B 6,32 4,83 1,49 0,76 

Qui trình (QT) 

2 + 3 

Cao toàn phần 18,84 8,32 10,52 2,79 

Phân đoạn A 47,62 6,38 41,24 10,9 

Phân đoạn B 10,38 8,12 2,26 1,41 

Cao chiết phân đoạn A và B có tác dụng dược lý rất khác nhau. Cao chiết phân 

đoạn A có tác dụng ức chế sinh tổng hợp cholesterol và chống oxy hóa mạnh hơn 

đáng kể so với cao chiết toàn phần. Tuy nhiên, cao chiết phân đoạn A không có tác 

dụng hoặc tác dụng kém đối với chứng khó tiêu. Ngược lại, cao chiết phân đoạn B 

có hoạt tính trên chứng khó tiêu cao hơn cao chiết toàn phần nhưng có hoạt tính chống 

oxy hóa thấp hơn và không có tác dụng ức chế sự sinh tổng hợp cholesterol.  
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1.6. Tổng quan về dạng bào chế 

Hiện nay, việc phát triển thuốc có nguồn gốc tự nhiên được các nhà nghiên cứu 

trên thế giới và trong nước quan tâm. Với quan điểm đông tây y kết hợp, phát triển y 

học cổ truyền trên cơ sở ứng dụng y học hiện đại, dạng thuốc dược liệu ra đời với 

thành phần là các cao chiết chuẩn hóa, định chuẩn từ dược liệu dưới dạng bào chế 

hiện đại như viên nén, viên nang, thuốc tiêm,…góp phần hỗ trợ điều trị và điều trị 

hiệu quả các bệnh tật đặc biệt là các bệnh mạn tính. Việc ứng dụng các dạng bào chế 

hiện đại như viên bao phim, bao đường, viên sủi, viên nang, dạng bột, hỗn dịch, sirô, 

v.v…cho thuốc dược liệu nhằm tăng cường độ hòa tan, hấp thu, sinh khả dụng, hoạt 

tính dược lý, tính ổn định, giảm độc tính và tăng khả năng tuân thủ góp phần nâng 

cao chất lượng thuốc và hiệu quả trị liệu 150 

Cao khô Actisô là một trong số các cao chiết từ dược liệu đã được chuẩn hóa và 

ứng dụng làm thuốc dược liệu với nhiều dạng bào chế khác nhau dùng trị liệu các 

bệnh liên quan về gan mật. Từ chế phẩm đầu tiên Chophytol (Rosa – Pháp) nhập vào 

Việt Nam, đến nay Việt Nam có không dưới 20 loại sản phẩm chủ yếu là viên nén 

chứa cao chiết từ lá Actisô (Bảng 1.13). Tuy nhiên, ngoại trừ các doanh nghiệp uy tín, 

phần lớn các cơ sở sản xuất không đưa kèm chỉ tiêu cơ sở; hoặc có nhưng các chỉ tiêu 

đơn giản, thiếu tính khoa học của cao chiết Actisô gây khó khăn trong đánh giá chất 

lượng của các thành phẩm. 

Bảng 1.13. Một số chế phẩm từ cao chiết lá Actisô trên thị trường Việt Nam 

Stt Sản phẩm Dạng bào chế Nơi sản xuất Stt Sản phẩm Dạng bào chế Nơi sản xuất 

1 Boganic 
Viên bao đường, 

Viên bao phim 
Traphaco 9 

Chobil,  

Choliver 

Viên bao phim 

Viên bao đường 

DHG    

Pharma 

2 Actisô plus Viên sủi, ống uống Trường Thọ 10 Sagophytol Cao đặc Sapharco 

3 C-Barcool 
Viên sủi,            

Nang cứng 
ADC Pharma 11 

Betasiphon, 

centhionin 

Ống uống,           

Nang mềm 
Nadyphar 

4 Altamin Nang mềm Bidiphar 12 Actisô PV Nang mềm PV Pharma 

5 D-A-R Viên bao phim Domesco 13 B-A-R Viên bao đường Pharmedic 

6 Hephytol Viên bao đường 
Dược phẩm 

trung ương 25 
14 Actisô 

Viên hoàn.        

Ống uống.  
Ladophar 

7 Chophytol Viên bao đường 
Rosa Phyto 

Pharma (Pháp) 
15 

Actisô Fito 

Actisô 

Nang cứng        

Viên sủi 
Trường Anh 

8 HD Actisô Nang mềm HD Pharma 16 Chophytin Viên bao đường PP Pharco 

Viên nén là một trong những dạng bào chế đường uống thuận tiện và được ưa 

chuộng nhất vì có nhiều ưu điểm như dễ sử dụng, bệnh nhân tuân thủ cao, dễ vận 
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chuyển, bảo quản và hiệu quả tốt về chi phí. Viên nén thường được bao một lớp màng 

mỏng polymer (bao phim) chiếm 3 - 4 % khối lượng viên nhằm tạo cảm quan đẹp, 

che dấu mùi vị, giúp dược chất và sản phẩm ổn định, chống lại những điều kiện bất 

lợi như độ ẩm, ánh sáng, oxy hóa không khí,…trong quá trình lưu thông, phân phối 

151. Bên cạnh đó việc bao phim có thể kiểm soát sự giải phóng hoạt chất đến đúng vị 

trí, tỷ lệ và thời gian theo thiết kế 151. 

Việc bao phim cho viên nén được tiến hành trên thiết bị bao phim phù hợp (nồi 

bao đục lỗ) với thành phần dịch bao phim gồm polymer tạo màng phim, chất hóa dẻo, 

chất tạo độ đục (titan dioxid), chất màu, chất chống dính (talc, aerosol) và dung môi. 

Ngoài ra còn có một số chất phụ gia khác như tinh bột, natrilauryl sulphat, …):  

- Polymer tạo màng phim giúp tạo màng mỏng, liên tục bao quanh viên. Polymer 

phải tương thích với thành phần của viên, có độ nhớt phù hợp, hòa tan hoặc phân tán 

được trong dung môi bao phim thường là nước, ethanol, isopropanol, aceton, 

dichloromethan. Các polymer thường dùng là các dẫn chất cellulose: Hydroxypropyl 

methyl cellulose (HPMC) dùng chống ẩm; cellulose acetat phthalat, hydroxylpropyl 

methyl cellulose phthalat bao tan trong ruột; nhóm polyvinyl alcohol (PVA) dùng 

chống ẩm; nhóm dẫn chất acrylat (các Eudragit) như Eudragit E chống ẩm, Eudragit 

RS/RL 100 bao phóng thích kéo dài. 151-153 

- Các chất hóa dẻo giúp hạ nhiệt độ hóa kính, làm cho màng phim bền chắc, 

không bị dòn, nứt gãy, bám chặt vào bề mặt viên nhân. Các chất hóa dẻo thường 

dùng: Alcol đa chức (polyethylen glycol, propylen glycol,…); các ester (glycerin 

triacetat, triethyl citrat, …); Các glycerid (monoglycerid acetyl hóa,…); Các dầu béo 

(dầu thầu dầu, dầu khoáng). 151-153 

Mục đích của việc bao viên nhằm bảo vệ dược chất, che dấu mùi vị khó chịu, 

giúp dễ uống, phân biệt sản phẩm chống giả mạo, tăng độ bền cơ học, tránh nhiễm 

chéo trong sản xuất, cách lý các chất tương kỵ, cải thiện sinh khả dụng (viên bao tan 

trong ruột, viên phóng thích kéo dài, cải thiện phóng thích hoạt chất nhanh hay chậm, 

tạo liều khởi đầu,…). Tuy nhiên trong 3 phương pháp bao viên nén phổ biến hiện nay 

là bao đường, bao dập, bao phim thì bao phim cho phép đạt hầu hết các mục đích trên 

và là phương pháp được áp dụng phổ biến nhất hiện nay. 151-153 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Lá Actisô (giống xanh) là nguyên liệu chính dùng trong nghiên cứu chiết xuất, 

phân lập, xây dựng quy trình định lượng và nghiên cứu sản xuất cao chuẩn hóa. Việc 

định danh và giám định tên khoa học được thực hiện bởi TS. Võ Văn Chi.  

Các bộ phận dùng khác (hoa, thân, rễ, gân lá) của cả 2 giống Actisô (giống xanh 

và giống tím) được dùng để nghiên cứu so sánh về thành phần hóa học và tác dụng 

sinh học.  

Các mẫu được lưu tại bộ môn Dược liệu, khoa Dược, ĐH Y Dược TPHCM. 

2.2. Cỡ mẫu của nghiên cứu 

Các nguyên liệu được thu hái vào các thời điểm khác nhau, phục vụ cho từng mục 

đích nghiên cứu, chi tiết xem ở Bảng 2.1.  

Bảng 2.1. Các nguyên liệu dùng trong nghiên cứu 

Nguyên liệu 
Thời gian  

thu mẫu 
Ghi chú 

1. Chiết xuất – phân lập 

200 kg lá Actisô tươi (giống xanh), thu hái tại phường 5 

- Lâm Đồng, Tp. Đà Lạt. 

10/2014 Đạt tiêu chuẩn DĐVN V 

2. Kiểm nghiệm 

2.1. Xây dựng quy trình định lượng lá Actisô: 

2,0 kg lá Actisô tươi (giống xanh) thu hái tại phường 5 

- Lâm Đồng, Tp. Đà Lạt. Mẫu sau khi xử lý, phơi khô 

còn 90 g phiến lá khô. 

 

3/2015 
 

2.2. Xây dựng quy trình định lượng cao Actisô: 

Cao khô Actisô phun sương (kí hiệu cao BV) được cung 

cấp bởi công ty BV Pharma (Số lô 010114NC-1)  

 

4/2014 

Đạt tiêu chuẩn cơ sở 

(TCCS) 

2.3. Đánh giá hàm lượng hoạt chất tích lũy theo thời 

gian thu hái: 

1,0 kg lá Actisô tươi (giống xanh) thu hái tại phường 5 

- Đà Lạt. Lá già ở gốc, chiều dài khoảng 60 cm. 

 

6-12/2016 

1-5/2017 

Thu hái vào ngày 15 của 

mỗi tháng. Mẫu được 

trộn lẫn sau khi lấy tại 5 

vị trí trồng cách xa nhau. 

2.4. So sánh hàm lượng hoạt chất theo giống và BPD: 

Cả cây Actisô tươi của 2 giống (“giống xanh” - AX và 

“giống tím” - AT). Kí hiệu các BPD của 2 giống gồm: 

- Lá giống xanh (X.L) và lá giống tím (T.L): Lá già ở  

  gốc, cách gốc cây 5 cm. 

- Gân lá (X.G và T.G): Gân giữa và cuống lá 

- Thân (X.T và T.T): Thân già ở gốc (gọi là thân đen) 

3/2017 

Xem hình ở Phụ lục 51 

 

Phương pháp chuẩn bị 

cao chiết ở Mục 2.2.2.3 
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- Rễ (X.R và T.R): Rễ cây trưởng thành 

- Hoa (X.H và T.H): Hoa già chưa nở (toàn bộ hoa đầu) 

2.5. Định lượng các chế phẩm trà Actisô túi lọc: 

- 10 chế phẩm trà Actisô túi lọc được mua tại các cơ sở  

   bán lẻ ở TP. HCM.  

- Lá nghiên cứu (giống xanh), kí hiệu X.LNC 

 

5/2017 

 

11/2016 

Xem thông tin sản phẩm 

ở Phụ lục 52 

 

2.6. Định lượng các chế phẩm từ cao Actisô: 

- 8 chế phẩm nước ngoài (Pháp, Mỹ, Đức): N.CP1-8 

- 8 chế phẩm mua tại Việt nam: Kí hiệu, V.CP9-16 

- 3 chế phẩm nghiên cứu: Viên bao phim chứa 200 mg 

cao Actisô - là sản phẩm của đề tài, NC.CP17-19 

2/2020 
Xem thông tin sản phẩm 

ở Phụ lục 53 

3. Nghiên cứu hoạt tính chống oxy hóa 

- 9 chất tinh khiết: 4 mono-CQA (1-CQA; 3-CQA; 4-

CQA; AC); 3 di-CQA (CY; 1,5-diCQA; 4,5-diCQA); 

2 flavonoid (CR; SCO).  

- 24 cao chiết tương tự ở nội dung 2.4 

- 2 mẫu cao nghiên cứu (CNC): X.CNC và T.CNC 

 

Phân lập ở Mục 3.1.1 

 

 

 

4. Nghiên cứu chiết xuất cao Actisô 

Lá Actisô tươi được thu hái ở phường 5, 12 và Bảo 

Lộc, Lâm Đồng, Tp. Đà Lạt. 
11/2015  

5. Nghiên cứu bào chế 

5.1. Chiết xuất cao chuẩn hóa qui mô (500 kg lá/lô): 

Lá Actisô của 2 giống thu hái tại phường 5, Đà Lạt 

 

12/2015 

 

Đạt TCCS 

5.2. Bào chế viên bao phim (15.000 viên/lô): 

Cao chuẩn hóa - Sản phẩm của đề tài nghiên cứu 

Viên đối chiếu - Chế phẩm chophytol (Rosa-Pháp) 

chứa 200 mg cao Actisô. 

 

 

Đạt TCCS 

2.2.2. Dung môi, hóa chất, thuốc thử 

➢ Nghiên cứu hóa học: 

- Dung môi dùng trong chiết xuất và phân lập: Methanol, chloroform, ethyl acetat, 

n-butanol, acid formic đạt tiêu chuẩn tinh khiết phân tích. 

- Dung môi dùng cho phân tích HPLC/UPLC hoặc HPLC bán điều chế: Acetonitril 

(Scharlau), acid formic (Merck), acid trifluoroacetic (Prolabo), nước cất 2 lần. 

- Bản mỏng silica gel F254 (dày 0,25 mm, Merck) tráng sẵn 

- Silica gel 60 (40 - 63 µm, Merck); silica gel C18 (40 × 63 µm); Sephadex LH-20. 

- Thuốc thử FeCl3 5 %/EtOH, vanilin 1 %/acid sulfuric 10 % (VS). 
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- Chuẩn sơ cấp: Cynarin (96,0 %), acid chlorogenic (96,0 %) và cynarosid (96,0 %) 

được mua từ công ty Phytolab (Đức) (COA ở Phụ lục 38, Phụ lục 42, Phụ lục 46). 

➢ Thử tác dụng sinh học: 

- Chất chuẩn: Silymarin (Sigma, số lô 31K1467), acid ascorbic (Sigma, số lô A92902)  

- Thử nghiệm DPPH: Thuốc thử DPPH (Sigma, số lô STBD1145V), methanol 

(Labscan), DMSO (Merck).  

- Thử nghiệm MDA: KCl 1,15 %; đệm phosphat 50 mM, pH=7,4 (KH2PO4, 

K2HPO4); trichloroacetic (TCA) 10 %; acid thiobarbituric (TBA) 0,8 %. 

- Động vật thí nghiệm: Chuột nhắt trắng đực khỏe mạnh, chủng Swiss albino, trọng 

lượng 25 ± 2 g, 5 - 6 tuần tuổi, được cung cấp bởi Viện Vắc xin và Sinh phẩm Y 

tế - TP. Nha Trang. Chuột được nuôi ổn định bằng thực phẩm viên, rau xanh và 

nước uống đầy đủ ít nhất 1 tuần trước khi thử nghiệm. Chuột sinh lý được mổ lấy 

gan dùng trong thử nghiệm MDA (malondialdehyd) (ex vivo). 

➢ Nghiên cứu bào chế viên nén bao phim Actisô: 

Bảng 2.2. Các tá dược dùng trong nghiên cứu bào chế 

Stt Tá dược Tên thương mại Xuất xứ 

1 Cao khô Actisô* Univerphytol Cao nghiên cứu  

2 Microcrystallin cellulose  MCC-102 Trung Quốc 

3 Silicon Dioxid Syloid® AL-1FP  Grace - Đức 

4 Natri Croscarmellose Vivasol® GF JRS Pharma - Ấn Độ 

5 Magnesi carbonat Magnesium carbonate Scora-Pháp 

6 Glyceryl behenat Compritol 888 ATO Gattefossé - Pháp 

7 Magnesi stearat - Trung Quốc 

8 Vivacoat - JRS Pharma - Đức 

9 Màu nâu  Fiorio colori Ý 

*Cao nghiên cứu chứa 2,6 % cynarin và 2,3 % acid chlorogenic – Đạt TCCS (Xem Mục 3.4) 

2.3. Phương tiện nghiên cứu 

Các thiết bị dùng trong chiết xuất - phân lập: Máy cô quay Büchi 20 lít - R220 

và Büchi 1 lít - 210S; bể siêu âm Sonorex RK - 1028H; bếp cách thủy Memmert WB 

-14; máy đông khô (Martin Christ Alpha 1-4 LD); sắc ký lỏng áp suất trung bình - 

MPLC (Biorad, đầu dò Quadtec UV- Vis); sắc ký bán điều chế áp suất cao - 

semi.prep-HPLC (Shimadzu CBM-20A, đầu dò PDA); máy đo phổ hồng ngoại (IR) 

(Nicolet iS500 NIR-FTIR); máy đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) (Bruker 

Avance 500 MHz) của Viện Hàn lâm khoa học Việt Nam - Hà Nội; máy đo khối phổ 
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(MS) (Micromass microTM API - Waters). Các loại cột sắc ký: Cột nhanh - VLC (7 × 

40 cm), cột Sephadex LH-20 (2 × 60 cm), cột MPLC (2,5 × 50 cm), cột semi.prep-

HPLC Sunfire C18 (10 × 150 mm; 5 µm).  

Các thiết bị dùng trong phân tích: Cân phân tích 5 số lẻ CP-2250 (Sartorius); 

sắc ký lỏng hiệu năng cao - HPLC (đầu dò PDA 2996, Alliance 2695 XE - Waters); 

sắc ký lỏng siêu hiệu năng - UPLC (đầu dò PDA, Acquity - Waters, Mỹ); máy ly tâm 

lạnh thường (CT15RE-Hitachi Koki); máy xác định độ ẩm bằng hồng ngoại MB-45 

(Sartorius). Các loại cột sắc ký: Cột HPLC - Sunfire  C18 (4,6 × 250  mm; 5 µm); 

ThermoFisher C18 (100 × 2,1 mm; 2,6 μm). 

Các thiết bị dùng trong thử nghiệm sinh học: Máy đo phổ UV U-2010 

(Shimadzu), máy đo pH (HI210-Hana), máy khuấy gia nhiệt (Arec-Velp), máy nghiền 

đồng thể (T25 Basic-IKA), máy đọc ELISA (Multiskan Ascent, Thermo electro).  

Các thiết bị dùng trong chiết xuất qui mô lớn: Máy rửa dược liệu (Việt Nam), 

Nồi chiết xuất có áp lực 3.000 lít (Việt Nam), thiết bị cô quay tuần hoàn áp suất giảm, 

công suất 1.000 lít/giờ (WJ1 L-Single-effect circulation concentrator, Trung Quốc), 

Máy sấy phun sương công suất 50 lít/giờ (Trung Quốc).  

Các thiết bị trong nghiên cứu bào chế qui mô lớn: Cân phân tích 5 số lẻ 

(Sartorius), máy trộn chữ V 500 lít (VH500-Tianfeng, Trung Quốc), tủ sấy 

(Termarks), máy dập viên 27 chày, 2 lớp (Eco IV-Parle, Ấn Độ), máy bao phim tự 

động 150 lít (BG 150E, Trung Quốc), máy đếm viên và đóng lọ (KDV-5, Trung 

Quốc), máy đo tỷ trọng (Erweka), máy đo độ chảy (Erweka), cân xác định độ ẩm 

hồng ngoại (Sartorius), máy thử độ cứng (Erweka), máy thử độ rã (Erweka), máy thử 

độ mài mòn (Erweka), máy đo pH (Oakton), máy thử nghiệm độ hòa tan (Pharmatest).  

2.4. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

- Khoa Dược - Đại học Y Dược TP. HCM: Các bộ môn (Dược liệu, Dược lý, Công 

nghiệp dược); Trung tâm Đào tạo và Nghiên cứu phát triển thuốc có nguồn gốc tự 

nhiên, được thực hiện từ 8/2015 – 7/2020. 

- Viện Kiểm nghiệm thuốc TP. HCM: Khoa Thiết lập chất chuẩn và chất đối chiếu, 

thực hiện vào 7/2015 – 7/2016. 

- Công ty cổ phần BV Pharma: Cơ sở chiết xuất dược liệu tại phường 5, TP. Đà Lạt;  

Nhà máy BV Pharma - Củ Chi - TP. HCM, thực hiện vào 10/2014 và 12/2015.  
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2.5. Quy trình nghiên cứu  

Nội dung nghiên cứu của đề tài được tóm tắt như sau: 

 

Hình 2.1. Sơ đồ tóm tắt nội dung nghiên cứu 

2.6. Phương pháp nghiên cứu và phân tích dữ liệu 

2.6.1. Nghiên cứu thành phần hóa học 

2.6.1.1. Chiết xuất, phân lập  

a. Chiết xuất 

Quy trình chiết xuất được tham khảo từ các tài liệu và được khảo sát sơ bộ một 

số yếu tố ảnh hưởng đến hàm lượng polyphenol trong lá Actisô tươi và khô với các 

dung môi, nhiệt độ chiết xuất,…. Từ đó, quy trình được áp dụng và điều chỉnh cho phù 

hợp với nhu cầu và quy mô thực hiện. 

Phiến lá tươi Actisô (90 kg) được rửa sạch, hấp ở 100 oC, trong 10 phút. Sau đó 

chiết bằng phương pháp ngâm nóng (80-90 oC) trong 4 giờ với ethanol - nước (1:1). 

Dịch chiết được cô thu hồi dung môi đến cao lỏng (5,2 kg), thêm nước và lắc phân 

bố lần lượt với chloroform (4 × 3 lít), ethyl acetat (3 × 3 lít), n-butanol (3 × 5 lít). Thu 

hồi dung môi được các cao tương ứng gồm 60 g cao chloroform (Cf), 30 g cao ethyl 

acetat (EA) và 90 g cao n-butanol (Bu). Kiểm tra các cao phân đoạn bằng HPLC-

PDA với điều kiện đã khảo sát ở Mục 3.2.2.  
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b. Phân lập  

Các hợp chất được phân lập chủ yếu bằng kỹ thuật sắc ký gồm sắc ký cột chân 

không (VLC), sắc ký lỏng áp suất trung bình (MPLC), sắc ký rây phân tử (Sephadex), 

các phân đoạn được tinh chế hoặc phân lập bằng sắc ký lỏng bán điều chế hiệu năng 

cao (semi-prep. HPLC). Các kỹ thuật được tiến hành cụ thể như sau: 

Cột VLC: Mẫu được chuẩn bị trước bằng cách hòa tan hoàn toàn trong dung 

môi thích hợp, cho một lượng silica gel vừa đủ để mẫu có thể trộn đều vào các hạt 

silica gel, nghiền mịn và sấy ở 50 C đến khi loại hết dung môi (bột khô tơi). Nhồi 

cột bằng phương pháp nhồi cột khô, khối lượng silica gel nhồi cột nhiều hơn gấp 20 

- 25 lần so với khối lượng mẫu thử, sau đó cho dung môi nền chảy qua cột, hút chân 

không đến khi không còn dung môi. Mẫu được nạp vào cột bằng cách rắc đều mẫu 

lên bề mặt silica gel, triển khai lần đầu với dung môi nền, kế tiếp là chương trình pha 

động đã khảo sát. Cao chiết EA có nhiều thành phần từ phân cực đến phân cực trung 

bình, do đó cao này được dùng để phân tách trên cột VLC để thu được các phân đoạn 

đơn giản hơn.  

Điều kiện cột VLC-(EA): 

Cột sắc ký:  7 × 40 cm (đường kính × chiều dài), rửa sạch, sấy khô. 

Pha tĩnh: 800 g silica gel (40 - 63 μm). 

Pha động: CHCl3 - EtOAc với độ phân cực tăng dần (10 : 0) → (1 : 9) 

Mẫu: 30 g cao EA 

Thể tích hứng: 250 ml 

Phân tích: SKLM với hệ dung môi CHCl3 - EtOAc - FA (2 : 8 : 0,2)  

Phát hiện: UV254 và UV365, thuốc thử FeCl3 5 %/EtOH 

Cột MPLC: Sắc ký lỏng áp suất trung bình được thực hiện trên hệ thống máy 

MPLC Biorad. Mẫu được hòa tan trong một lượng tối thiểu dung môi thích hợp và 

lọc qua màng lọc milipore 0,45 µm, sau đó tiêm mẫu bằng tay, lượng mẫu nạp ít hơn 

khối lượng pha tĩnh khoảng 25 - 50 lần tùy vào mức độ phức tạp của các thành phần 

có trong mẫu thử. Cài đặt chương trình pha động đã được thăm dò trước và tiến hành 

triển khai. Quá trình phân tách được theo dõi bởi đầu dò Quadtec UV-Vis.  
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Điều kiện cột MPLC-(EA-5, EA-16 và Bu): 

Cột sắc ký: 2,5 × 50 cm (đường kính × chiều dài), rửa sạch, sấy khô 

Pha tĩnh: 170 g silica gel C18 (40 × 63 μm) 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % 

Mẫu: Phân đoạn EA-5 (2,4 g); EA-16 (1,2 g); cao Bu (10 g). Nạp mẫu 1 - 2,5 g. 

Chương trình pha động: Isocratic với acetonitril 15 % (EA-5) và gradient với tỉ lệ ở  

          Bảng 2.3 (Bu) và Bảng 2.4 (EA-16). 

Tốc độ dòng: 10 ml/phút 

Thời gian: 240 phút 

Thể tích hứng: 20 ml 

Bước sóng phát hiện: 254 nm và 323 nm  

Bảng 2.3. Điều kiện MPLC-Bu 

Phút  % ACN  % FA 0,1 % 

0 8 92 

4 8 92 

74 15 85 

104 15 85 

194 30 70 

224 30 70 

240 100 0 
 

Bảng 2.4. Điều kiện MPLC-EA-16 

Phút  % ACN  % FA 0,1 % 

0 15 85 

30 15 85 

70 25 75 

120 25 75 

180 30 70 

230 30 70 

240 100 0 
 

Cột semi-prep. HPLC: Các dẫn xuất acid caffeoylquinic có nhiều đồng phân, 

do vậy thường không tách trên sắc ký cột cổ điển với silica gel pha thuận, trên HPLC 

chúng thường có các đỉnh gần nhau (xem Hình 3.1.). Do vậy, kỹ thuật semi-prep. 

HPLC thích hợp để phân tách các hợp chất này. Kỹ thuật này được áp dụng để phân 

lập các hợp chất trong các phân đoạn Bu-2, Bu-3, Bu-5 và Bu-9.  

Điều kiện cột Semi-prep. HPLC-(Bu-2, Bu-3, Bu-5, Bu-9): 

Cột sắc ký: Sunfire Prep C18 (10 × 150 mm; 5 µm) cho Bu-2, Bu-3, Bu-5;   

                    Phenomenex Luna C18 (10 × 250 mm; 5 µm) cho Bu-9. 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % (Bu-2, Bu-3, Bu-5); 

        Methanol - acid formic 0,1 % (Bu-9). 

Mẫu: Bu-2 (100 mg), Bu-3 (250 mg), Bu-5 (83,5 mg), Bu-9 (44 mg); Hòa tan mẫu  

          trong methanol (50 mg/ml). 

Tiêm mẫu: 200 μl. 

Tốc độ dòng: 3 ml/phút. 

Bước sóng phát hiện: 323 nm 



44 

 

 

Chương trình pha động: Gradient ACN từ 8 - 30 % trong 25 phút (Bu-5) và điều kiện 

cho Bu-2, Bu-3, Bu-9 xem ở Bảng 2.5, Bảng 2.6, Bảng 2.7. 

Bảng 2.5. Điều kiện semi-prep.HPLC-Bu-2 

Phút  % ACN  % FA 0,1 % 

0 8 92 

10 12 88 

13 12 88 

15 30 70 

20 8 70 

25 8 0 
 

Bảng 2.6. Điều kiện semi-prep.HPLC-Bu-3 

Phút  % ACN  % FA 0,1 % 

0 8 92 

5 10 90 

10 12 88 

15 12 88 

16 12,5 87,5 

21 14 86 

25 8 92 

30 8 92 
 

Bảng 2.7. Điều kiện semi-prep.HPLC-Bu-9 

Phút  % MeOH  % FA 0,1 % 

0 30 70 

15 30 70 

20 33 67 

57 35 65 

60 35 65 

61 37 63 

62 100 0 

72 100 0 
 

Cột sephadex: Hạt Sephadex LH-20 được ngâm trương nở trong dung môi đã 

chọn rồi nhồi vào cột sắc ký. Pha động triển khai là dung môi đơn hoặc hỗn hợp dung 

môi. Mẫu được hòa trong lượng tối thiểu với pha động và nạp mẫu. Triển khai sắc ký 

bằng pha động theo isocratic. Áp dụng đối với các phân đoạn EA-6, EA-10 và EA-10.2. 

Điều kiện cột Sephadex-(EA-6, EA-10, EA-10.2): 

Cột sắc ký: 2,5× 60 cm (đường kính × chiều dài) 

Pha tĩnh: Sephadex LH - 20 

Pha động: Methanol  

Mẫu: 100 mg, hòa tan mẫu trong 1 ml methanol, lọc qua màng lọc 0,45 µm 

Phân tích: SKLM với hệ dung môi CHCl3 - EtOAc - FA (2 : 8 : 0,2)  

Phát hiện: UV254 và UV365, thuốc thử FeCl3 5 %/EtOH 

 Kết tinh phân đoạn: Các phân đoạn có chứa một chất có hàm lượng lớn sẽ được 

cô thu hồi dung môi đến cắn, hoà tan cắn trong lượng vừa đủ dung môi kết tinh 

(methanol, ethyl acetat hoặc hỗn hợp dung môi), lọc qua phễu thuỷ tinh xốp. Dịch lọc 

được làm lạnh và cho bay hơi dung môi tự nhiên, lọc và rửa tinh thể bằng dung môi 

lạnh thích hợp.  
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 Kiểm tra độ tinh khiết:  

- SKLM: Các chất tinh khiết được kiểm tra trên SKLM với 3 hệ dung môi khác nhau 

sao cho Rf của vết phân tích ở 3 khoảng giá trị (0,3; 0,5 và 0,8), phát hiện bằng UV254, 

UV365, TT. FeCl3 10 %/MeOH và TT. vanilin-sulfuric. Nếu kết quả phân tích chỉ cho 

1 vết trên sắc ký đồ thì được xem là tinh khiết SKLM.  

- HPLC-PDA: Các chất được pha trong methanol tinh khiết (1.000 ppm) được phân 

tích trên HPLC ở điều kiện thích hợp với tỉ lệ dung môi methanol hoặc acetonitril 

tăng dần đến 100 % và chất phân tích được rửa giải ở thời gian lưu khoảng 1/3 tổng 

thời gian phân tích; phát hiện ở chế độ maxplot. Sử dụng công cụ tính tích phân tự 

động để tính hàm lượng % của chất phân tích dựa vào phần trăm diện tích đỉnh và 

các đỉnh này phải đạt độ tinh khiết pic (giá trị purity angle nhỏ hơn purity thresold). 

c. Chiết xuất, phân lập chất đối chiếu (CĐC) 

Sau khi phân lập các hợp chất tinh khiết ở Mục 3.1.1, dựa vào các quy trình 

phân lập các chất đã thực hiện bằng các kỹ thuật sắc ký để lựa chọn nguyên liệu và 

đưa ra quy trình phù hợp và ổn định để chiết xuất, phân lập các CĐC với khối lượng 

trên 500 mg và độ tinh khiết HPLC trên 95 %.  

2.6.1.2. Xác định cấu trúc 

Chất tinh khiết được phân tích bằng phương pháp phổ khối (MS), HPLC-PDA, 

NMR, so sánh đối chiếu với các dữ liệu về phổ NMR, MS của các chất tương tự đã 

công bố trong tài liệu. 

Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) được đo trên máy BRUKER-AV-500, tại 

Viện hóa học thuộc Trung tâm Khoa học công nghệ Việt nam - Hà nội. Mẫu được 

hòa tan trong CD3OD hoặc CD3SOCD3 với TMS là chất chuẩn nội. Phổ proton (1H-

NMR) được đo ở 500 MHz, phổ carbon (13C-NMR) được đo ở 125 MHz. Độ dịch 

chuyển hóa học được tính theo thang ppm (δTMS = 0) với chuẩn là tín hiệu của TMS. 

Các hằng số ghép (J) tính bằng Hertz (Hz). 

2.6.2. Nghiên cứu phương pháp kiểm nghiệm 

2.6.2.1. Thiết lập chất đối chiếu (CĐC)  

Lựa chọn các hợp chất chính có tác dụng sinh học và đã xác định cấu trúc, có 

khối lượng khoảng 500 mg với độ tinh khiết HPLC ≥ 95%, quy trình phân lập ổn định 

để thiết lập CĐC. Các bước thực hiện theo hướng dẫn của tài liệu do ASEAN  ấn bản 
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về quy trình thiết lập CĐC 154,155. Các bước tiến hành như sau: 

a. Xây dựng phương pháp đánh giá nguyên liệu thiết lập CĐC: Mỗi CĐC 

được xây dựng quy trình định lượng hàm lượng phần trăm so với chuẩn gốc hay 

chuẩn sơ cấp của Phytolab - Đức bằng phương pháp HPLC-PDA với các điều kiện 

phân tích tương ứng với từng mẫu. Quy trình được khảo sát tính phù hợp của hệ thống 

và được đánh giá độ đúng và độ chính xác theo đúng yêu cầu của quy trình phân tích 

định lượng bằng HPLC theo hướng dẫn của ICH 156. 

b. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng đánh giá nguyên liệu thiết lập CĐC: Các 

chỉ tiêu và phương pháp thử bao gồm: Tính chất, định tính (phổ UV, IR, MS, NMR), 

định lượng bằng phương pháp HPLC-PDA đã xây dựng.  

c. Đóng gói và đánh giá đồng nhất lô: 

 Đóng gói: CĐC được đóng trong lọ thủy tinh nâu, khối lượng đóng mỗi lọ là 10 

mg và thực hiện trong Glove-box (khí nitơ 99,99 %, độ ẩm tương đối 40 %).  

Đánh giá đồng nhất lô: Tổng số lọ cần đánh giá (√𝑁 + 1, N là số lọ đóng). Mỗi 

lọ được phân tích hàm lượng % hai lần theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.1.1, 

lấy kết quả trung bình. Các lọ được xem là đồng nhất lô nếu có giá trị Ftn < Flt khi 

phân tích bằng thống kê ANOVA một yếu tố. Sau khi đóng, các ống đối chiếu được 

bảo quản ở nhiệt độ ổn định từ 2 - 8 oC. 

Đánh giá độ đồng nhất liên phòng thí nghiệm: Sau khi lô CĐC đạt yêu cầu về 

tính đồng nhất, chất đối chiếu được tiếp tục đánh giá đồng nhất tại hai phòng thí 

nghiệm (PTN) đạt GLP hoặc ISO 17025. 

Mỗi PTN nhận 6 lọ CĐC được lấy ngẫu nhiên cùng bộ hồ sơ (các dữ liệu phổ 

học, quy trình phân tích) để tiến hành phân tích. Mỗi lọ CĐC được phân tích hai lần 

trên cùng quy trình, lấy kết quả trung bình. 

e. Xác định giá trị ấn định - Giá trị công bố:  

Giá trị ấn định: Được xác định từ 12 kết quả của 2 PTN tham gia đánh giá. Xử 

lý thống kê theo hướng dẫn của ISO 13528 157, các bước tiến hành như sau:  

- Sắp xếp kết quả định lượng theo thứ tự tăng dần: x1, x2,..., xn. 

- Gọi giá trị trung bình (robust average) và độ lệch chuẩn (robust standard deviation) 

của các kết quả này lần lượt là x*và s*. Tính giá trị khởi điểm của x*và s*.  
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- Chu kỳ tính các giá trị mới của x*và s* được tính lặp lại đến khi các giá trị này 

không đổi ở số thứ ba sau dấu phẩy. Chọn x*và s*cuối cùng là giá trị ấn định 

và độ lệch chuẩn của giá trị ấn định. 

- Độ không đảm bảo đo µx của giá trị ấn định được tính theo: 
n

s
x

*

25,1 =  

Giá trị công bố: Được tính trên các số liệu sau khi loại các giá trị có 2z . 

2.6.2.2. Xây dựng quy trình định lượng 

➢ Xây dựng 3 quy trình định lượng tùy vào đối tượng nghiên cứu: 

Lá khô Actisô: Định lượng đồng thời 3 polyphenol gồm acid chlorogenic (AC), cynarosid 

(CR), scolymosid (SCO) bằng HPLC-PDA phục vụ cho tiêu chuẩn hóa dược liệu. 

Cao khô Actisô:  

- Định lượng đồng thời 4 polyphenol (AC, CY, CR và SCO) bằng HPLC-PDA 

phục vụ cho tiêu chuẩn hóa cao chiết, bán thành phẩm và thành phẩm. 

- Định lượng đồng thời 12 polyphenol bằng UPLC-PDA phục vụ cho nghiên cứu 

so sánh thành phần hóa học trong các cao chiết của các BPD (lá, gân, thân, rễ, 

hoa) của cây Actisô và so sánh các chế phẩm từ cao Actisô trên thị trường. 

➢ Phương pháp xử lý nguyên liệu:  

Lá khô: Lá tươi của 2 giống tím và xanh được rửa sạch, phơi âm can, xay nhỏ, rây 

qua 2 cỡ rây 0,3 mm và 0,125 mm, lấy phần bột nằm trên rây 0,125 mm. Trong đó, 

giống lá xanh được dùng làm nguyên liệu để xây dựng quy trình định lượng. 

Cao khô BV: Cao chiết nước của lá Actisô tươi được sấy phun sương do công ty Cổ 

phần BV pharma cung cấp, đạt tiêu chuẩn cơ sở. 

➢ Các bước xây dựng quy trình định lượng như sau: 

a. Khảo sát điều kiện sắc ký (HPLC/UPLC): Khảo sát bước sóng phát hiện, 

pha động (MeOH/ACN, các loại acid gồm acid formic - FA, acid acetic - AA, acid 

trifluoroacetic - TFA và tỉ lệ % của dung môi và acid), nhiệt độ cột, tốc độ dòng và 

chương trình triển khai sắc ký sao cho pic cần định lượng đạt yêu cầu về các thông 

số sắc ký (độ tinh khiết pic, hệ số kéo đuôi và độ phân giải). 

b. Khảo sát quy trình chuẩn bị mẫu thử (chiết xuất dược liệu/ hòa tan cao chiết): 

Khảo sát dung môi, nhiệt độ (trong bếp cách thủy), thời gian, số lần chiết xuất dược 
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liệu hoặc hòa tan cao chiết để thu được các chất cần định lượng có hàm lượng cao 

nhất (so sánh diện tích đỉnh ở cùng điều kiện phân tích).  

c. Đánh giá quy trình định lượng: Quy trình định lượng đã khảo sát sẽ được 

đánh giá theo hướng dẫn của ICH 158 bao gồm: Tính phù hợp hệ thống, tính chọn lọc, 

khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ), độ lặp lại 

trong ngày, độ chính xác trung gian và độ đúng. 

- Khảo sát tính phù hợp hệ thống: Thực hiện bằng cách chạy lặp lại 6 lần cho 1 

mẫu chuẩn và 1 mẫu thử theo các điều kiện đã xác định. Tính phù hợp hệ thống đạt 

yêu cầu khi các pic cần định lượng có giá trị RSD % của thời gian lưu (Rt) và diện 

tích pic (S) nhỏ hơn 2 %; hệ số đối xứng hay hệ số kéo đuôi (As) từ 0,8 - 1,5; độ phân 

giải (Rs) của pic cần định lượng so với pic tạp (liền trước và liền sau) lớn hơn 1,5.  

- Khảo sát độ đặc hiệu hay tính chọn lọc: Phân tích 4 dung dịch (mẫu trắng, mẫu 

thử, mẫu chuẩn và mẫu thử thêm chuẩn) với điều kiện đã khảo sát, quan sát và so sánh 

thời gian lưu, phổ UV và pic của các chất cần định lượng. Phương pháp đạt yêu cầu 

khi thời gian lưu và phổ UV của thành phần cần định lượng trong mẫu thử và mẫu 

đối chiếu phải tương đương nhau, đồng thời mẫu trắng không xuất hiện pic nào trùng 

với đỉnh của thành phần cần định lượng. Khi thêm 1 lượng chất đối chiếu vào mẫu 

thử, diện tích pic của hợp chất cần định lượng phải tăng lên so với trước khi thêm 

chất đối chiếu và pic của chất cần định lượng không có thành phần nào khác khi sử 

dụng chức năng kiểm tra độ tinh khiết pic. 

- Khảo sát khoảng tuyến tính: Các chất đối chiếu ban đầu được cân 10 mg cho 

vào bình định mức 10 ml, thêm dung môi thích hợp hòa tan hoàn toàn và điền đến 

vạch, thu được dung dịch chuẩn gốc có nồng độ 1 mg/ml. Sau đó, dung dịch này được 

pha thành 6 - 8 giai mẫu có nồng độ giảm dần (nồng độ dự kiến ban đầu là 500; 200; 

100; 50; 25; 10; 5 μg/ml). Tiến hành triển khai trên HPLC 2 lần cho mỗi dung dịch 

chuẩn với điều kiện sắc ký đã khảo sát. Xác định sự tương quan giữa nồng độ và diện 

tích đỉnh của các dung dịch bằng phần mềm Excel và biện luận sự tương quan để đưa 

ra phương trình hồi qui tuyến tính. 

- Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ): Đối với LOD, pha 

loãng dung dịch hỗn hợp chuẩn và phân tích HPLC/UPLC đến khi tín hiệu của chất 

định phân tích trên sắc ký đồ thu được có tỉ lệ S/N (tín hiệu/nhiễu) = 2H/h đạt khoảng 
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từ 2 - 3, trong đó H là chiều cao pic định phân tích, h là chiều cao tín hiệu nhiễu nền 

lớn nhất. Nồng độ xác định được là giới hạn phát hiện (LOD) của phương pháp ứng 

với từng chất định phân tích. Đối với LOQ, giới hạn định lượng của phương pháp 

được xác định dựa trên giới hạn phát hiện theo công thức (LOQ = 3,3 × LOD). 

- Khảo sát độ lặp lại và độ chính xác trung gian: Thực hiện định lượng trên 6 

mẫu thử khác nhau trong cùng một ngày phân tích (độ lặp lại) và 6 mẫu thử khác 

nhau thực hiện trong 2 ngày (độ chính xác trung gian), tính giá trị RSD % của 6 mẫu 

thử (độ lặp lại) và 12 mẫu (độ chính xác trung gian).  

- Khảo sát độ đúng hay độ phục hồi: Xác định hàm lượng các chất cần định 

lượng trong mẫu thử. Sau đó thêm chuẩn vào mẫu định lượng. Lượng chuẩn thêm 

vào ở 3 mức phần trăm hàm lượng khác nhau so với nồng độ định lượng, thực hiện 3 

lần cho mỗi nồng độ. Các mẫu được xử lý và phân tích theo điều kiện sắc ký đã chọn. 

Từ đó xác định tỉ lệ phục hồi Y được tính theo công thức: 

 
 
 

100=
a

r

X

X
Y  

Trong đó:   Xr: Lượng tìm thấy. 

                    Xa: Lượng thêm vào. 

2.6.2.3. Một số ứng dụng của quy trình định lượng  

Quy trình định lượng được ứng dụng trong nghiên cứu động thái tích lũy hoạt chất 

theo thời gian thu hái trong năm và kiểm nghiệm hàm lượng của các polyphenol chính 

trong các chế phẩm trà túi lọc Actisô hay các viên uống bào chế hiện đại (bao phim, 

bao đường, viên nang,…) được thu thập trên thị trường trong và ngoài nước. Bên 

cạnh đó quy trình cũng ứng dụng để kiểm tra chất lượng dược liệu, bán thành phẩm 

(cao chiết Actisô) và thành phẩm (viên bao phim Actisô) là các sản phẩm nghiên cứu 

của đề tài cũng như đề xuất các tiêu chuẩn kiểm nghiệm cho DĐVN VI. 

a. Nghiên cứu động thái tích lũy hoạt chất acid chlorogenic theo từng thời gian 

thu hái và hàm lượng cynarin trong các cao chiết tương ứng: Định lượng acid 

chlorogenic trong lá khô Actisô theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.1. Bên cạnh 

đó, lá tươi được chiết xuất với nước thành cao đặc theo quy trình ở Mục 3.4.2, sau đó 

định lượng cynarin theo quy trình định lượng cao Actisô (Mục 3.2.2.2). 

b. So sánh hàm lượng hoạt chất trong các cao chiết từ các BPD khác nhau (lá, 

gân lá, thân, rễ, hoa) của 2 giống Actisô: Các BPD của 2 giống Actisô được rửa 
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sạch, phơi khô; riêng với lá Actisô được chiết xuất ở 2 dạng (lá tươi và khô). Sau đó 

chiết xuất với nước ở 100 oC (đối với cao nước); chiết siêu âm với ethanol ở 80 oC 

(đối với cao EtOH 40 % và 96 %). Chiết 2 lần (60 phút và 30 phút), thu dịch chiết và 

dịch ép bã sau mỗi lần chiết, cô thu hồi dung môi dưới áp suất giảm đối với dịch chiết 

cồn và đông khô đối với dịch chiết nước thu được các cao chiết tương ứng. Các cao 

chiết được xác định hàm ẩm và bảo quản mẫu ở -18 oC (Thông tin độ ẩm, khối lượng 

và hiệu suất của cao chiết được trình bày ở Phụ lục 56). Các cao chiết này được dùng 

để định lượng 12 thành phần polyphenol theo quy trình định lượng cao Actisô (Mục 

3.2.3) và thử nghiệm hoạt tính chống oxy hóa theo quy trình ở Mục 3.3.2. 

Định lượng hàm lượng các polyphenol chính trong các cao chiết theo quy trình 

đã xây dựng. Tính toán kết quả bằng phần mềm Excel. Các số liệu được hiển thị bằng 

trị số trung bình ± SD và được phân tích thống kê bằng phương pháp One-Way 

ANOVA và phép kiểm định Tukey bằng phần mềm Minitab 19. Sự khác biệt giữa 

các giá trị trung bình được xem là có ý nghĩa thống kê khi p < 0,05 với độ tin cậy 95 

%. Kết quả được trình bày ở dạng biểu đồ cột (dùng Excel) hoặc biểu đồ Heatmap. 

Ứng dụng mô hình phân tích đa biến bằng phương pháp bình phương tối thiểu từng 

phần PLS-DA (partial least-squares discriminant analysis) để phân tích sự khác biệt 

giữa cao nước và cao cồn đồng thời phân tích dự đoán điểm quan trọng của biến - 

VIP scores (Variable importance in projection scores) và hệ số tương quan Pearson 

(r) bằng phần mềm online MetaboAnalyst 5.0.  

c. Định lượng các chế phẩm trà túi lọc Actisô: Do một số chế phẩm còn có các 

thành phần dược liệu khác ngoài Actisô (xem thành phần chế phẩm ở Phụ lục 52). Tất 

cả các chế phẩm được xác định độ ẩm và cân 100 mg đối với các loại trà có thành 

phần 100 % Actisô (lá, hoa, rễ, thân); đối với các loại trà có thêm các dược liệu khác 

sẽ được cân trên 100 mg tùy theo tỉ lệ % Actisô có trong chế phẩm (đã trừ khối lượng 

các thành phần khác) để đảm bảo khối lượng cân tương ứng 100 mg dược liệu Actisô 

đồng đều giữa các loại trà khi định lượng. Sau đó, các chế phẩm được chiết xuất theo 

quy trình định lượng lá khô Actisô (Mục 3.2.2.1). 

d. Định lượng các chế phẩm viên uống Actisô: Các chế phẩm được lựa chọn để 

đánh giá có chứa cao Actisô (hạn chế có thêm các cao chiết dược liệu khác) (Phụ lục 

53). Các chế phẩm được nghiền mịn, đồng nhất, xác định độ ẩm và cân một lượng 
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tương ứng với 20 mg cao Actisô tuỳ theo hàm lượng cao Actisô ghi trên nhãn của 

mỗi chế phẩm (đã trừ khối lượng của tá dược) để đảm bảo lượng cân tương ứng 20 

mg cao Actisô đồng đều giữa các chế phẩm khi định lượng. Sau đó quy trình định 

lượng cao Actisô bằng HPLC hoặc UPLC-PDA được áp dụng để định lượng chế phẩm.  

e. Công thức tính hàm lượng của các polyphenol định lượng trong mẫu thử (lá 

khô, cao khô và chế phẩm):  

100
)1(


−

= p
hm

k
Cc

Sc

St
X  

Trong đó:  X :  Hàm lượng của chất định lượng có trong mẫu thử (%) 

  Sc:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu chuẩn (μV × s) 

  St:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu thử (μV × s) 

Cc:  Nồng độ lý thuyết của mẫu chuẩn (mg/ml) 

  k:  Độ pha loãng của mẫu đo (ml) 

  m:  Khối lượng mẫu thử (dược liệu/ cao chiết/ chế phẩm) (mg) 

  h : Độ ẩm của mẫu thử 

  p : Độ tinh khiết của chất chuẩn hoặc CĐC (%) 

2.6.3. Nghiên cứu hoạt tính chống oxy hóa (HTCO)  

2.6.3.1. Phương pháp chuẩn bị mẫu thử 

Chuẩn bị cao chiết mẫu thử: Các chất tinh khiết và chất đối chiếu (acid 

ascorbic và silymarin) được hòa tan trong methanol. Các bộ phận dùng khác nhau của 

2 giống Actisô được chiết xuất theo Mục 2.2.2.3b. 

Khảo sát độ hòa tan của các cao chiết dùng thử nghiệm sinh học: Dung môi 

hòa tan mẫu được thăm dò tỷ lệ các thành phần gồm DMSO, nước và MeOH để hòa 

tan các cao chiết dùng trong thử nghiệm khảo sát hoạt tính chống oxy hóa. Kết quả 

nhận thấy hỗn hợp dung môi hòa tan tốt nhất (có hỗ trợ siêu âm) cho tất cả các cao 

chiết là: 20 % DMSO, 60 % H2O và 20 % MeOH. 

2.6.3.2. Phương pháp thử nghiệm HTCO 

➢ Khảo sát hoạt tính thu dọn gốc tự do bằng thử nghiệm DPPH:  

Nguyên tắc: DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) là một gốc tự do có bước 

sóng cực đại λmax = 517 nm và có màu tím. Các chất chống oxy hóa sẽ trung hòa gốc 

tự do DPPH bằng cách cho hydro, làm giảm độ hấp thụ tại bước sóng cực đại và màu 
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của dung dịch chuyển từ tím sang vàng.  

Cách tiến hành: Mô hình thử nghiệm được thực hiện bởi Kulisic và cộng sự 

(2004), bổ sung bởi Obeid và cộng sự (2005) 159. Quy trình này đã được đánh giá lại 

về bước sóng hấp thu cực đại, nồng độ của DPPH, động học phản ứng, tính tương 

thích hệ thống, và độ lặp lại bởi Huỳnh Anh Duy (Luận văn Thạc sĩ Dược học - 2014) 

được thực hiện ở cùng điều kiện thí nghiệm (nơi thực hiện và trang thiết bị) với nghiên 

cứu này 160. Do đó, quy trình áp dụng ở điều kiện tương tự gồm nồng độ DPPH là 

0,08 mM, bước sóng phát hiện là 517 nm, thời gian đo độ hấp thụ là 30 phút sau khi 

phản ứng. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần và lấy giá trị trung bình ± SD. Acid ascorbic 

và silymarin được sử dụng làm chất đối chiếu.  

➢ Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa ex vivo bằng phương pháp MDA 161 

Nguyên tắc: MDA (Malonyl dialdehyd) là chất được sinh ra trong quá trình 

peroxy hóa lipid màng tế bào, khi phản ứng với thuốc thử acid thiobarbituric (TBA) 

tạo ra phức hợp trimethin có màu hồng, có hấp thu cực đại (λmax) ở bước sóng 532 

nm. Phản ứng xảy ra ở môi trường pH từ 2-3, nhiệt độ 90-100 oC trong 10-15 phút. 

HTCO của các chất thử nghiệm thể hiện qua việc làm giảm màu của phức hợp này do 

làm giảm lượng MDA có trong mẫu dẫn đến giảm độ hấp thụ ở bước sóng 532 nm. 161  

Cách tiến hành: Nghiền đồng thể gan chuột sinh lý trong dung dịch KCl 1,15% 

(tỉ lệ 1 g/10 ml) ở nhiệt độ 0 - 5 oC. Dùng 50 µl mẫu thử ở các nồng độ khác nhau 

phản ứng với 250 µl dịch đồng thể gan. Thêm đệm phosphat (pH = 7,4) vừa đủ 1 ml, 

ủ hỗn hợp phản ứng 60 phút ở 37 oC và dừng phản ứng bằng 500 µl acid trichloroacetic 

(TCA) 10 %. Sau khi ly tâm (3.000 vòng/10 phút), lấy 500 µl dịch phía trên cho phản 

ứng với 500 µl acid thiobarbituric 0,8 % ở 100 oC trong 15 phút. Làm lạnh và đo độ 

hấp thụ ở bước sóng 532 nm. Sử dụng đĩa 96 giếng và đo độ hấp thụ bằng máy Elisa. 

Thực hiện 2 lần, lấy giá trị trung bình ± SD. Silymarin được dùng làm chất đối chiếu.  

Hoạt tính chống oxy hóa (% HTCO) của 2 phương pháp được tính theo công 

thức:  % HTCO =  [(ODchứng - ODthử)/(ODchứng - ODtrắng] × 100. Trong đó: OD: Optical 

density (Độ hấp thụ). Thông qua phương trình hồi quy, xác định IC50 của mẫu thử. 

Khảo sát khoảng tuyến tính của HTCO: Các mẫu nghiên cứu được tiến hành 

thử nghiệm với các nồng độ khác nhau. Sau khi thêm các thành phần phản ứng, nồng 
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độ khảo sát dự kiến đối với mẫu cao chiết (2,5 - 250 µg/ml); đối với mẫu chất tinh 

khiết và đối chiếu (0,25 - 100 µg/ml). Tiếp tục thử ở các nồng độ khác để tìm được 

khoảng nồng độ tuyến tính với hoạt tính chống oxy hóa trên từng mẫu. 

Xác định IC50: Dựa vào nồng độ giai mẫu của mẫu thử đã pha và % HTCO tính 

toán được, lập phương trình hồi quy y = ax + b thể hiện mối tương quan giữa % 

HTCO (y) và nồng độ (x). Từ đó, xác định IC50 bằng cách thế y = 50 vào phương 

trình hồi quy. Mẫu thử nếu có nồng độ IC50 càng thấp tức là có HTCO càng mạnh. 

Đánh giá kết quả: Các số liệu được hiển thị bằng trị số trung bình ± SD và được 

phân tích thống kê bằng phương pháp One-Way ANOVA và phép kiểm định Tukey 

bằng phần mềm Minitab 19. Sự khác biệt giữa các giá trị trung bình được xem là có 

ý nghĩa thống kê khi p < 0,05 với độ tin cậy 95 %. 

2.6.4. Nghiên cứu chiết xuất cao chuẩn hóa 

2.6.4.1. Xây dựng TCCS cho nguyên liệu lá Actisô 

Kiểm tra nguyên liệu lá Actisô theo tiêu chuẩn của DĐVN V. Riêng đối với các 

chỉ tiêu về định tính và định lượng bằng HPLC-PDA được thực hiện theo quy trình 

đã xây dựng ở Mục 3.2.2.1. Trên cơ sở kết quả khảo sát một số mẫu để đưa ra TCCS 

cho nguyên liệu lá Actisô phục vụ cho nghiên cứu và đề xuất “Dự thảo tiêu chuẩn lá 

Actisô cho DĐVN VI”. 

2.6.4.2. Khảo sát phương pháp chiết xuất 

a. Khảo sát nhiệt độ chiết xuất: Dựa theo các nghiên cứu về sự thay đổi hàm 

lượng cynarin và các polyphenol khi chế biến ở các nhiệt độ khác nhau 148,149. Do đó, 

đề tài khảo sát các điều kiện chiết xuất lá Actisô tươi ở một số nhiệt độ tăng dần. Tiến 

hành: 200 g phiến lá Actisô tươi được cắt nhỏ, thêm 500 ml nước sôi, đun trong bếp 

cách thủy ở các nhiệt độ khảo sát (60, 80, 100 oC) trong 45 phút. Lọc dịch chiết và cô 

thành cao đặc. Xác định độ ẩm của cao và tiến hành định lượng acid chlorogenic và 

cynarin trong cao theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.2. 

b. Khảo sát một số phương pháp làm tăng hàm lượng cynarin: 

Quy trình 1: Lá tươi được đun sôi với nước (Quy trình dựa theo các nghiên cứu 

về sự gia tăng hàm lượng cynarin khi chế biến Actisô với nước sôi 148,149). Tiến hành: 
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Dược liệu tươi được rửa sạch, loại bỏ phần gân chính, cắt nhỏ. Cân 200 g dược liệu, 

thêm 500 ml nước, đun sôi 30 phút, lọc dịch chiết và cô thành cao đặc. 

Quy trình 2: Lá tươi được hấp cách thủy (Quy trình dựa theo các nghiên cứu về 

sự gia tăng hàm lượng cynarin khi chế biến Actisô bằng cách hấp 148,149). Tiến hành: 

Cân 200 g phiến lá tươi, hấp cách thủy 30 phút, ép lấy dịch, lọc và cô thành cao đặc.  

Quy trình 3: Lá tươi được ép trước, sau đó đun với nước sôi (Quy trình được 

thực hiện nhằm khảo sát việc giảm thể tích dược liệu để giảm thể tích dung môi sử 

dụng). Tiến hành: Cân 200 g phiến lá tươi được ép để giảm thể tích, thêm 100 ml 

nước vào bã, đun sôi trong 30 phút, lọc và cô thành cao đặc.  

Quy trình 4: Lá tươi được hấp với nước sôi, sau đó chiết với cồn (Quy trình 

được thực hiện ở giai đoạn đầu để gia tăng hàm lượng cynarin, sau đó chiết cồn nhằm 

làm tăng hiệu suất chiết flavonoid và giảm hàm lượng muối có trong lá Actisô). Tiến 

hành: Cân 200 g phiến lá tươi, thêm 50 ml nước sôi và hấp trong 5 phút. Thêm 160 

ml cồn 96 %, đun cách thủy trong 30 phút, lọc dịch chiết, cô thành cao đặc. 

Quy trình 5: Lá tươi hấp với cồn 96 %, sau đó chiết với nước (Quy trình được 

thực hiện dựa vào nghiên cứu trước đây về việc cần phải diệt men trước khi chiết xuất 

lá Actisô để làm tăng hàm lượng cynarin 162). Tiến hành: Cân 200 g phiến lá tươi, 

thêm 50 ml nước cồn 96 % và hấp trong 5 phút. Thêm 160 ml nước sôi, đun cách 

thủy trong 30 phút, lọc dịch chiết, cô thành cao đặc. 

c. Khảo sát thời gian chiết xuất: Thực hiện tương tự như trên ở nhiệt độ đã 

chọn, với thời gian đun khảo sát (30, 45, 60, 90, 120 và 150 phút). 

Tất cả các cao chiết thu được ở trên sẽ được xác định độ ẩm, sau đó tiến hành 

định lượng acid chlorogenic và cynarin theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.2. 

2.6.4.3. Nâng cấp cỡ lô cao chiết lá Actisô (500 kg/mẻ) 

Quy trình chiết xuất: Lá tươi Actisô 1.000 kg, rọc bỏ gân chính thu được 500 

kg phiến lá, rửa sạch (2 lần) với nước, vớt ra và nạp vào lồng chiết. Đưa lồng chiết 

có phiến lá vào trong nồi chiết xuất có áp lực bằng hệ thống ròng rọc, điều khiển bằng 

điện. Thêm 400 lít nước vào nồi, đun sôi ở 100 oC, trong 60 phút. Rút dịch chiết, bã 

được ép và chiết thêm với 200 lít nước đun nóng 100 oC trong 30 phút. Gộp dịch chiết 

của 2 lần, lọc và cô đặc trong thiết bị cô tuần hoàn chân không. Dịch chiết Actisô 
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được bay hơi dung môi trong thiết bị sấy phun sương để thu được cao khô Actisô 

nguyên chất (không độn tá dược).  

Việc chiết xuất và cô chân không thành cao lỏng được thực hiện tại cơ sở sản 

xuất dược liệu CTCP BV Pharma (Lâm Đồng). Cao chiết được sấy phun sương và 

đóng gói tại nhà máy sản xuất đông dược của CTCP BV Pharma (Củ Chi) với điều 

kiện sấy phun như sau: Tốc độ bếp phun 20 vòng/phút; nhiệt độ đầu vào 150-170 oC, 

đầu ra 70 oC; công suất máy (50 lít/giờ). Cao khô sau khi sấy phun được để trong 

phòng lạnh, cân và đóng gói trong túi nhôm, dán nhãn (xem Phụ lục 1); bảo quản ở 

nhiệt độ dưới 25 oC. 

2.6.4.4. Xây dựng TCCS cho cao chiết Actisô 

Kiểm tra cao khô Actisô đã chiết xuất ở các quy mô lớn theo tiêu chuẩn của 

DĐVN V. Riêng đối với các chỉ tiêu về định tính và định lượng bằng HPLC-PDA 

được thực hiện theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.2. Dựa trên kết quả khảo sát 

một số mẫu cao chiết nghiên cứu để đưa ra TCCS cho cao khô Actisô (cao bán thành 

phẩm) của nghiên cứu và đề xuất “Dự thảo tiêu chuẩn cao khô Actisô cho DĐVN VI”. 

Các chỉ tiêu về kim loại nặng, độ nhiễm khuẩn và dư lượng thuốc bảo vệ thực vật được 

gửi mẫu và thực hiện bởi phòng kiểm tra chất lượng thuộc CTCP BV Pharma. 

Kiểm nghiệm tiêu chuẩn cao chiết với các chỉ tiêu: 

-  Mô tả -  Cắn không tan trong nước 

-  Độ tro (tro toàn phần…) -  Kim loại nặng 

-  Định tính CY và AC bằng HPLC-PDA -  Định lượng AC và CY bằng HPLC-PDA 

-  Mất khối lượng do làm khô -  Độ nhiễm khuẩn 

2.6.5. Nghiên cứu bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

2.6.5.1. Xây dựng công thức, quy trình bào chế viên bao phim chứa cao khô Actisô 

qui mô 3000 viên  

a. Nghiên cứu viên bao phim Actisô cỡ lô 450 viên: Căn cứ vào viên đối chiếu 

Chophytol và dựa vào tính chất cao khô Actisô nghiên cứu ở dạng bột sấy phun kém 

bền với nhiệt độ và độ ẩm, có khả năng dính tốt, hàm lượng cao trong viên nghiên 

cứu là 200 mg chiếm khoảng hơn 1/2 khối lượng viên, áp dụng phương pháp dập 

thẳng để bào chế viên nhân. Tiến hành thăm dò các tá dược độn, tá dược dính, tá dược 
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trơn bóng và tá dược rã với cỡ lô 450 viên, khối lượng viên 350 - 360 mg, dập viên 

bằng máy dập viên xoay tròn, chày tròn 10 mm, hai mặt khum. Thực hiện sàng lọc 

và chọn lựa tỷ lệ tá dược tối ưu hóa theo mô hình thực nghiệm Box Wilson. Bào chế 

viên nhân theo công thức và quy trình đã được lựa chọn với cỡ lô 450 viên (thực hiện 

3 lô). Đánh giá tính chất viên của 3 lô về cảm quan, độ cứng, khối lượng, độ mài mòn, 

độ hòa tan làm cơ sở cho việc đánh giá nâng lô qui mô 3.000 viên. 

b. Nâng lô 3.000 viên và kiểm tra chất lượng viên theo tiêu chuẩn khảo sát: 

Tiến hành bào chế 3 lô qui mô 3.000 viên theo quy trình mô tả ở Hình 2.2. Thành 

phần công thức tương tự cỡ lô phòng thí nghiệm (450 viên). Khảo sát các thông số 

trọng yếu và đánh giá chất lượng viên nhân của cỡ lô nâng cấp theo tiêu chuẩn xây 

dựng. Các thông số trọng yếu cần khảo sát đối với viên nhân bằng phương pháp dập 

thẳng gồm thời gian trộn, tính chất của cốm, tính chất của viên. 

Thời gian trộn: Thông số trộn sẽ được khảo sát ở 03 thời điểm, quá trình lấy 

mẫu được thực hiện theo phương pháp ngẫu nhiên, mỗi thời điểm lấy ở 6 vị trí khác 

nhau bên trong thiết bị để có thể đảm bảo được tính đại diện cho mẫu chung. 

Tính chất cốm: Đánh giá độ ẩm, góc nghỉ, tốc độ chảy, chỉ số nén, tỷ số Hausner. 

- Góc nghỉ: Cân m (g) bột cho chảy qua phễu lọc đường kính trong cuống phễu và 

chiều dài cuống phễu lần lượt là 10 mm và 10 cm. Thu được hình nón. Góc nghỉ 

α được tính theo công thức: 

- Tốc độ chảy của khối bột: Trong thử nghiệm tiến hành đo góc nghỉ, tốc độ chảy 

là thời gian để khối lượng bột chảy hết qua phễu.  

Tốc độ chảy = Khối lượng hạt (g) / Thời gian chảy hết khối hạt (s) 

- Chỉ số nén và tỷ số Hausner:  Cân m (g) bột, đổ vào ống đong, đọc thể tích bột trước 

khi gõ (Vo). Gõ ống đong theo chiều thẳng đứng xuống mặt nhẵn đến khi thể tích bột 

không đổi, đọc thể tích (V). Chỉ số nén và tỷ số Hausner được tính theo công thức:  

                             𝐂𝐡ỉ 𝐬ố 𝐧é𝐧 = 𝟏𝟎𝟎 ×
(𝐕𝟎−𝐕)

𝐕𝟎
                 𝐓ỷ 𝐬ố 𝐇𝐚𝐮𝐬𝐧𝐞𝐫 =

𝐕𝟎

𝐕
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h
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Bảng 2.8. Các thông số đánh giá góc nghỉ, chỉ số nén và tỷ số Hausner 

Góc nghỉ (°) Chỉ số nén (CI %) Tỷ số Hausner (HR) Đánh giá 

25 - 30 ≤ 10 1,00 - 1,11 Rất tốt 

31 - 35 11 - 15 1,12 - 1,18 Tốt 

36 - 40 16 - 20 1,19 - 1,25 Khá 

41 - 45 21 - 25 1,26 - 1,34 Trung bình 

46 - 55 26 - 31 1,35 - 1,45 Kém 

56 - 65 32 - 37 1,46 - 1,59 Rất kém 

> 66 > 38 > 1,60 Rất rất kém 

Kiểm tra viên nhân theo tiêu chuẩn DĐVN V: Cảm quan, độ đồng đều khối lượng 

viên (PL-11.2); Độ rã (PL-11.6); Độ hòa tan (PL-11.4). Hàm lượng cynarin và acid 

chlorogenic (theo TCCS). 

Viên nhân lô 3.000 viên đạt yêu cầu sẽ được tiếp tục tiến hành bao phim chống 

ẩm theo qui trình khảo sát và đánh giá tiêu chuẩn viên bao phim chứa 200 mg cao 

Actisô và đề xuất TCCS cho chế phẩm. Việc đề xuất TCCS của chế phẩm được dựa 

vào chuyên luận viên nén trong DĐVN V và dựa trên các kết quả nghiên cứu khi xây 

dựng công thức và kiểm nghiệm sản phẩm gồm: Cảm quan, độ đồng đều khối lượng, 

độ hòa tan, định tính, định lượng. 

2.6.5.2. Nâng cấp cỡ lô 15.000 viên và kiểm tra chất lượng viên theo TCCS 

Tính toán cỡ lô, tiến hành bào chế theo quy trình được tóm tắt ở Hình 2.2: 

- Cân riêng từng nguyên liệu theo công thức pha chế lô. 

- Rây riêng các nguyên liệu qua rây 0,5 mm (magnesi carbonat qua rây 0,25 mm).  

- Trộn bột dập viên: Trộn sơ bộ các bột theo trình tự gồm trộn cao khô Actisô 

với tá dược chống ẩm trước (silicon dioxid), trộn tiếp với tá dược độn (magnesi 

carbonat và MCC 102) rồi cho vào thùng trộn chữ V, trộn tiếp khoảng 7 phút, 

tốc độ 20 - 30 vòng/phút. Lấy bột ra, trộn sơ bộ với tá dược rã (natri 

croscarmellose), trộn tiếp với tá dược trơn (glyceryl behenat) rồi cho hỗn hợp 

vào máy trộn chữ V, tiếp tục trộn trong 3 phút với cùng tốc độ trên. 

Kiểm nghiệm bột dập viên: Lấy mẫu kiểm tra các thông số đặc trưng, kiểm nghiệm 

bán thành phẩm (cảm quản, độ ẩm, tốc độ chảy, góc nghỉ, định tính, định lượng).  

Dập viên: Viên tròn, 2 mặt lồi, đường kính 10 mm, khối lượng trung bình 352 mg. 

Kiểm tra trong quá trình dập viên bao gồm tính chất viên, độ đồng đều khối lượng, 
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độ cứng, độ rã, độ mài mòn và các chỉ tiêu định tính, định lượng, độ hòa tan. Viên 

sau khi dập xong được chứa trong thùng kín với 2 lớp bao PE và chuyển sang phòng 

biệt trữ chờ bao phim.  

Quy trình bao phim: Phân tán toàn bộ tá dược bao phim vivacoat và màu nâu (tan 

trong nước) với lượng cồn nước (1:1) vừa đủ tạo dịch có nồng độ 10 %. Khuấy với 

tốc độ 600 vòng/phút cho tới khi dịch bao đồng nhất thu được dịch bao phim. Kiểm 

tra và điều chỉnh các thông số bao phim như sau:  

- Nhiệt độ gió vào: 55 oC - 60 oC 

- Lưu lượng gió vào: 12 - 16 cm3/giây 

- Nhiệt độ gió ra: 48 oC - 52 oC 

- Lưu lượng gió ra: 10 - 14 cm3/giây 

- Nhiệt độ sản phẩm: 42 oC - 45 oC 

- Áp suất súng phun: 2,5 bar 

- Tốc độ bơm dịch: 7 - 8 vòng/phút 

- Tốc độ nồi bao: 8 vòng/phút 

Tiến hành: Làm nóng viên nhân khoảng 15 phút ở 0 oC, khi đó nhiệt độ viên đạt 

khoảng 42 - 45 oC bắt đầu phun dịch bao. Khi phun hết dịch bao (khối lượng viên 

tăng khoảng 4 %), tiến hành sấy viên 15 phút ở nhiệt độ 55 oC, làm nguội viên ở nhiệt 

độ phòng.  Đựng trong thùng kín với 2 lớp bao PE và chuyển sang phòng biệt trữ.  

Đóng gói cấp 1 – đóng chai: Sản phẩm được đóng trong lọ thủy tinh nâu, 120 

viên/ lọ, nhãn đúng qui chế (xem Phụ lục 1). 

 

Hình 2.2. Sơ đồ qui trình bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

2.6.5.3. Khảo sát độ ổn định của chế phẩm 

Độ ổn định của sản phẩm nghiên cứu được khảo sát ở 2 điều kiện (Bảng 2.9) trong 

khoảng thời gian phù hợp. Đánh giá cảm quan, khối lượng, độ hòa tan, hàm lượng.  

Bảng 2.9. Điều kiện đánh giá độ ổn định của chế phẩm 

Điều kiện Dài hạn Lão hóa cấp tốc 

Nhiệt độ 30 ± 2 oC 40 ± 2 oC 

Độ ẩm 75 ± 5% 75 ± 5% 

Thời điểm lấy mẫu  0, 3, 6, 9, 12 tháng 0, 1, 2, 3, 6 tháng 
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Chương 3. KẾT QUẢ 

3.1. Nghiên cứu thành phần hóa học 

3.1.1. Chiết xuất, phân lập 

3.1.1.1. Chiết xuất 

Lá Actisô được xử lý và chiết xuất theo quy trình ở Mục 2.2.1.1. Cao chiết Cf, 

EA và Bu thu được bằng phương pháp chiết phân bố lỏng - lỏng với dịch chiết lá 

Actisô, quy trình và kết quả được tóm tắt ở Hình 3.1. Kết quả phân tích trên HPLC 

cho thấy pic CY (pic 6) và AC (pic 4) có nhiều ở cao Bu. Cao EA có nhiều thành 

phần polyphenol khác là các dẫn xuất CQA (được xác định do chúng có cùng phổ 

UV với CY và AC). Ngoài ra, cao EA và Bu đã được chứng minh có thành phần chủ 

yếu là các acid phenol có nhiều tác dụng sinh học đáng chú ý 163. Do vậy, 2 cao chiết 

này được dùng để phân lập các hợp chất. Các chất phân lập của luận án được đánh số 

theo trình tự rửa giải trên HPLC tương ứng với cao toàn phần (xem Hình 3.1). 

 

 

 
Hình 3.1. Sơ đồ chiết xuất và SKĐ phân tích cao EA và Bu bằng HPLC-PDA ở 330 nm 

Chú thích: Các đỉnh đánh số từ 1 - 13 là các chất được phân lập của đề tài, xem ở bảng tóm tắt các chất 

phân lập (Mục 3.1.1.2 và 3.1.1.3). Điều kiện HPLC: Xem Mục 3.2.2.2 

Lá tươi Actisô (90 kg) 

Chiết với ethanol - nước (1:1) 

Cao lỏng (5,2 kg) 

CHCl3 (12 lít) 

Cao Cf (60 g) Dịch còn lại 

EtOAc (9 lít) 

Dịch còn lại Cao EA (30 g) 

n-BuOH (15 lít) 

Dịch còn lại Cao Bu (90 g) 
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3.1.1.2. Phân lập các chất từ cao n-butanol (Bu) 

13 hợp chất gồm chất 1-2, 4-12 và 14-15 được phân lập theo quy trình tóm tắt ở Hình 

3.2 và Bảng 3.1. Kết quả phân tích các phân đoạn bằng HPLC-PDA ở Hình 3.3. 

 
Hình 3.2. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ cao Bu 

Chú thích: Các chất được xác định cấu trúc bằng phổ NMR (xem ở Mục 3.1.2) 

Cao Bu (10 g) được hòa trong methanol thu được tủa, tủa này được lọc rửa với 

methanol lạnh thu được hợp chất 14 (133,5 mg); phần dịch còn lại được lọc và cô đến 

cắn, hòa cắn trong lượng tối thiểu nước cất để tiến hành phân lập các hợp chất bằng 

MPLC (điều kiện cột MPLC-Bu ở Mục 2.2.1.1) thu được 10 phân đoạn, ký hiệu (Bu-

1 đến Bu-10). Trong đó, 8 phân đoạn Bu-2 (0,35 g), Bu-3 (0,43 g), Bu-4 (0,45 g), 

Bu-5 (0,083 g), Bu-6 (0,5 g), Bu-7 (0,11 g), Bu-8 (0,06 g) và Bu-9 (2,5 g) được dùng 

để phân lập các hợp chất. 

Phân đoạn Bu-2 (0,35 g) và Bu-3 (0,43 g) được phân tách trên cột sắc ký lỏng 

bán điều chế áp suất cao (điều kiện cột semi-prep. HPLC-Bu-2 và Bu-3 ở Mục 

2.2.1.1) thu được các hợp chất 1 (12,36 mg) và 2 (13,43 mg) từ Bu-2; hợp chất 4 (49,4 

mg) và 5 (21,7 mg) từ Bu-3. Từ phân đoạn Bu-4 (0,45 g) thu được tủa vô định hình, 

tủa này được kết tinh lại trong methanol - nước thu được hợp chất 6 (83,5 mg). Phân 

đoạn Bu-5 (0,083 g) được tinh chế trên cột semi-prep. HPLC (xem điều kiện ở Mục 

2.2.1.1) thu được hợp chất 7 (9,49 mg). Từ phân đoạn Bu-6 (0,5 g) và Bu-7 (0,11 g) 
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thu được tủa màu vàng nhạt; tủa từ Bu-6 được kết tinh lại trong chloroform - methanol 

thu được chất 8 (197,8 mg); lọc rửa tủa từ Bu-7 với methanol lạnh thu được hợp chất 

9 (20 mg). Phân đoạn Bu-8 được cô loại acetonitril và đông khô thu được hợp chất 

10 (50 mg). Phân đoạn Bu-9 (1,5 g) được phân tách tiếp trên cột semi-prep.HPLC 

(điều kiện ở Mục 2.2.1.1) thu được 6 phân đoạn (Bu-9.1 đến Bu-9.6); trong đó phân 

đoạn Bu-9.3, Bu-9.4 và Bu-9.6 được cô loại acetonitril và đông khô thu được các 

hợp chất tương ứng là 11 (63,3 mg), 12 (74,4 mg) và 15 (2,4 mg). 

 

 

 
Hình 3.3. SKĐ các phân đoạn cột MPLC của cao Bu (MPLC-Bu) dùng để phân lập các chất 

Bảng 3.1. Các hợp chất phân lập từ cao Bu 

Nhóm Chất KLa Tên hợp chất  Chất KLa Tên hợp chất 

CQA 

1 12,36 1-CQA  6 83,5 cynarin  

2 13,43 3-CQA  10 50,0 3,4-diCQA 

4 49,4 acid chlorogenic  11 63,3 3,5-diCQA 

5 21,7 4-CQA  12 74,4 1,5-diCQA 

7 9,49 3-feruloylquinic     

Flavonoid 8 197,8 scolymosid  15 2,4 apigenin-7-rutinosid 

9 20,0 cynarosid     

Acid hữu  cơ 14 133,5 acid succinic     

aKL: Khối lượng (mg). Các pic đánh số 1 - 12 là các hợp chất phân lập, thứ tự đánh số dựa vào thứ tự rửa giải 

so với cao Bu và cao toàn phần. Các chất có hàm lượng thấp không xuất hiện pic trên SKĐ được đánh số theo 

trình tự phân lập và nối tiếp với các chất đã phân lập. Các chất được xác định cấu trúc bằng phổ NMR (xem 

ở Mục 3.1.2). 
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3.1.1.3. Phân lập các chất từ cao ethyl acetat (EA) 

10 hợp chất gồm chất 3, 8-10, 13, 16-20 được phân lập theo quy trình tóm tắt ở Hình 

3.4 và Bảng 3.2. Kết quả phân tích các phân đoạn bằng HPLC-PDA ở Hình 3.4. 

 

Hình 3.4. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ cao EA 

Chú thích: Các chất được xác định cấu trúc bằng phổ NMR (xem ở Mục 3.1.2). 

Cao EA (30 g) được phân lập bằng sắc ký cột VLC (điều kiện cột VLC-EA ở 

Mục 2.2.1.1) thu được 16 phân đoạn, ký hiệu (EA-1 đến EA-16). Trong đó, 6 phân 

đoạn EA-2 (1,12 g), EA-3 (0,27 g), EA-4 (0,35 g), EA-5 (2,4 g), EA-6 (0,32 g), EA-

10 (1,1 g), EA-16 (10 g) được dùng để phân lập các hợp chất. Các phân đoạn khác 

không nghiên cứu do có khối lượng ít và có thành phần trùng với cao Bu. 

Phân đoạn EA-2 (1,12 g) được hòa trong methanol và lọc, thu được tủa trắng 

ngà; tủa này được kết tinh lại trong chloroform - methanol thu được hợp chất 16 

(180,7 mg). Phân đoạn EA-3 (0,27 g) được hòa trong methanol, cô thu hồi dung môi 

thu được tủa, rửa tủa với chloroform - methanol lạnh thu được hợp chất 17 (16,7 mg). 

Phân đoạn EA-4 (0,35 g) được kết tinh lại trong methanol thu được hợp chất 19 (13,2 

mg). Phân đoạn EA-5 (2,4 g) được tiếp tục phân tách trên cột MPLC (điều kiện cột 

MPLC-EA-5 ở Mục 2.2.1.1) thu được 3 phân đoạn (EA-5.1 đến EA-5.3); trong đó, 

các phân đoạn EA-5.2 và EA-5.3 được cô loại acetonitril và đông khô thu được các 
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hợp chất tương ứng là 18 (48,6 mg) và 3 (49,9 mg). Phân đoạn EA-6 (0,32 g) được 

phân tách trên cột Sephadex LH-20 (điều kiện cột sephadex-EA-6 ở Mục 2.2.1.1) thu 

được 5 phân đoạn, từ phân đoạn EA-6.3 thu được hợp chất 20 (6,2 mg). Phân đoạn 

EA-10 (1,1 g) được hòa trong methanol thu được tủa màu vàng, tủa này được kết tinh 

lại trong methanol thu được hợp chất 9 (520,3 mg); phần dịch còn lại sau khi lọc lấy 

tủa được cô thu hồi dung môi và tiếp tục phân tách trên cột Sephadex LH-20 (điều 

kiện cột sephadex-EA-10 ở Mục 2.2.1.1) thu được 4 phân đoạn (EA-10.1 đến EA-

10.4); từ phân đoạn EA-10.4 thu được hợp chất 9 (32,0 mg); phân đoạn EA-10.2 (520 

mg) tiếp tục được tinh chế trên cột Sephadex LH-20 thu được hợp chất 8 (225,4 mg). 

Phân đoạn EA-16 (10 g) được dùng một phần (1,2 g) để phân tách tiếp trên cột MPLC 

(điều kiện cột MPLC-EA-16 ở Mục 2.2.1.1) thu được 6 phân đoạn; phân đoạn EA-

16.2 và EA-16.6 được cô loại acetonitril và đông khô thu được các chất tương ứng là 

10 (35,2 mg) và 13 (43,1 mg). 

Bảng 3.2. Các hợp chất phân lập từ cao EA 

Nhóm Chất KLa Tên hợp chất 

CQA 

3 49,9 acid caffeic 

10 35,2 3,4-diCQA 

13 43,1 4,5-diCQA 

Dẫn xuất 

acid benoic 

18 48,6 
aldehyd 

protocatechuic 

19 13,2 
acid 

protocatechuic 

20 6,2 
4-p-hydroxy 

benzaldehyd 

Flavonoid 

8 225,4 scolymosid 

9 552,3 cynarosid 

17 16,7 luteolin 

Sesquiterpen 

lacton 
16 180,7 cynaratriol 

    KLa là khối lượng (mg); CQA: Caffeoyquini acid 

 

Hình 3.5. SKĐ các phân đoạn cột VLC-EA dùng để 

phân lập các chất 

Ghi chú: Các pic đánh số 1 - 13 là các chất được phân lập, thứ tự đánh số dựa vào thứ tự rửa giải so với cao 

EA và cao toàn phần. Các chất có hàm lượng thấp không xuất hiện pic trên SKĐ được đánh số theo trình tự 

phân lập và nối tiếp với chất đã phân lập. Các chất được xác định cấu trúc bằng phổ NMR (xem Mục 3.1.2). 
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Kết quả kiểm tra tinh khiết cho thấy các chất phân lập đều đạt tinh khiết SKLM 

và có độ tinh khiết HPLC-PDA trên 95 % (ngoại trừ 3,4-diCQA và 3,5-diCQA). Do 

vậy, các chất này được dùng để tiến hành đo phổ NMR (xem Bảng 3.3). 

Bảng 3.3. Tổng kết các hợp chất phân lập từ cao EA và Bu 

STT 
Ký hiệu 

hợp chất 
Nhóm KL

a
 Tên hợp chất 

c
 

Tinh khiết  

SKLM HPLC (%) 

1 1 

mono-CQA 

12,36 1-CQA 
b
 + 99,17 

2 2 13,43 3-CQA 
b
 + 97,78 

3 3 49,9 acid caffeic b, h
 + 97,53 

4 4 49,4 acid chlorogenic b + 98,69 

5 5 21,7 4-CQA b + 97,16 

6 7 9,49 3-feruloylquinic b + 99,67 

7 6 

di-CQA 

83,5 cynarin  + 98,60 

8 10 85,2 3,4-diCQA b + 90,47 

9 11 63,3 3,5-diCQA b + 91,22 

10 12 74,4 1,5-diCQA b + 95,99 

11 13 43,1 4,5-diCQA b + 96,39 

12 18 
Dẫn xuất acid 

benzoic 

48,6 aldehyd protocatechuic b + 95,99 

13 19 13,2 acid protocatechuic 
b
 + 97,36 

14 20 6,2 4-p-hydroxy benzaldehyd b + 95,24 

15 8 

Flavonoid 

423,2 scolymosid b, e
 + 99,61 

16 9 572,3 cynarosid h + 97,70 

17 17 16,7 luteolin h + 95,61 

18 15 2,4 apigenin-7-rutinosid 
c
 + 96,47 

19 16 
Sesquiterpen 

lacton 
180,7 cynaratriol c,d

 + - 
d
 

20 14 Acid hữu cơ 133,5 acid succinic + 97,21 

a: Khối lượng (mg);  b: Hợp chất lần đầu tiên được phân lập trong loài Actisô tại Việt Nam. 

c: Các hợp chất đã được xác định bằng phổ NMR (xem Mục 3.1.2) 

d: Không kiểm tra tinh khiết HPLC do kém phân cực và kém nhạy với đầu dò PDA. 

e: Trùng với các chất đã được phân lập năm 2011 164 

3.1.1.4. Phân lập chất đối chiếu 

Acid chlorogenic (AC), cynarin (CY) và cynarosid (CR) là các thành phần 

chính và có tác dụng sinh học đã được chứng minh của lá Actisô. Do đó, các chất này 

sẽ được lựa chọn làm nguyên liệu thiết lập CĐC.  

Cao khô Actisô (Số lô CNC1.1 có hàm lượng CY 2,6 %; AC 2,3 %) đã nghiên 

cứu điều chế ở Mục 3.4.3 được lựa chọn làm nguyên liệu chiết xuất phân lập các chất 
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CĐC (acid chlorogenic, cynarin và cynarosid). Ethanol 20 - 40 % đã được khảo sát 

là dung môi có khả năng hòa tan tốt nhất với hàm lượng hoạt chất cao nhất đối với 

cao khô Actisô (xem Mục 3.2.2.2). Sau khi được hòa tan, cao lỏng Actisô được lọc và 

tiến hành loại tạp bằng cách lắc phân bố lỏng - lỏng (Hình 3.6) và tiếp tục được phân 

lập bằng các kỹ thuật sắc ký như sau:  

Phân lập CĐC cynarosid và phân tách các phân đoạn giàu AC và CY bằng 

sắc ký cột chân không (Cột CĐC.VLC-Bu): 100 g cao n-butanol (độ ẩm 25 %) được 

triển khai trên VLC với cột 7 × 40 cm, khối lượng 600 g silica gel 0,04-0,063 mm, 

pha động ethyl acetat và methanol với lượng methanol tăng dần (xem Bảng 3.4). Kiểm 

tra các phân đoạn trên SKLM, gom các phân đoạn có thành phần giống nhau. Kết quả 

thu được 9 phân đoạn (Bu-1 đến Bu-9). Từ Bu-6 thu được 4,0 g kết tủa màu vàng, 

tủa này được kết tinh lại 2 lần trong methanol thu được cynarosid (2,0 g). Phân đoạn 

Bu-6 sau khi hết tủa được cô thu hồi dung môi. Bu-6 đến Bu-9 là các phân đoạn có 

khối lượng lớn và có nhiều AC và CY nên được làm nguyên liệu để phân lập các hợp 

chất này trên MPLC (xem Hình 3.7). 

Phân lập cynarin và phân tách phân đoạn giàu acid chlorogenic bằng sắc ký 

lỏng áp suất trung bình (CĐC.MPLC-Bu-9): Triển khai phân đoạn Bu-9 (1 g × 24 

lần) trên hệ thống máy MPLC, cột sắc ký 2,5 × 50 cm,  170 g silica gel C18 (0,04 × 

0,063 mm), pha động gồm acetonitril (dung môi B) và acid formic 0,1% (dung môi 

A) với chương trình gradient như sau: 8 % B (4 phút) 8 - 15 % B (70 phút), 15 % B 

(30 phút), 15 - 30 % B (90 phút), 30 % B (30 phút), 30 - 100 % B (15 phút), tổng thời 

gian là 240 phút, tốc độ dòng 10 ml/phút, thể tích hứng 20 ml và bước sóng phát hiện 

323 nm. Kết quả cho thấy có 3 phân đoạn chính (Bu-9.1 đến Bu-9.3) (Hình 3.7), 

trong đó PĐ Bu-9.3 được kiểm tra trên HPLC-PDA có thời gian lưu và phổ UV trùng 

với cynarin chuẩn, gộp tất cả các phân đoạn này của 24 cột, cô thu hồi dung môi, làm 

lạnh, xuất hiện tủa, lọc tủa dưới áp suất giảm thu được cynarin (450 mg) có dạng bột 

vô định hình màu trắng. 

Phân lập acid chlorogenic bằng semi-prep. HPLC (Cột CĐC.Semi-prep.HPLC-

Bu-9.2): Phân đoạn Bu-9.2 của cột MPLC được hòa tan trong nước với nồng độ 35 
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mg/ml sau đó được triển khai nhiều lần (107 lần, mỗi lần 15 phút) trên cột sắc ký lỏng 

bán điều chế áp suất cao với pha động gồm acetonitril (B) và acid formic 0,1% (A) 

với chương trình isocratic tỉ lệ 12 : 88, tốc độ dòng 3 ml/phút, thể tích tiêm mẫu 80 

μl, và bước sóng phát hiện 323 nm. Kết quả cho thấy có 2 pic chính (Hình 3.7) trong 

đó pic 1 có thời gian lưu và phổ UV trùng với acid chlorogenic chuẩn, gộp tất cả các 

lần hứng pic 1 sau nhiều lần triển khai, cô dưới áp suất giảm để loại acetonitril, đông 

khô và thu được acid chlorogenic (1,0  g) và chất 4-CQA (550 mg). Sơ đồ chiết xuất 

phân lập các nguyên liệu CĐC được trình bày ở Hình 3.6. 

 
Hình 3.6. Sơ đồ chiết xuất và phân lập các nguyên liệu CĐC 

Ghi chú: *n: Lặp lại n lần với cùng điều kiện sắc ký (n=2, mỗi cột VLC thực hiện 1-2 ngày; n=24, mỗi cột  

                      MPLC thực hiện 3 giờ; n=107, mỗi cột semi-prep.HPLC thực hiện 15 phút) 

      @Các PĐ giàu CY và AC, có thể dùng phân lập tiếp các hợp chất này bằng MPLC 

   

Hình 3.7. Kết quả phân lập CĐC bằng các kỹ thuật sắc ký 

Ghi chú: AC (acid chlorogenic); CY (cynarin); CR (cynarosid) 

 

Cột CĐC.VLC-Bu 

AC + CY + CR 

Cột CĐC.MPLC-

Bu-9 

Cột CĐC.Semi-

prep.HPLC-Bu-9.2 
Bu-

9.1 

Bu-

9.2 

Bu-

9.3 

4-CQA AC 
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Bảng 3.4. Kết quả phân tách các phân đoạn của cột CĐC.VLC-Bu 

PĐ Hệ dung môi Bình V (lít) P1 (g) P2 (g) P (g) 

1 EA 1 0,5 0,3 0,2 0,5 

2 EA - MeOH - H2O (6:0,5:0,5) 2 0,5 0,5 0,5 1,0 

3 EA - MeOH - H2O (6:0,5:0,5) 3 0,5 1,0 0,8 1,8 

4 EA - MeOH - H2O (6:0,5:0,5) 4 0,5 1,2 0,9 2,1 

5 EA - MeOH - H2O (6:0,5:0,5) 5 - 8 2,0 3,1 2,9 6,0 

6 
EA - MeOH - H2O (5:0,5:0,5) 9 - 16 4,0 27,0 

tủa 

28,0 

tủa 

55,0 

tủa (4 g) EA - MeOH - H2O (2:0,5:0,5) 17 - 24 4,0 

7 EA - MeOH - H2O (2:0,5:0,5) 25 - 27 1,5 6,3 6,7 13,0 

8 EA - MeOH (1:1) 28 - 31 2,0 20,8 18,4 39,2 

9 EA - MeOH (2:8) 32 - 50 9,0 11,0 10,0 21,0 

P1: khối lượng thực tế thu được từ cột VLC 1 

  P2: khối lượng thực tế thu được từ cột VLC 2 

 P: khối lượng thực tế thu được từ 2 cột VLC 

Các nguyên liệu thiết lập CĐC được phân lập gồm acid chlorogenic (1,0 g), 

cynarin (450 mg) và cynarosid (2,0 g) sẽ được thiết lập chuẩn thứ cấp (xem Mục 3.2.1).  

3.1.2. Xác định cấu trúc  

3.1.2.1. Dẫn xuất acid benzoic 

Hợp chất 18, 19 và 20 là dạng bột vô định hình, tan tốt trong methanol, cho phản 

ứng dương tính với thuốc thử FeCl3. 

Phổ UV λmax (MeOH): Hợp chất 18 có 3 đỉnh hấp thu cực đại ở (230,8; 279,2 

và 311,3 nm); hợp chất 19 có 3 đỉnh ở (220,2; 259,1 và 293,5 nm); hợp chất 20 chỉ 

có 1 đỉnh hấp thu cực đại ở 250,8 nm (xem Hình 3.8). 

   
Hình 3.8. Phổ UV của hợp chất 18 - 20 

Phổ ESI-MS (ES–) m/z: Hợp chất 18, 19 và 20 có ion [M-H]– với m/z tương 

ứng là 137,0; 153,0 và 121,1. Do đó, KLPT và CTPT dự đoán của các chất là 138,0 

(C7H6O3, chất 18),  154,0 (C7H6O4, chất 19) và 122,1 (C7H6O2, chất 20) (Phụ lục 9). 

Phổ 13C-NMR: Có 7 tín hiệu cộng hưởng của carbon, trong đó có 1 nhóm 

Chất 19 Chất 18 Chất 20 
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carbonyl acid ở δC 168,4 (C-7) của hợp chất 19 hoặc carbonyl aldehyd ở δC 190,9 - 

197,3 (C-7) của hợp chất 18 và 20. Sáu tín hiệu cộng hưởng còn lại đều tập trung ở 

vùng δC 114,2 - 161,4 đặc trưng của vòng thơm. Riêng hợp chất 20 có 2 tín hiệu 

carbon ở δC 131,4 (C-2 và C-6) và δC 115,0 (C-3 và C-5) có cường độ mạnh gợi ý 

vòng thơm có cấu trúc đối xứng qua trục (Phụ lục 31, Phụ lục 32, Phụ lục 33). 

Phổ 1H-NMR: Hợp chất 18 và 19 có 3 tín hiệu proton tại [δH 7,22 - 7,32 (1H, 

d, 2,0); δH 6,73 - 6,89 (1H, d, 8,0) và δH 7,25 - 7,25 (1H, dd, 8,0; 2,0)] và các proton 

này tương tác với nhau theo hệ ABX chứng tỏ vòng thơm bị thế ở các vị trí 1, 3, 4. 

Hợp chất 20 có 2 cặp tín hiệu proton ở δH 6,80 (2H, d, 8,0) và δH 7,77 (2H, d, 8,0) 

phù hợp với dữ liệu thu được từ phổ 13C-NMR giúp khẳng định cấu trúc đối xứng của 

chất này (Phụ lục 31, Phụ lục 32, Phụ lục 33). 

So sánh dữ liệu phổ (1H-NMR và 13C-NMR) với tài liệu đã công bố, các hợp 

chất 18, 19 và 20 được xác định tương ứng là aldehyd protocatechuic 165; acid 

protocatechuic 165 và 4-hydroxybenzaldehyd 166. Cấu trúc và dữ liệu phổ 1H và 13C-

NMR của các hợp chất được trình bày ở Bảng 3.5 và Bảng 3.6. 

Bảng 3.5. Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của hợp chất 18-20 

Vị 

trí 

Chất 18 a, b 

(aldehyd protocatechuic) 

Chất 19 a, b 

(acid protocatechuic)  

Chất 20 a, b 

(4-hydroxy benzaldehyd) 

δC δH (J) δC δH (J) δC δH (J) 

1 128,6 - 123,9 - 121,9 - 

2 114,2 7,22 d (2,0) 115,1 7,32 d (2,0) 131,4* 6,80 d (8,0) 

3 146,0 - 144,9 - 115,0* 7,77 d (8,0) 

4 152,5 - 149,6 - 161,4 - 

5 115,5 6,89 d (8,0) 117,0 6,73 d (8,0) 115,0* 7,77 d (8,0) 

6 124,5 7,26 dd (8,0; 2,0) 121,5 7,25 dd (8,0; 2,0) 131,4* 6,80 d (8,0) 

7 190,9 - 168,4 - 197,3 - 

δC, H (ppm);   J (Hz);    
a
: 500 MHz;   

b
: Đo trong DMSO-d6;   *carbon đối xứng qua trục; 

Bảng 3.6. Cấu trúc của các dẫn xuất acid benzoic phân lập 18 - 20 

Kí hiệu Tên hợp chất R1 R2 

 

18 Aldehyd protocatechuic OH H 

19 Acid protocatechuic OH OH 

20 4-hydroxy benzaldehyd H H 
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3.1.2.2. Dẫn xuất acid caffeic 

11 hợp chất gồm 1 - 7 và 10 - 13 có dạng bột vô định hình màu trắng tan tốt trong 

methanol, cho phản ứng dương tính với thuốc thử FeCl3. 

Phổ UV λmax (MeOH): Các hợp chất đều có hình dạng phổ UV với 3 đỉnh hấp 

thu cực đại tương tự nhau. Riêng hợp chất 6 (cynarin) có hình dạng vai của phổ UV 

hơi khác hơn so với các hợp chất còn lại (xem Bảng 3.7). 

Bảng 3.7. Đặc điểm phổ UV và MS của chất 1-7 và 10-13 

Nhóm 
Hợp 

chất 

Phổ ESI-MS (ES-) (m/z) UV (MeOH) 

(λmax nm) 
Hình dạng phổ UV 

[M-H]-  Phân mảnh ion 

mono-

CQA 

3 179,6 - - - 135,4 217,9; 240,2; 324,4 

 

 

 

1 353,1 - 191,1 - - 217,9; 242,6; 325,5 

2 353,1 - 191,1 179,1 - 217,5; 242,4; 325,5 

4 353,1 - 191,1 - - 217,7; 242,4; 325,3 

5 353,1 - 191,1 179,1 173,1 217,5; 242,2; 324,5 

7 367,2 - 191,1 179,1 - 218,0; 242,7; 326,9 

di-CQA 

6 515,4 353,2 191,1 179,1 - 216,8; 243,8; 323,1 

10 515,3 353,1 191,1 - 173,1 217,5; 243,6; 325,4 

11 515,1 353,1 191,5 179,5 - 217,9; 242,6; 328,0 

12 515,1 353,1 191,1 - - 216,7; 243,8; 325,6 

13 515,2 353,2 191,1 - 173,1 217,8; 242,4; 325,6 

Phổ ESI-MS (ES–) m/z: Dựa vào đặc điểm phổ UV và đặc tính phân mảnh trên 

phổ ESI-MS (ES–) của các chất (xem Bảng 3.7, Phụ lục 6, Phụ lục 7), so sánh với tài 

liệu 167 có thể dự đoán các chất này là dẫn xuất của acid caffeic và các hợp chất này 

được chia làm 3 nhóm cấu trúc gồm: 

- Nhóm 1 (acid caffeic): Hợp chất 3 có [M-H]–  với m/z 179,1 [caffeoyl – H]–. Do 

đó khối lượng phân tử là 180 với CTPT dự đoán là C9H8O4. 

- Nhóm 2 (acid quinic + 1 acid caffeic): Hợp chất 1, 2, 4, 5 và 7 được dự đoán 

là các mono-CQA do chúng đều có các mảnh ion [M-H]– với m/z = 353,1 và 

các phân mảnh ion đặc trưng gồm m/z = 191,1 [acid quinic – H]–  hay [M – 

caffeoyl – H]–  và m/z 179,1 [caffeoyl – H]–. Do đó, hợp chất 1, 2, 4 và 5 có 

KLPT là 354 phù hợp với CTPT là C16H18O9. Hợp chất 7 có m/z = 367,2 có 

các phân mảnh ion cũng tương tự như hợp chất 1, 2, 4 và 5. Do đó, hợp chất 7 

có KLPT là 367 phù hợp với CTPT là C17H20O9 (xem Phụ lục 6). 

Chất 1 – 5 và 7 

Chất 6 (cynarin) 

Chất 10 - 13 
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- Nhóm 3 (acid quinic + 2 acid caffeic): Hợp chất 6, 10, 11, 12 và 13 đều có 

ion [M-H]- với m/z = 515,1 và các ion đặc trưng gồm m/z = 353,1 [M – caffeoyl 

– H]– cùng các phân mảnh ion tương tự như ở nhóm 2 (Bảng 3.7, Phụ lục 7). 

Do đó các hợp chất này được dự đoán là di-CQA với CTPT phù hợp là C25H24O12. 

Phổ 13C-NMR: Từ Bảng 3.7 cho thấy hợp chất 1 - 7 và 10 - 13 được chia làm 3 nhóm 

cấu trúc như sau:   

- Nhóm 1 (Chất 3): Có 9 tín hiệu carbon của 5 nhóm CH và 4 carbon bậc IV [1 

nhóm carbonyl có δC 165,3 - 168,7 (C-9’); 2 carbon oxymethin vòng thơm ở 

δC 145,1 - 149,5 (C-3’ và C-4’) và 1 tín hiệu còn lại ở δC 125,3 - 127,8 (C-1’)]. 

- Nhóm 2 (Chất 1, 2, 4, 5 và 7): Có 16 tín hiệu carbon gồm 9 tín hiệu tương tự 

với nhóm 1 và 7 tín hiệu khác [1 tín hiệu ở δC 171,1 - 177,1 (C-7) của nhóm 

carbonyl và 6 tín hiệu ở vùng trường cao ở δC 73,1 - 81,2]. Riêng hợp chất 7 

có thêm 1 tín hiệu cường độ mạnh ở δC 51,7 gợi ý là 1 nhóm methoxy.  

- Nhóm 3 (Chất 6 và 10 - 13): Có 25 tín hiệu carbon gồm 16 tín hiệu tương tự 

với nhóm 2, nhiều hơn nhóm hai 9 tín hiệu tương tự nhóm 1. 

Khung acid caffeic của hợp chất 3 và các hợp chất nhóm 2 (1, 2, 4, 5 và 7), nhóm 

3 (6 và 10 - 13) được xác định dựa trên sự xuất hiện của 2 cặp tín hiệu đỉnh đôi của 2 

proton lần lượt ở δH 7,37 - 7,55 (J = 16,0) và 6,11 - 6,28 (J = 16,0) gợi ý là 2 proton 

olefinic H-7’(H-7”) và H-8’(H-8”) có liên hệ trans với nhau của một hoặc 2 nhóm 

acid caffeic. Ngoài ra, 3 tín hiệu proton của vòng thơm tương tác với nhau theo hệ 

ABX [H-2’(H-2”) d (2,0); H-5’(H-5”) d (8,0); H-6’ (H-6”) dd (2,0; 8,0)] chứng tỏ 

vòng thơm có 3 vị trí thế ở 1, 3 và 4. Từ kết quả của phổ MS, phổ NMR (13C, 1H, 

COSY, HMBC), kết hợp với so sánh dữ liệu phổ trong tài liệu 168, hợp chất 3 được 

xác định là acid caffeic 168. Các hợp chất thuộc nhóm 2 và 3 đều có nhóm thế acyl là 

acid caffeic, trong đó nhóm 2 và 3 được dự đoán lần lượt là mono-CQA và di-CQA. 

Hợp chất 7 có thêm 1 tín hiệu của carbon methoxy ở δC 51,7 và 3 proton của nhóm 

OCH3 ở δH 3,56. Kết hợp với các mối tương quan trong phổ HMBC giữa các proton này 

với δC 145,1 (C-5’) có thể xác nhận hợp chất 7 có nhóm thế acyl là acid ferulic. 

Khung acid quinic của các hợp chất nhóm 2 (1, 2, 4, 5, 7) và nhóm 3 (6; 10 - 

13) được xác định dựa trên 7 tín hiệu cộng hưởng trên phổ 13C-NMR [3 oxymethin ở 
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δC 63,9 - 77,0 (C-3, C-4 và C-5); 2 methylen ở δC 33,0 - 40,8 (C-2 và C-6); 1 carbon 

bậc 4 oxy hóa ở δC 72,9 - 81,2 (C-1) và 1 nhóm carbonyl ở δC 173,1 - 178,2 (C-7)]. 

Phổ 1H-NMR cho thấy sự cộng hưởng đối với ba proton oxymethin ở δH 3,31 - 5,34 

(H-3, H-4 và H-5) và hai cặp proton methylen ở δH 1,76 -  2,25 [(2H) H-2 và (2H) H-

6]. Cấu hình của acid quinic được xác định dựa trên hằng số ghép J của H-4 và H-5 

(Hình 3.9). Hằng số ghép 3J (H-4, H-5) của các hợp chất nhóm 2 và 3 có giá trị từ 8,0 

- 11,5 Hz, do vậy các hợp chất này phù hợp với cấu hình A của acid quinic 169.  

               

                                   Cấu hình A                                                 Cấu hình B 

   3J (H-4, H-5) = 9,25 Hz           3J (H-4, H-5) = 3,95 Hz 

Hình 3.9. Cấu hình của acid quinic 

Phổ 1H-NMR: Phân tích tín hiệu các proton của acid quinic ở vùng trường cao 

có δH 3,31 - 5,63 (H-3, H-4 và H-5) bằng cách quan sát tín hiệu downfield rõ của các 

proton này so với phổ của acid quinic chứng tỏ tại vị trí này có liên kết với nhóm acyl 

167,170,171 (xem Bảng 3.8 và Bảng 3.9, Phụ lục 10, Phụ lục 11).  

Phổ 2D-NMR (COSY, HMBC): Dữ liệu phổ COSY ghi nhận được các tương 

tác của các proton kế cận của acid quinic giúp xác định vị trí các proton này trong 

cấu trúc. Phổ HMBC cho thấy sự tương tác giữa (H-2’ và C-7’); (H-7’ và C-9’) giúp 

khẳng định sự liên kết của vòng thơm với mạch nhánh C3 - olefinic. 

Cấu trúc của các hợp chất nhóm 2 (1, 2, 4, 5 và 7): So sánh dữ liệu phổ (1H-

NMR và 13C-NMR) của các hợp chất này với các tài liệu đã công bố, các hợp chất 

nhóm 2 được xác định tương ứng lần lượt là acid 1-caffeoylquinic 172, acid 3-

caffeoylquinic 172,173, 5-caffeoylquinic (acid chlorogenic) 173, acid 4-caffeoylquinic 

172,173 và 3-feruloylquinic 174 (Phụ lục 14, Phụ lục 15, Phụ lục 17, Phụ lục 18). 

Cấu trúc của các hợp chất nhóm 3 (6 và 10 - 13):  So sánh dữ liệu phổ (1H-NMR 

và 13C-NMR) của các hợp chất này với các tài liệu đã công bố, các hợp chất nhóm 2 

được xác định tương ứng là acid 1,3-dicaffeoylquinic (cynarin) 175, acid 3,4-

dicafeoylquinic 173, acid 3,5-dicaffeoylquinic 173, acid 1,5-dicaffeoylquinic 173 và 

4,5-dicaffeoylquinic 173 (Phụ lục 19, Phụ lục 23, Phụ lục 24, Phụ lục 25, Phụ lục 26).
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Bảng 3.8. Dữ liệu phổ 1H-NMR của chất 1 - 5 và 7 so với acid quinic từ tài liệu 

Vị trí 

Chất 1 a, c 

(1-CQA) 

Chất 2 a, c   

(3-CQA) 

Chất 4 a, d          

(5-CQA) 

Chất 5 a, c 

(4-CQA) 

Chất 7 a, c 

(3-FQA) 

Chất 3 a, d 

(Acid caffeic) 

Acid quinic b, c 

169 

δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) 

2a* 2,06-2,13a m 1,84a m 2,18-2,27a m 1,81-1,88a m 2,07-2,13a m - 1,60-1,70 dd (13,0; 3,3) 

2b* 2,06-2,13a m 1,85a m 2,18-2,27a m 1,81-1,88a m 2,07-2,13a m - 1,60-1,70 dd (13,3; 3,3) 

3 3,84 m 5,17 m  4,19 m  4,10 brd 5,01 m  - 3,80 td (3,3; 2,2) 

4 3,31b  3,53a d (3,0) 3,74 dd (8,5; 3,5) 4,66 dd (8,0; 3,0) 3,57 m  - 3,20 dd (7,8; 2,2) 

5 3,95 brd 3,86 dd (11,5; 6,0) 5,34 m  4,00 m  3,87 m  - 3,70 td (7,8; 4,0) 

6a* 2,21-2,25a m 2,00a m 2,05-2,12a m 1,92-2,02a m 1,76 m - 1,70-1,80 dd (7,8; 4,0) 

6b* 2,21-2,25a m 1,89a   2,05-2,12a m 1,92-2,02a m 1,94 m - 1,78-1,80 dd (7,8; 4,0) 

2’ 7,02 d (2,0) 7,02 d (2,0) 7,06 d (2,0) 7,04 d (1,5) 7,02 d (1,5) 7,06 d (2,0) - 

5’ 6,76 d (8,0) 6,76 d (8,0) 6,80 d (8,0) 6,77 d (8,0) 6,76 d (8,5) 6,79 d  (8,5) - 

6’ 6,97 dd (8,0; 2,0) 6,97 dd (8,0; 2,0) 6,97 dd (8,5; 2,0) 7,00 d (8,0; 1,5) 6,90 dd (8,5; 1,5) 6,95 dd  (8,5; 2,0) - 

7’ 7,41 d (16,0) 7,46 d (16,0) 7,57 d (16,0) 7,50 d (16,0) 7,37 d (16,0) 7,55 d (16,0) - 

8’ 6,18 d (15,5) 6,20 d (16,0) 6,27 d (16,0) 6,28 d (16,0) 6,11 d (16,0) 6,24 d (16,0) - 

OCH3 - - - - [3H] 3,56 s - - 

3-OH 1,77 s - - - - - - 

4-OH 4,56 s 4,87 d (4,0) - 4,90 d (6,5) 4,72 s 4,72 s - 

5-OH 4,25 d (3,5) - - 3,82 s - - - 

3’-OH 9,16 s 9,17 s - 9,17 s 9,20 s 9,20 s - 

4’-OH 9,57 s 9,53 s - 9,53 s 9,60 s 9,58 s - 

δH (ppm); J (Hz);    a: 500 MHz;   b: 300 MHz;    c: Đo trong DMSO-d6;    d: Đo trong CD3OD;   brd: tín hiệu rộng;   
e
tín hiệu chồng chập;     * giá trị có thể hoán đổi cho nhau      



73 

 

 

Bảng 3.9. Dữ liệu phổ 1H-NMR của chất 6, 10 - 13 so với acid quinic từ tài liệu 

 

Vị trí 

Chất 6 a, e  

(cynarin) 

Chất 10 b, e  

(3,4-diCQA) 

Chất 11 b, e 

(3,5-diCQA) 

Chất 12 a, d  

(1,5-diCQA) 

Chất 13 a, d 

(4,5-diCQA) 

Acid quinic c, d 

169 

δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) δH (J) 

2a* 1,86 m 2,04-2,13 f m 2,15-2,32 f m 2,26-2,36 f m 2,04-2,15 f m 1,60-1,70 dd (13,0; 3,3) 

2b* 2,33 m  2,04-2,13 f m 2,15-2,32 f m 2,26-2,36 f m 2,04-2,15 f m 1,60-1,70 dd (13,3; 3,3) 

3 5,39 brd  5,63 m  5,48  dd  (3,6; 3,3) 4,06 m 4,18 m 3,80 td (3,3; 2,2) 

4 3,65 dd (9,5; 3,5) 5,09 dd (7,4; 2,9) 3,95 dd (8,5; 3,3)  3,60 dd (8,2; 3,1)  4,96 dd (7,8, 3,1)  3,20 dd (7,8; 2,2) 

5 4,25 m 4,25 m 5,42 dd (8,5; 3,8) 5,22 td  (9,0; 4,0)  5,36 d (4,2)  3,70 td (7,8; 4,0) 

6a* 2,54 m 2,25-2,29 f m 2,13-2,34 f m 1,87-1,91 m 1,98-1,81 f m 1,70-1,80 dd (7,8; 4,0) 

6b* 2,90 m  2,25-2,29 f m 2,13-2,34 f m 1,87-1,91 m 1,98-1,81 f m 1,70-1,80 dd (7,8; 4,0) 

2’ (2”) 6,84 (6,95) d (2,0) 7,02 (7,03) d (2,0) 7,07 (7,06) d (2) 7,04 (7,05) d (2,0) 7,01 (7,02) d (2,0) - 

5’ (5”) 6,54 (6,66) d (8,0) 6,89 (6,91) d (8,0) 6,78 (6,76) d (8,2) 6,78 (6,78) d (8,0)  6,74 (6,75) d (8,0)  - 

6’ (6”) 6,61 (6,77) dd (8,0; 2,0) 6,74 (6,75) dd (8,0; 2,0) 6,97 (6,96) dd (8,2; 2,0) 6,98 (6,99)  m 6,96 (6,98) dd (8,5;2,0) - 

7’ (7”) 7,48 (7,51) d (16,0) 7,52 (7,56) d (16,0) 7,61 (7,57) d (16,0) 7,45 (7,48) d (16,0) 7,43 (7,49) d (15,0) - 

8’ (8”) 6,14 (6,21) d (16,0) 6,24 (6,27) d (16,0) 6,34 (6,24) d (16,0) 6,20 (6,21) d (16,0) 6,14 (6,24) d (16,0)  - 

3-OH - - - 4,52 s - - 

4-OH - - - 4,90 s - - 

5-OH - - - - 4,50 s - 

3’ (3”)-OH - - - -  9,58 (9,58) s - 

4’ (4”)-OH - - - - 9,10 (9,10) s - 

δH (ppm);   J (Hz);         
a
 500 MHz;   

b
 400 MHz;   

c
 300 MHz;    

d
 Đo trong DMSO-d6;     

e
 Đo trong CD3OD;       brd Tín hiệu rộng 

f Tín hiệu chồng chập;     * vị trí a,b có thể hoán đổi cho nhau        
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Bảng 3.10. Dữ liệu phổ 13C-NMR của chất 1 - 5 và 7 so với acid quinic từ tài liệu 

Vị  

trí 

Chất 1 a, c  

(1-CQA) 

Chất 2 a, c  

(3-CQA) 

Chất 4 a, d  

(5-CQA) 

Chất 5 a, c  

(4-CQA) 

Chất 7 a, c  

(5-FQA) 

Chất 3 a, d 

(a. caffeic) 

Acid quinic b, c  
169 

δC  δC δC δC  δC δC δC  

1 81,2 72,9 76,2 74,1 73,0 - 74,7 

2 39,0 f 39,0 38,2 40,8 37,2 - 40,7 

3 67,5 f 71,0 71,3 63,9 71,0 - 69,3 

4 74,2 71,2 72,0 77,0 69,3 - 74,8 

5 66,4 67,3 73,5 66,6 66,8 - 66,9 

6 34,4 35,1 38,8 37,7 35,1 - 37,6 

7 173,1 176,1 177,1 175,3 173,6 - 175,8 

1’ 125,5 125,7 127,8 125,6 125,3 127,9 - 

2’ 114,6 115,1 116,5 114,7 114,6 116,5 - 

3’ 145,6 145,6 147,1 145,6 145,1 146,8 - 

4’ 148,3 148,2 149,5 148,3 148,4 149,4 - 

5’ 115,8 115,8 115,3 115,8 115,8 116,5 - 

6’ 121,2 121,1 122,9 121,2 121,2 122,9 - 

7’ 145,0 144,4 146,8 144,8 145,1 147,0 - 

8’ 114,7 114,6 115,2 114,6 113,8 115,7 - 

9’ 165,3 166,1 168,7 166,3 165,3 171,2 - 

OCH3 - - - - 51,7 - - 

a 125 MHz;  b 75 MHz;   c Đo trong DMSO-d6;   d Đo trong CD3OD;  δC (ppm);  f Suy ra từ phổ HSQC 

Bảng 3.11. Dữ liệu phổ 13C-NMR của chất 6 và 10 - 13 so với acid quinic từ tài liệu 

Vị trí 

Chất 6 a, e  

(cynarin) 

Chất 10 b, e 

(3,4-diCQA) 

Chất 11 b, e 

(3,5-diCQA) 

Chất 12 a, d 

(1,5-diCQA) 

Chất 13 a, e 

(4,5-diCQA) 

a. quinic 
169 

δC  δC  δC  δC δC δC  

1 81,2  77,8 74,2g 79,6  73,4 74,7 

2 33,0  37,6 35,2 34,2 37,4 37,6 

3 73,0  70,0 70,8 67,6  66,2 69,3 

4 75,3  75,6 70,3f 71,0 77,2 74,8 

5 67,8  66,8 72,1f 70,0 69,6 66,9 

6 41,3  40,4 37,6f 35,9 37,0 40,7 

7 174,6  177,3 178,2 172,7  174,6  175,8 

1’ (1’’) 127,4 (127,5) 126,3 (126,4) 127,8 (128,0) 125,5 (125,5) 125,4 (125,4) - 

2’ (2’’) 116,1 (115,5) 114,7 (113,8) 115,8 (115,8) 114,8 (114,9) 114,8 (114,8) - 

3’ (3’’) 146,5 (146,7) 145,4 (145,4) 146,8 (146,8) 145,6 (145,6) 145,5 (145,5) - 

4’ (4’’) 149,2 (149,6) 148,1 (148,2) 149,5 (149,6) 148,4 (148,4) 148,4 (148,4) - 

5’ (5’’) 116,6 (116,6) 115,1 (115,1) 116,5 (116,5) 115,8 (115,9) 115,8 (115,7) - 

6’ (6’’) 122,0 (122,9) 121,7 (121,8) 123,0 (123,0) 121,2 (121,3) 121,4 (121,4) - 

7’ (7”) 147,1 (147,7) 145,8 (145,9) 146,9 (147,1) 145,1 (145,1) 145,5 (145,4) - 

8’ (8’’) 115,4 (115,5) 113,6 (113,6) 115,1 (115,3) 114,2 (114,2) 113,8 (113,6) - 

9’ (9’’) 167,8 (168,8) 167,1 (167,0) 168,6 (169,1) 165,0 (166,2) 165,9 (165,5) - 

a 
125 MHz;   

b 
100 MHz;  

c 
75 MHz;   

d 
Đo trong DMSO-d6;  

e
 Đo trong CD3OD; δC (ppm);  

 f Giá trị được suy ra từ phổ HSQC;  g Giá trị được suy ra từ phổ HMBC 
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Bảng 3.12. Cấu trúc của các hợp chất 1-7 và 10-13 

acid quinic 
 

           acid caffeic (3) 
 

acid ferulic 

Kí hiệu Tên chất R1 R2 R3 R4 

1 1-caffeoyl quinic  caffeoyl H H H 

2 3-caffeoyl quinic  H caffeoyl H H 

4 5-caffeoyl quinic (a. chlorogenic) H H H caffeoyl 

5 4-caffeoyl quinic   H H caffeoyl H 

7 3-feruloylquinic H feruloyl H H 

      

6 1,3-dicaffeoylquinic (cynarin) caffeoyl caffeoyl H H 

10 3,4-dicaffeoylquinic H caffeoyl caffeoyl H 

11 3,5-dicaffeoylquinic H caffeoyl H caffeoyl 

12 1,5-dicaffeoylquinic caffeoyl H H caffeoyl 

13 4,5-dicaffeoylquinic H H caffeoyl caffeoyl 

3.1.2.3. Hợp chất flavonoid 

 Các hợp chất 8, 9, 15 và 17 có dạng bột vô định hình màu vàng, tan tốt trong 

methanol, ethanol, ethyl acetat, cho phản ứng dương tính với thuốc thử FeCl3 và AlCl3. 

Phổ UV λmax (MeOH): Các chất đều có hình dạng phổ UV với 3 đỉnh hấp thu 

cực đại tương tự nhau. Hình dạng phổ UV của hợp chất 17 hơi khác hơn so với các 

chất còn lại (xem Bảng 3.13). 

Phổ ESI-MS (ES)– m/z: Các ion phân tử và phân mảnh ion m/z của 4 hợp chất 

(xem Bảng 3.13, Phụ lục 8) được phân tích như sau:     

- Hợp chất 17 m/z 285,1 [M – H]– 

- Hợp chất 9: m/z 447,6 [M – H]–; 285,5 [M – glc – H]– 

- Hợp chất 8: m/z 593,3 [M – H]–; 447,4 [M – rha – H]– 

- Hợp chất 15: m/z 577,0 [M – H] –; 269,3 [M – glc – rha – H]– 

Từ kết quả phân tích phổ ESI-MS cho thấy hợp chất 8 và 9 được dự đoán là hợp chất 

glycosid có cùng khung aglycon với hợp chất 17. Hợp chất 15 cũng được dự đoán là 

một glycosid có 2 phân tử đường là glucose và rhamnose tương tự hợp chất 8 nhưng 
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khác khung aglycon. KLPT của các hợp chất được dự đoán lần lượt là C15H10O6 

(M=186, chất 17); C21H20O11 (M=448, chất 9); C27H30O15 (M=594, chất 8); 

C27H30O14 (M= 578, chất 15). 

Bảng 3.13. Đặc điểm phổ UV và MS của chất 8, 9, 15 và 17 

Hợp 

chất 

Phổ ESI-MS (ES-) (m/z) 
UV (MeOH) 

(λmax nm) 

 

 

[M-H]-  Phân mảnh ion 

17 285,1 - - - 211,7; 254,3; 347,2 

9 447,6 285,5 279,7 255,7 211,6; 254,2; 349,1 

8 593,4 515,3 447,4 - 211,6; 254,2; 347,9 

15 577,0 429,3 269,3 255,6 197,9; 267,4; 337,5 

Phổ 13C-NMR: Phân tích 15 tín hiệu cộng hưởng của carbon trong vùng δC 98,9 

- 184,0 [6 carbon bậc III, 8 carbon bậc IV và 1 nhóm carbonyl]. Tất cả các carbon 

bậc III và IV đều xuất hiện ở vùng trường thấp đặc trưng của các carbon sp2 của nối 

đôi và vòng thơm gợi ý các hợp chất này có phần genin là một flavonoid. Hơn nữa, 

cả 4 hợp chất đều có 1 tín hiệu cộng hưởng ở vùng trường thấp có δC 181,7 - 184,0 

(C-4) đặc trưng của khung flavon. Riêng hợp chất 15 có 2 tín hiệu cộng hưởng mạnh 

ở  δC 115,7 và δC 128,3 là dấu hiệu của vòng B có cấu trúc đối xứng, chứng tỏ vòng 

B chỉ có 1 nhóm thế hydroxy. Ngoài ra, hợp chất 8, 9 và 15 có thêm các tín hiệu cộng 

hưởng ở δC 60,6 - 77,8 gợi ý là các tín hiệu của đường. Trong đó, hợp chất 9 là một 

mono-glycosid và hợp chất 8 và 15 là di-glycosid do có nhiều hơn 4 tín hiệu cộng 

hưởng ở vùng này so với hợp chất 17. Kết quả cũng phù hợp với các tín hiệu quan sát 

được trên phổ MS của các hợp chất này (Phụ lục 21, Phụ lục 22, Phụ lục 28, Phụ lục 30). 

Phổ 1H-NMR: Phân tích các tín hiệu ở δH 6,18 - 7,80 cho thấy hợp chất 8, 9 và 

17 có 5 tín hiệu proton của vòng thơm gồm 2 proton ở vị trí meta tại δH 6,18 - 6,79 

(1H, d, 2,0) thuộc vòng A và 3 proton thuộc vòng B của khung flavon tại [δH 7,39 - 

7,42 (1H, d, 2,0); δH 6,87 - 6,93 (1H, d, 8,5) và δH 7,39 - 7,80 (1H, dd, 8,5; 2,0)] và 

các proton này tương tác với nhau theo hệ ABX chứng tỏ vòng B bị thế ở các vị trí 

Chất 8, 9, 17 

Chất 15 
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1’, 3’, 4’. Hợp chất 15 có các tín hiệu vòng A tương tự hợp chất 8, 9 và 17, tuy nhiên 

vòng B có 2 cặp tín hiệu ở δH 6,87 (2H, d, 8,0) và δH 7,80 (2H, d, 8,0) là 2 cặp proton 

của nhóm CH vòng thơm đối xứng qua trục, phù hợp với kết quả thu được từ phổ 

13C-NMR. Như vậy, hợp chất 15 chỉ có 1 nhóm OH ở vòng B.  

Phần đường của hợp chất 8, 9 và 15 được xác định dựa trên tín hiệu cộng hưởng 

của các proton ở δH 3,27 - 5,08 trong phổ 1H-NMR. Các hợp chất này đều có tín hiệu 

đỉnh đôi ở δH 4,96 - 5,08 (1H, d, 7,5) gắn với carbon ở δC 99,9 - 101,7 gợi ý là proton 

anomer của đường hexose, trong đó hằng số ghép khoảng 7,5 Hz nên có thể xác định 

cấu trúc có liên kết O-β-D-glycosid 176. Kết hợp với 5 tín hiệu cộng hưởng ở δC 60,1 

- 77,9 và 1 tín hiệu ở δC 99,9 - 101,7. Trong đó, có 1 tín hiệu tại δC 60,61 là một 

carbon methylen đặc trưng của đường glucose. Do đó, phần đường được dự đoán 

là β-D-glucopyranose. Phân tử đường thứ 2 của hợp chất 8 và 15 được xác định là 

đường α-L-rhamnopyranose dựa trên tín hiệu của proton ở δH 4,62 (1H, d, 1,5) hoặc 

tín hiệu đỉnh đơn rộng (1H, s, brd) và một tín hiệu đỉnh đôi của proton nhóm methyl 

ở δH 1,08 - 1,21 (1H, d, 6,4) (Phụ lục 21, Phụ lục 22, Phụ lục 28). 

Phổ 2D-NMR (COSY và HMBC): Vị trí liên kết của phần đường ở C-7 của 

hợp chất 8, 9 và 15 được xác nhận bởi tương tác của proton anomer (H-1’) của đường 

với carbon này trên phổ HMBC. Ngoài ra, tín hiệu tương tác giữa ở δH 4,74 - 4,62 

(1H, d, 1,5, H-1”’) và δC 66,0 - 67,5 (C-6”) cho phép xác định liên kết giữa 2 đường 

là (1→6). Chuyển dịch hoá học của các carbon được xác định bằng cách so sánh 

với phổ của các chất tương tự đã công bố và được xác nhận bởi các tương tác quan 

sát được trong phổ COSY và HMBC (Phụ lục 21, Phụ lục 22, Phụ lục 28). 

So sánh dữ liệu phổ (1H-NMR và 13C-NMR) với các tài liệu đã công bố, các 

hợp chất 8, 9, 15 và 17 được xác định tương ứng là luteolin-7-O-[β-D-

glucopyranosyl-(6→1)-α-L-rhamnopyranosyl] hay luteolin-7-O-rutinosid 

(scolymosid) 177, luteolin-7-O-β-D-glucopyranosid (cynarosid) 178,  apigenin-7-O-

[β-D-glucopyranosyl-(6→1)-α-L-rhamnopyranosyl] hay apigenin-7-O-rutinosid 

(isorhoifolin) 179 và luteolin 180. Cấu trúc và dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của các hợp 

chất được trình bày ở  Bảng 3.14 và Bảng 3.15. 
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Bảng 3.14. Dữ liệu phổ 13C và 1H-NMR của chất 8, 9, 15 và 17 

Vị 

trí 

Chất 17 c, e 

(Luteolin) 

Chất 9 c, e 

(Luteolin 7-glucosid) 

Chất 8 c, e 

(Luteolin 7-rutinosid) 

Chất 15 d, f 

(Apigenin 7-rutinosid) 

C H (J) C H (J) C H (J) C H (J) 

2 164,0 - 164,4 - 166,9 - 165,5 - 

3 102,9 6,65 s 103,1 6,74 s 104,3 6,59 s 102,6 6,58 s 

4 181,7 - 181,8 - 184,0 - 182,7 - 

5 161,5 - 161,1 - 162,9 - 161,6 - 

6 98,9 6,18 d (2,0) 99,5 6,44 d (2,0) 101,2 6,52 d (2,5) 99,6 6,44 d (1,7) 

7 164,2 - 162,9 - 164,7 - 163,3 - 

8 93,9 6,44 d (2,0) 94,7 6,79 d (2,0) 96,2 6,73 d (2,0) 94,8 6,69 brd  

9 157,4 - 156,9 - 158,9 - 157,5 - 

10 103,8 - 105,3 - 107,1 - 105,7 - 

1’ 121,6 - 121,4 - 123,6 - 121,7 - 

2’ 113,4 7,41 d (2,0) 113,5 7,42 d (2,0) 114,4 7,39h m 128,3* 7,80 d (8,0) 

3’ 145,8 - 145,7 - 147,0 - 115,7* 6,87 d (8,0) 

4’ 149,8 - 149,9 - 151,1 - 161,5 - 

5’ 116,1 6,89 d (8,5) 116,0 6,90 d  (8,5) 116,9 6,93 d (9,0) 115,7* 6,87 d (8,0) 

6’ 119,1 7,39 dd (8,0; 2,0) 119,1 7,45 dd (8,5; 2,0) 120,6 7,41h m 128,3* 7,80 d (8,0) 
   

1’’ - - 99,9 5,08 d (7,5) 101,7 5,05 d (7,5) 100,1 4,96 d (7,2) 

2” - - 73,1 3,27 m 74,8 3,51h m 73,4 3,39 m 

3” - - 76,4 3,32 m 77,2 3,69h m 76,4 3,40 m 

4” - - 69,6 3,19 t (9,0) 71,4 3,42 m 69,8 3,32 t (8,0) 

5” - - 77,1 3,44 dd (9,5; 5,5) 77,8 3,53h m 75,7 3,58h m 

6”a - - 60,6 3,71 d (10,5) 67,5 4,07 d (9,0)  66,0 3,96 d (9,6)   

6”b - - 60,6 3,50 t (5,5) 67,5 3,69 m 66,0 3,57h m 
   

1”’ - - - - 102,1 4,74 d (1,5) 100,7 4,62 brd  

2”’ - - - - 72,1 3,93 dd (3,5; 2,0) 70,5 3,81 brd  

3”’ - - - - 72,5 3,75 dd (9,5; 3,5) 71,0 3,61 dd (9,5; 3,3) 

4”’ - - - - 74,1 3,36 t (9,5) 72,6 3,24 d (9,5) 

5”’ - - - - 69,8 3,69h m 68,4 3,56h m  

6”’ - - - - 17,9 [3H] 1,21 d (6,5) 16,5 [3H] 1,08 d (5,0) 

δC, H (ppm);   J (Hz);        c: 500 MHz;    d: 800 MHz;    e: Đo trong DMSO-d6;     f: Đo trong CD3OD;        
h: Tín hiệu chồng chập;   *carbon đối xứng qua trục;  brd: Pic rộng 

Bảng 3.15. Cấu trúc các hợp chất 8, 9, 15 và 17 

 

  

β-D-glucopyranosyl 

                  (Glc) 

α-L-rhamnopyranosyl                 

(Rha) 

Kí hiệu Tên hợp chất R1 R2 R3 

17 Luteolin OH H - 

9 Luteolin 7-glucosid OH glc (1”) - 

8 Luteolin 7-rutinosid OH glc (1”) rha (6”→1”’) 

15 Apigenin 7-rutinosid H glc (1”) rha (6”→1”’) 

Glc (1”): Glucose liên kết ở 1”;   Rha (6”→1”’): Rhamnose liên kết với glucose ở 6” (Glc) và 1”’ (Rha) 
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3.1.2.4. Các hợp chất khác 

a. Cynaratriol 

Hợp chất 16: Là tinh thể không màu, tan tốt trong chloroform, kém tan trong 

methanol, không phát hiện được ở UV254 và UV365, cho màu tím với thuốc thử VS. 

Phổ APCI-MS (APCI+): Có tín hiệu ion phân tử ở m/z 283,3. Do đó có khối 

lượng phân tử là 282,3 với công thức nguyên dự đoán là C15H22O5 (Phụ lục 9). 

Phổ 13C-NMR: Có 15 tín hiệu cộng hưởng carbon. Kết hợp với phổ DEPT có 

thể xác định hợp chất 16 có 3 nhóm carbon bậc IV trong đó có 1 nhóm carbonyl có 

δC 178,6; 6 carbon bậc III, 5 carbon nhóm methylen; 1 nhóm methyl có δC 18,3. Các 

tín hiệu của carbon bậc III trong vùng trường cao δC 76,86 - 83,75 đặc trưng cho các 

carbon của nhóm oxymethin. Ngoài ra, có 1 tín hiệu của carbon bậc II xuất hiện trong 

vùng trường thấp ở δC 111,43 được gán cho carbon nhóm methylen olefin và 1 tín 

hiệu ở δC 63,12 được gán cho carbon nhóm oxymethylen. Từ phổ 13C-NMR và tổng 

quan thành phần hóa học (Mục 1.2.2), hợp chất 14 được dự đoán là 1 sesquiterpen 

lacton thuộc khung guaianolid (Phụ lục 29).  

Phổ 1H-NMR: Hợp chất 16 có sự hiện diện của 2 cặp tín hiệu của proton 

methylen ở δH 3,42 - 4,82 (2H, m) được gán lần lượt cho các proton của nhóm 

oxymethylen và methylen olefin; 3 tín hiệu của proton methylen còn lại có δH 1,49-

1,94 (3H, m). Hợp chất 16 có 6 tín hiệu proton của nhóm methin, trong đó 2 tín hiệu 

có δH 3,42 - 3,98 (1H, m) được gán cho các proton của nhóm oxymethin, 4 tín hiệu 

còn lại ở vùng từ trường cao hơn có δH 1,49 - 2,69 (1H, m) được gán cho các proton 

methin còn lại không oxy hóa (xem Bảng 3.16, Phụ lục 29). 

Phổ 2D-NMR (COSY, HMBC): Các tương tác trong phổ COSY giữa các 

proton của nhóm methin cũng như nhóm methylen giúp xác định vị trí liên kết của 

chúng trong vòng cyclopentan và cycloheptan của khung guaianolid. Ngoài ra, dựa 

vào phổ HMBC để quan sát các tương tác giữa proton của nhóm hydroxy với các 

carbon cũng như tương tác giữa các nhóm olefin và ceton với proton tương ứng giúp 

xác định chắc chắn vị trí liên kết của chúng trong cấu trúc (xem Phụ lục 29). 

So sánh dữ liệu phổ (1H-NMR và 13C-NMR) của hợp chất 16 với hợp chất 

cynaratriol từ tài liệu đã công bố 181 (Bảng 3.16). Kết quả cho thấy hợp chất 16 khá 
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phù hợp. Do vậy, cấu trúc của hợp chất 16 được xác định là cynaratriol (Hình 3.10).  

 

Hình 3.10. Cấu trúc của hợp chất 16 

Bảng 3.16. So sánh dữ liệu phổ NMR của 16 và cynaratriol từ tài liệu 

Vị trí DEPT 
a, c Chất 16  b, c Cynaratriol 181 

δC δH (J) δC δH (J) 

1 CH 41,4 2,69 dd (17,5; 11,0) 42,7 3,30-3,60 m 

2a* 
CH2 38,3 

1,49-1,61e m 
39,4 [2H] 1,4-3,0 m 

2b* 1,88-1,94e m 

3 CH 83,7 3,98 t (10,5) 85,2 3,30-3,60 m 

4 CH 46,3 1,49-1,61e m 47,6 1,4-3,0 m 

5 CH 51,1 1,73-1,81 dd (19,1; 10,4) 52,6 1,4-3,0 m 

6 CH 76,6 3,42-3,50e m 78,1 4,04 t (9,0) 

7 CH 54,1 2,08 m 55,8 1,4-3,0 m 

8a* 
CH2 26,4 

1,49-1,61e m  
28,0 [2H] 1,4-3,0 m 

8b* 1,88-1,94e m 

9a* 
CH2 36,5 

1,73-1,81 dd (19,1; 10,4) 
37,8 [2H] 1,4-3,0 m 

9b* 1,88-1,94e m 

10 C 150,2 - 150,9 - 

11 C 76,9 - 78,6 - 

12 C=O 178,6 - 180,3 - 

13a* 
CH2 63,1 [2H] 3,42-3,50 e m 64,8 [2H] 3,30-3,60 m 

13b* 

14a* 
CH2 111,4 

4,86 s  
112,1 4,85 brd 

14b* 4,82 s 

15 CH3 18,3 [3H] 1,08 d (6,5) 19,0 [3H] 1,13 d (6,0) 

3-OH - - 4,71 d (5,7) - 4,71 d (6,0) 

13-OH - - 5,10 t (4,5) - 5,01 s 

11-OH - - 5,63 s - 5,55 s 

δC, H (ppm);   J (Hz);      
a
: 500 MHz;    

b
: 400 MHz;    

c
: Đo trong DMSO-d6;            

e
: Tín hiệu chồng chập;   *giá trị có thể hoán đổi cho nhau;  brd: Pic rộng 

b. Acid succinic 

Hợp chất 14: Là tinh thể không màu, có vị chua, tan tốt trong nước. 

Phổ APCI-MS (APCI–) m/z: Hợp chất 14 có ion [M-H]– với m/z là 117,0. Do đó, 

KLPT là 118 và CTPT dự đoán là C4H6O4. 

Phổ 13C và 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): Hợp chất 14 chỉ có 2 tín hiệu cộng 
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hưởng của carbon có cường độ mạnh gợi ý hợp chất 14 có cấu trúc đối xứng. Trong 

đó gồm 1 tín hiệu của carbon nhóm carbonyl acid ở δC 173,5 và 1 carbon nhóm 

methylen có δC 28,8. Trên phổ 1H-NMR cho thấy có tín hiệu ở δH 12,1 (1H, s) được 

gán cho proton của nhóm carbonyl acid và 1 tín hiệu có cường độ mạnh của proton 

nhóm methylen ở δH 2,42 (2H, s). Từ dữ liệu thu được của phổ MS và NMR có thể 

xác định hợp chất 14 là acid succinic (xem Phụ lục 27). 

 

Hình 3.11. Cấu trúc của hợp chất 14 

3.2. Nghiên cứu phương pháp kiểm nghiệm 

3.2.1. Thiết lập chất đối chiếu (CĐC) 

Các hợp chất được chọn để thiết lập chất đối chiếu (CĐC) gồm: (1) acid 

chlorogenic, (2) cynarin và (3) cynarosid hay luteolin-7-glucosid. 

Nguyên liệu thiết lập CĐC được đánh giá hàm lượng trên HPLC-PDA bằng 

cách so sánh với chất chuẩn sơ cấp (acid chlorogenic, cynarin và cynarosid) được 

cung cấp bởi Phytolab - Đức với hàm lượng của cả 3 chất chuẩn đều đạt 96 %.  

3.2.1.1. Xây dựng phương pháp đánh giá nguyên liệu thiết lập CĐC 

a. Xây dựng quy trình định lượng nguyên liệu thiết lập CĐC bằng HPLC-PDA 

Điều kiện sắc ký: 

- Cột: C18 Sunfire (150 × 4,6 mm; 5 m)  

- Nhiệt độ cột: 25 oC 

- Bước sóng phát hiện: Xem Bảng 3.17    

- Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

- Mẫu thử: và nguyên liệu CĐC (100 μg/ml) pha trong MeOH (xem Bảng 3.17). 

- Mẫu chuẩn: Chuẩn sơ cấp (acid chlorogenic, cynarin, cynarosid) (100 μg/ml) 

- Thể tích tiêm mẫu: 10 μl 

- Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % (Tỉ lệ xem Bảng 3.17) 



82 

 

 

Bảng 3.17. Điều kiện HPLC phân tích các nguyên liệu thiết lập CĐC 

Tên chất    

khảo sát 

Dung môi hòa 

tan mẫu 

Tỷ lệ     

pha động 

Tổng thời gian 

phân tích 

Bước sóng 

(nm) 

A. chlorogenic MeOH 10 : 90 12 phút 325 

Cynarin MeOH 17 : 83 15 phút 325  

Cynarosid MeOH 20% 20 : 80 10 phút 349 

b. Đánh giá quy trình định lượng nguyên liệu thiết lập CĐC:  

Tính phù hợp hệ thống: Quy trình phân tích các nguyên liệu thiết lập CĐC bằng 

HPLC-PDA đều đạt tính phù hợp hệ thống với thời gian lưu và diện tích đỉnh của pic 

định lượng có RSD = 0,15 - 1,22 %; Độ phân giải (Rs) = 1,6 - 8,8 và hệ số bất đối 

(As) = 1,11 - 1,16 (xem Bảng 3.18). 

Bảng 3.18. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống của quy trình định lượng nguyên liệu thiết 

lập CĐC (n = 6) bằng HPLC-PDA 

Tên chất 
Thời gian lưu (Rt) Diện tích đỉnh (S) Độ phân giải (Rs) Hệ số bất đối 

(As) Rt (phút) RSD (%) (µV×giây) RSD (%) Tạp trước Tạp sau  

A.chlorogenic 9,4 0,15 2650704 1,08 2,2 3,0 1,12 

Cynarin 10,9 0,41 3797253 0,41 - 1,6 1,11 

Cynarosid 5,8 1,22 2489836 0,16 3,4 8,8 1,16 

Yêu cầu  RSD ≤ 2  RSD ≤ 2 Rs > 1,5 Rs > 1,5 0,8 ≤ As ≤1,5 

 

Tính đặc hiệu:  

- Mẫu trắng không xuất hiện pic tại thời gian lưu 5,8; 9,46 và 10,93 phút. 

- Thời gian lưu (tR) và phổ UV của chất định lượng trong mẫu thử (nguyên liệu 

CĐC), chuẩn sơ cấp (acid chlorogenic/ cynarin/ cynarosid), thử + chuẩn tương 

đương nhau. Thời gian lưu của các chất được xác định lần lượt là 9,4 phút (acid 

chlorogenic); 10,9 phút (cynarin) và 5,8 phút (cynarosid). Các pic chính đạt độ 

tinh khiết (giá trị purity angle-PA < purity threshold-PT). 

- Pic của chất trong mẫu thử + chuẩn cao hơn trong mẫu thử. 

Khoảng tuyến tính, độ chính xác và độ đúng: Quy trình xác định độ tinh khiết 

của 3 nguyên liệu làm CĐC bằng phương pháp HPLC-PDA có tính đặc hiệu, độ chính 

xác, độ đúng cao và khoảng tuyến tính rộng. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.19. Do 

đó, quy trình này có thể áp dụng để tiến hành xác định độ tinh khiết cũng như hàm 

lượng của các nguyên liệu thiết lập CĐC (xem Bảng 3.20).  
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Bảng 3.19. Khoảng tuyến tính, độ chính xác và độ đúng của quy trình xác định độ tinh khiết 

nguyên liệu CĐC bằng HPLC-PDA 

Chỉ tiêu đánh giá Acid chlorogenic Cynarin Cynarosid  

Phương trình hồi quy y = 14828 x Y = 36824 x y = 12962 x 

Hệ số tương quan 0,999 0,999 0,999 

Khoảng tuyến tính  

(μg/ml); (n = 2) 
15,63 - 1000 7,81 - 500 15,63 - 1000 

Độ chính xác trong ngày (n=6) 

(hàm lượng ± SD %); (RSD %) 

92,17 ± 3,74 

(1,40) 

94,28 ± 0,80 

(0,85) 

92,06 ± 0,96 

(0,94) 

Độ đúng % (n = 9) 

(RSD %) 

94,4 - 101,0 

(1,0 - 1,4)  

102,7 - 104,9 

(1,1 - 1,8) 

96,2 - 104,0 

(1,5 - 2,2) 

Bảng 3.20. Kết quả định lượng hàm lượng % của nguyên liệu CĐC bằng HPLC-PDA 

stt Tên CĐC 
Hàm lượng a (%) (so với CSC) 

% (n = 6) RSD % 

1 Acid chlorogenic 92,17 1,40 

2 Cynarin 94,28 0,85 

3 Cynarosid  92,06 0,94 

CSC (chuẩn sơ cấp);   a Hàm lượng (%) tính trên nguyên trạng 

3.2.1.2. Xây dựng tiêu chuẩn chất lượng đánh giá các nguyên liệu CĐC 

Dựa vào tính chất lý hóa và mục đích sử dụng của các nguyên liệu thiết lập chất 

đối chiếu được dùng cho phép thử định lượng các hợp chất tự nhiên. Áp dụng kết quả 

xây dựng quy trình định lượng nguyên liệu CĐC so với chuẩn gốc bằng HPLC-PDA 

ở Mục 3.2.1.1 và tham khảo chứng  chỉ phân tích của các chất đối chiếu gốc. Dự kiến 

tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) của các nguyên liệu làm CĐC hóa học là các hợp chất tự 

nhiên gồm các chỉ tiêu và phương pháp thử được tóm tắt ở Bảng 3.21. 

Bảng 3.21. Tóm tắt chỉ tiêu chất lượng và phương pháp thử của CĐC 

Chỉ tiêu Phương pháp thử Yêu cầu 

1. Tính chất Cảm quan, độ tan AC và CY: Dạng bột vô định hình, màu 

trắng, tan trong MeOH. 

CR: Dạng bột vô định hình màu vàng nhạt, 

tan trong MeOH 20 %. 

2. Hàm ẩm DSC (DĐVN V - Phụ lục 6.12) CY: Không quá 3,0 % 

AC và CR: Không quá 1 % 

3. Định tính:   

- Phổ UV-Vis  DĐVN V - Phụ lục 4.1  AC: 217,5; 241,2; 325,7 (nm) 
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Chỉ tiêu Phương pháp thử Yêu cầu 

       

(λmax) 
- Nồng độ mẫu: 100 μg/ml 

- AC và CY: Hòa trong MeOH 

- CR: Hòa trong MeOH 20 % 

- Quét phổ 200 - 800 nm 

CY: 216,7; 243,8; 323,0 (nm) 

CR: 211,6; 254,2; 347,9 (nm) 

Hình dạng phổ UV và 3 đỉnh hấp thu cực đại 

phải phù hợp bộ dữ liệu chuẩn và không lệch 

quá ± 2 nm (xem Mục 3.1.2) 

- Phổ IR  

(KBr, υ cm-1) 

DĐVN V - Phụ lục 4.2 

Dập viên KBr. Xác định dao động 

đặc trưng. 

AC: 1489; 1687; 1710; 2900; 3375 

CY: 1533; 1683; 1716; 3398; 3598 

CR: 1250; 1489; 1610; 13450 

Băng dao động đặc trưng và vùng vân tay 

phải phù hợp với bộ dữ liệu chuẩn (xem Phụ 
lục 37, Phụ lục 41, Phụ lục 45)  

- Phổ MS Đo phổ ESI-MS (ES)– 

Xác định pic cơ bản [M-H]–  m/z 

[M-H]–  m/z: 

AC (353,1); CY (515,1); CR (447,6) 

- Phổ NMR Đo phổ 1H và 13C-NMR (DMSO-d6) 

hoặc CD3OD 

Dữ liệu phổ NMR (13C, 1H, COSY, HSQC) phải 

phù hợp với bộ dữ liệu chuẩn (Phụ lục 19, Phụ 

lục 17, Phụ lục 22), dữ liệu phổ đã công bố. 

4. Định lượng:   

- HPLC-PDA Xác định hàm lượng bằng HPLC 

theo quy trình ở Mục 3.2.1.1c: 

- Tính phù hợp hệ thống (n=6) 

- Tính hàm lượng % của CĐC so với  

  CSC (n=6) 

- Tính phù hợp hệ thống: RSD % (tR, S) của 

các pic trên SKĐ thu được phải < 2%. Rs 

giữa pic chính và pic tạp ≥ 1,5. 

- Không được thấp hơn 92 % (CY) và 90 % 

(AC, CR) tính theo chế phẩm nguyên trạng. 

CY (cynarin);  AC (acid chlorogenic); CR (cynarosid); CSC (chuẩn sơ cấp); CĐC (chuẩn đối chiếu) 

3.2.1.3. Đóng gói và đánh giá đồng nhất lô 

Hàm lượng của các CĐC trong các lọ đóng gói đều có giá trị Ftn < Flt. Do vậy, 

các lọ CĐC đồng nhất lô. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.22.  

Bảng 3.22. Kết quả đóng gói của các CĐC 

Đóng gói A. chlorogenic Cynarin Cynarosid 

Khối lượng ban đầu (mg) 1000 450 2000 

Khối lượng đóng mỗi lọ (mg) 10 10 10 

Tổng số lọ đóng gói (lọ) 76 44 173 

Số lọ cần đánh giá (lọ) 10 7 14 

Hàm lượng (so với CSC) (%) 

(n lọ) 

92,18 - 92,74 

(n = 20) 

93,75 - 94,43 

(n = 14) 

91,31 - 92,00 

(n = 28) 

Phân tích ANOVA 1 yếu tố 

(Ftn) 

 

0,409 

 

1,412 

 

1,111 

(Flt) 4,413 3,866 4,225 

CSC: Chuẩn sơ cấp 
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3.2.1.4. Đánh giá đồng nhất liên phòng thí nghiệm 

Bảng 3.23. Kết quả đánh giá đồng nhất liên phòng thí nghiệm 

Hàm lượng (%) A. chlorogenic Cynarin Cynarosid 

PTN 1 (%) (n = 6) 

(Trung bình) 

92,19 - 92,68 

(92,48) 

93,66 - 94,69 

(94,20) 

91,23 - 91,91 

(91,60) 

PTN 2 (%) (n = 6) 

(Trung bình) 

92,10 - 92,86 

(92,35) 

94,07 - 94,72 

(94,33) 

91,27 - 92,09 

(91,36) 

Trung bình (%) (n = 12) 92,42 94,27 91,56 

RSD % (n = 12) 0,28 0,31 0,32 

Phân tích ANOVA (N= 12) 

Ftn 

 

0,736 

 

0,584 

 

2,606 

Flt 4,965 4,965 4,965 

PTN 1: Khoa Thiết lập chất chuẩn – chất đối chiếu, Viện Kiểm nghiệm thuốc TPHCM 

PTN 2: Khoa Vật lý đo lường, Viện kiểm nghiệm thuốc TPHCM 

Kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm (PTN) được trình bày ở Bảng 3.23 cho 

thấy hàm lượng của các CĐC có giá trị Ftn < Flt khi phân tích ANOVA một yếu tố. 

Do đó, kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau không ý nghĩa (p < 

0,05), phương pháp phân tích có độ lặp lại cao (RSD < 2 %). Phiếu kiểm nghiệm của 

các PTN được trình bày ở Phụ lục 36, Phụ lục 40, Phụ lục 44. 

Kết luận: Kết quả hàm lượng % của các nguyên liệu CĐC không phụ thuộc vào 

2 PTN tham gia đánh giá, nghĩa là phương pháp phân tích có độ chính xác cao.  

3.2.1.5. Xác định giá trị ấn định và giá trị công bố 

Kết quả hàm lượng công bố của các CĐC ghi trên chứng chỉ phân tích và số 

lượng chất chuẩn thiết lập được trình bày ở Bảng 3.24, Phụ lục 36, Phụ lục 40, Phụ 

lục 44). Cả 03 nguyên liệu dùng thiết lập CĐC (acid chlorogenic, cynarin và 

cynarosid) đủ điều kiện để đăng ký chuẩn quốc gia với hàm lượng được xác định trên 

91 % theo nguyên trạng, các CĐC bảo quản ở nhiệt độ 2 - 8 oC, tránh ánh sáng. 

Bảng 3.24. Kết quả xác định giá trị ấn định của các CĐC sau khi đóng gói. 

(n = 12) A. chlorogenic Cynarin Cynarosid 

Hàm lượng TB tính trên 

nguyên trạng (%) 
92,39 94,26 91,53 

Độ lệch s 0,22 0,21 0,24 

Độ không đảm bảo đo µ 0,088 0,086 0,097 
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3.2.2. Xây dựng quy trình định lượng 

3.2.2.1. Định lượng đồng thời 3 polyphenol trong lá khô Actisô bằng HPLC-PDA 

a. Khảo sát điều kiện sắc ký 

Các thành phần polyphenol chính được lựa chọn để kiểm nghiệm lá Actisô gồm 

acid chlorogenic (AC), scolymosid (SCO) và cynarosid (CR). 

Kết quả khảo sát bước sóng phát hiện và chương trình pha động đã được lựa 

chọn cho quy trình định lượng đồng thời AC, SCO và CR được trình bày ở Hình 3.12. 

Phổ UV của AC có 3 đỉnh hấp thu hấp thu cực đại (λmax) tại bước sóng 218,7; 241,2; 

325,6 nm. Phổ của SCO có 3 đỉnh hấp thu tại 211,6; 254,2; 349,1. Phổ của CR có 3 

đỉnh hấp thu tại 211,6; 254,2; 347,9 (Hình 3.13). Chọn bước sóng 325 nm để định 

lượng AC và 349 nm để định lượng SCO và CR vì các đỉnh hấp thu này có tín hiệu 

ổn định, độ nhạy cao và không bị ảnh hưởng bởi đường nền. Điều kiện sắc ký đã lựa 

chọn (Hình 3.12 và Bảng 3.25) để định lượng đồng thời AC, SCO và CR cho thấy 

các pic cần định lượng tách hoàn toàn với các tạp kế cận, ngoài ra các pic này cũng 

đạt độ tinh khiết pic (purity angle - PA < threshold - TH). 
d 

 

  

Hình 3.12. Sắc ký đồ HPLC định lượng AC, SCO và CR trong lá Actisô 

325 nm 

Mẫu thử lá Actisô 

Mẫu hỗn hợp chuẩn 

325 nm 

349 nm 

349 nm 

Mẫu thử lá Actisô 

Mẫu hỗn hợp chuẩn 
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Hình 3.13. Phổ UV của AC, SCO và CR trong hỗn hợp chuẩn 

Điều kiện sắc ký cho quy trình định lượng đồng thời AC, SCO và CR trong lá 

Actisô được đề nghị như sau: 

- Cột SunFire C18 (25 cm × 4,6 mm, 5 µm)  

- Detector PDA: 325 nm (AC); 349 nm (SCO và CR) 

- Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

- Thể tích tiêm: 10 µl 

- Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % 

- Tiến hành sắc ký theo chương trình dung môi như sau: 

Bảng 3.25. Chương trình dung môi định lượng đồng thời AC, SCO và CR trong lá Actisô 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1 % 

(% tt/tt) 

0 8 92 

15 20 80 

18 25 75 

23 30 70 

25 30 70 

26 95 05 

31 95 05 

32 8 92 

37 8 92 

b. Khảo sát điều kiện chiết xuất lá Actisô 

Kết quả khảo sát dung môi chiết, nhiệt độ chiết, thời gian chiết và số lần chiết 

được trình bày ở Hình 3.14. Kết quả cho thấy dung môi chiết là ethanol 50 % và 

methanol 50 % đều là dung môi chiết xuất tốt nhất cho cả 3 polyphenol; nhiệt độ 70 

- 80 oC phù hợp để chiết cả 3 hợp chất này. Đối với thời gian chiết xuất 20 phút có 

xu hướng gia tăng hàm lượng hoạt chất của cả 3 polyphenol, nhưng ở phút 45 trở đi 

cho thấy hàm lượng của AC và CR có xu hướng giảm dần nhưng SCO có xu hướng 

tăng. Do đó, quy trình chiết thực hiện ở 20 phút để tránh bị phân hủy AC và CR. 

Ngoài ra, qua khảo sát số lần chiết cho thấy ở lần chiết 1 cho hiệu suất của các pic 

AC, SCO và CR lần lượt là 99,2; 98,8 và 99,0 %, ở các lần chiết sau pic AC, CR và 
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SCO có hiệu suất dưới 1,2 % không đáng kể. Do đó, quy trình định lượng được lựa 

chọn chiết 1 lần.  

  

 

 
 

Hình 3.14. Kết quả khảo sát điều kiện chiết xuất lá Actisô để định lượng bằng HPLC 

Et: Ethanol; Et20: Ethanol 20 %; Et50: Ethanol 50 %;   Me: Methanol; n.d: Không phát hiện 

Màu đỏ thể hiện điều kiện chiết xuất được lựa chọn 

A (0,1 g lá, chiết ở 95 oC, 60 phút, 15 ml dung môi x 1 lần); B (0,1 g lá, chiết 60 phút, 15 ml Et50 x 1 lần) 

C (0,1 g lá, chiết ở 70 oC, 15 ml Et50 x 1 lần); D (0,1 g lá, chiết ở 70 oC, 20 phút, 15 ml Et50 x 1, 2, 3 lần) 

Quy trình chuẩn bị mẫu thử được đề nghị như sau: Cân chính xác khoảng 

0,1 g bột dược liệu (qua rây số 355) vào bình nón 100 ml, thêm 15 ml ethanol 50 % 

(TT), đun cách thủy ở 70 oC trong 20 phút, lọc vào bình định mức 25 ml, tráng bình 

nón và bã dược liệu với 8 ml ethanol 50 % (TT), thêm ethanol 50 % (TT) vừa đủ đến 

vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc PTFE 0,45 µm (xem quy trình định lượng ở Phụ lục 34). 

c. Đánh giá quy trình định lượng 

Khảo sát tính phù hợp hệ thống: 6 lần tiêm liên tiếp mẫu thử lá Actisô có kết quả 

độ lệch chuẩn tương đối (RSD %) của các thông số sắc ký như diện tích pic, thời gian 

lưu không quá 2 %; độ phân giải (Rs > 1,5) và hệ số bất đối có giá trị từ 0,8 - 1,5 nên 

quy trình đạt tính phù hợp hệ thống (xem Bảng 3.26, Phụ lục 48). 
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Tính đặc hiệu: Kết quả khảo sát tính đặc hiệu cho thấy mẫu trắng không có pic 

của các chất cần định lượng; phổ UV và thời gian lưu (tR) của AC (15,6 phút), SCO 

(23,7 phút), CR (24,8 phút) trong mẫu thử, mẫu chuẩn và mẫu thử thêm chuẩn tương 

đương nhau; các chất định lượng đều đạt độ tinh khiết pic (xem Phụ lục 48). 

Khoảng tuyến tính, LOD, LOQ, độ chính xác và độ đúng: Kết quả khảo sát được 

trình bày ở Bảng 3.26, Bảng 3.28, Bảng 3.29, Phụ lục 48. Quy trình định lượng AC, 

SCO, CR trong lá Actisô bằng HPLC-PDA đã xây dựng có độ lặp lại cao với RSD = 0,9 - 

1,2 %; độ đúng của phương pháp có tỉ lệ phục hồi 96,3 - 103,5 % (RSD = 1,3 - 3,7 %). 

Bảng 3.26. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống của quy trình định lượng AC, SCO, CR 

trong lá Actisô bằng HPLC-PDA (n = 6) 

 tR (phút) (RSD %) S (μV × s) (RSD %) a Rs As 

MẪU CHUẨN (100 μg/ml) 

A.chlorogenic 15,6 (0,3) 2287533 (0,3) - 1,42 

Scolymosid 23,7 (0,2)  1127785 (0,6) 32,70 1,08 

Cynarosid 24,8 (0,2) 1675783 (1,1) 5,36 1,17 

MẪU THỬ 

A.chlorogenic 15,7 (0,4) 2051301 (0,9) 6,32 1,04 

Scolymosid 23,8 (0,2) 174985 (0,7) 3,25 1,01 

Cynarosid 24,9 (0,2) 150881 (1,1) 5,36 1,00 

Yêu cầu RSD ≤ 2 RSD ≤ 2 Rs > 1,5 0,8 ≤ As ≤1,5 

a Độ phân giải của pic định lượng so với pic liền trước  

Bảng 3.27. Đường tuyến tính, LOD và LOQ của AC, SCO, CR của quy trình định lượng lá 

Actisô bằng HPLC-PDA 

Hợp chất 
Phương trình        

hồi quya 
R2 

Khoảng áp dụng 

(μg/ml) 

LOD      

(μg/ml) 

LOQ      

(μg/ml) 

Acid chlorogenic  y = 23255x 0,9986 1 - 200 0,025 0,083 

Scolymosid y = 11028x 0,9992 1 - 200 0,06 0,198 

Cynarosid y = 16424x 0,9991 1 - 200 0,06 0,198 

a 
Phương trình hồi quy có tính tương thích (F > F0,05), hệ số b không có ý nghĩa thống kê 

Bảng 3.28. Độ chính xác của quy trình định lượng AC, SCO, CR trong lá Actisô  

Hợp chất X  ± SD (n = 6) 

(mg/g) 

Hàm lượng 

(%) 

Độ chính xác 

RSD % (n=6)
a
       RSD % (n=12)b          

Acid chlorogenic  23,96 ± 0,29 2,40 1,2 1,1 

Scolymosid 4,33 ± 0,05 0,43 1,0 1,1 

Cynarosid 2,63 ± 0,02 0,26 0,9 1,2 

a 
Độ lặp lại trong ngày;       

b 
Độ chính xác trung gian;       
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Bảng 3.29. Độ đúng của quy trình định lượng AC, SCO và CR trong lá Actisô  

Tên hợp chất 
Tỷ lệ phục hồi (n = 9) 

50 % (RSD %) 80 % (RSD %) 100 % (RSD %) TB % 

Acid chlorogenic 102,14 (2,9) 98,58 (3,5) 102,51 (2,9) 101,1  

Scolymosid 100,80 (1,9) 100,46 (3,1) 99,74 (2,7) 100,3 

Cynarosid 96,28 (2,2) 96,95 (1,3) 103,47 (3,7) 98,9 

3.2.2.2. Định lượng đồng thời 4 polyphenol trong cao khô Actisô bằng HPLC-PDA 

a. Khảo sát điều kiện sắc ký 

  

 
Hình 3.15. Sắc ký đồ HPLC định lượng AC, CY, SCO và CR trong cao khô Actisô (Cao BV) 

    

Hình 3.16. Phổ UV của AC, CY, SCO và CR trong hỗn hợp chuẩn 

Các thành phần poyphenol chính được lựa chọn để kiểm nghiệm cao Actisô gồm 

acid chlorogenic (AC), cynarin (CY), scolymosid (SCO) và cynarosid (CR). 

Chương trình pha động đã được khảo sát và lựa chọn cho quy trình định lượng 

325 nm 

Mẫu thử cao Actisô 

Mẫu hỗn hợp chuẩn 

325 nm 

349 nm 

349 nm 

Mẫu hỗn hợp chuẩn 

Mẫu thử cao Actisô 
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đồng thời AC, CY, SCO và CR được thể hiện qua SKĐ phân tích mẫu thử và mẫu chuẩn 

trình bày ở Hình 3.15. Bước sóng (λmax) đã được lựa chọn để định lượng AC là 325 

nm và 349 nm để định lượng SCO và CR (Mục 3.2.2.1). Cynarin (CY) có hình dạng 

phổ UV và 3 đỉnh hấp thu cực đại tương tự AC, do đó CY và AC được định lượng ở 

325 nm (Hình 3.16). Điều kiện sắc ký đã lựa chọn (Bảng 3.30) để định lượng đồng 

thời AC, CY, SCO và CR cho thấy các pic cần định lượng tách hoàn toàn với các tạp 

kế cận, ngoài ra các pic này cũng đạt độ tinh khiết pic. 

Điều kiện sắc ký cho quy trình định lượng đồng thời AC, CY, SCO và CR trong 

cao khô Actisô được đề nghị như sau: 

- Cột SunFire C18 (25 cm × 4,6 mm, 5 µm)  

- Detector PDA: 325 nm (AC, CY); 349 nm (SCO, CR) 

- Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

- Thể tích tiêm: 10 µl 

- Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % 

- Tiến hành sắc ký theo chương trình dung môi như sau: 

Bảng 3.30. Chương trình dung môi định lượng đồng thời AC, CY, SCO và CR trong cao Actisô 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1 % 

(% tt/tt) 

0 8 92 

20 15 75 

21 15 75 

30 30 70 

35 30 70 

36 8 92 

45 8 92 

% tt/tt: % thể tích/thể tích 

b. Khảo sát điều kiện chuẩn bị mẫu cao khô Actisô 

Kết quả khảo sát dung môi, nhiệt độ, thời gian và thể tích dung môi hòa tan cao 

khô Actisô để thu được hàm lượng các chất định lượng tốt nhất được trình bày ở Hình 

3.17. Kết quả cho thấy các dung môi phân cực như nước, ethanol và methanol 20 - 60 

% đều có khả năng hòa tan tốt cao khô Actisô cũng như 4 polyphenol định lượng; 

nhiệt độ siêu âm ở 50 oC hòa tan tốt nhất cả 4 polyphenol mà không làm ảnh hưởng 

đến hàm lượng các chất, trong khi trên 60 oC bắt đầu có sự giảm đáng kể hàm lượng 

AC và CY do các chất này kém bền với nhiệt hơn so với flavonoid (SCO và CR). 
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Thời gian siêu âm 10 phút nhận thấy có thể hòa tan được tối đa hàm lượng các chất, 

từ phút 15 trở đi cho thấy hàm lượng của các polyphenol có xu hướng giảm dần. Do 

đó, thời gian siêu âm hòa tan mẫu được thực hiện ở 10 phút để tránh bị phân hủy các 

chất. Qua khảo sát lượng dung môi hòa tan mẫu (20 mg cao Actisô, cân trong ống ly 

tâm 1,5 ml) cho thấy ở lần hòa tan đầu tiên với 1 ml methanol 40 % cho hiệu suất của 

các pic AC, CY, SCO và CR từ 97,5 - 99,0 %, ở lần hòa tan sau với 1 ml dung môi 

cho các pic có hàm lượng từ 0,98 - 2,24 %. Do đó, cao khô Actisô được hòa tan với 

2 ml dung môi để tiến hành phân tích định lượng 4 hợp chất này bằng HPLC.  

  

 

 

 

  
Hình 3.17. Kết quả khảo sát điều kiện chuẩn bị cao Actisô của quy trình định lượng  

Et: Ethanol; Et20: Ethanol 20 %; Et40: Ethanol 40 %;   Me: Methanol; n.d: Không phát hiện 

Màu đỏ thể hiện điều kiện chiết xuất được lựa chọn 

A (20 mg cao, siêu âm 60 oC, 15 phút, 1 ml dung môi x 1 lần); B (20 mg cao, siêu âm 15 phút, 1 ml Me40 x 1 lần) 

C (20 mg cao, siêu âm 50 oC, 1 ml Me40 x 1 lần); D (20 mg cao, siêu âm 50 oC, 10 phút, 1 ml Me40 x 1, 2, 3 lần) 

Quy trình chuẩn bị mẫu thử: Cân chính xác khoảng 20 mg (cân 5 số lẻ) cao 

khô Actisô cho vào ống eppendorf (1,5 ml), thêm 1 ml methanol 40 % (TT), trộn đều, 

siêu âm 10 phút ở nhiệt độ 40 oC, ly tâm ở tốc độ 12.000 vòng/phút trong 2 phút, 

chuyển dịch chiết vào bình định mức 5 ml. Phần cắn còn lại được chiết tiếp lần 2 với 

1 ml methanol 40 % (TT) tương tự như trên. Gộp chung dịch chiết của 2 lần chiết vào 
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bình định mức 5 ml và điều chỉnh methanol 40 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc 

qua màng lọc PTFE 0,45µm (xem quy trình định lượng ở Phụ lục 35). 

c. Đánh giá quy trình định lượng 

Khảo sát tính phù hợp hệ thống: Mẫu thử cao khô Actisô với 6 lần liên tiếp có 

độ lệch chuẩn tương đối (RSD %) của các thông số sắc ký gồm diện tích pic (S), thời 

gian lưu (tR) không quá 2 %; độ phân giải (Rs > 1,5) và hệ số bất đối có giá trị từ 0,8 

- 1,5 nên quy trình đạt tính phù hợp hệ thống (xem Bảng 3.31, Phụ lục 49). 

Tính đặc hiệu: Kết quả khảo sát tính đặc hiệu cho thấy mẫu trắng không có pic 

của các chất cần định lượng; phổ UV và thời gian lưu (tR) của AC (16,2 phút), CY 

(24,2 phút), SCO (31,1 phút), CR (32,2 phút) trong mẫu thử, mẫu chuẩn và mẫu thử 

thêm chuẩn tương đương nhau; các chất định lượng đều đạt độ tinh khiết pic. Do đó, 

quy trình định lượng có tính đặc hiệu cao (xem Phụ lục 49). 

Khoảng tuyến tính, LOD, LOQ, độ chính xác và độ đúng: Kết quả khảo sát được 

trình bày ở Bảng 3.32, Bảng 3.33, Bảng 3.34, Phụ lục 49. Quy trình định lượng AC, 

CY, SCO, CR trong cao khô Actisô bằng HPLC-PDA có độ lặp lại cao với RSD = 

1,5 - 2,3 %; độ đúng có tỉ lệ phục hồi từ 93,0 - 103,9 % (RSD = 0,78 - 3,72 %).  

Bảng 3.31. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống của quy trình định lượng AC, CY, SCO, CR 

trong cao khô Actisô bằng HPLC - PDA (n = 6) 

 tR (phút) (RSD %) S (μV × s) (RSD %) a Rs As 

MẪU CHUẨN (100 μg/ml) 

A.chlorogenic 16,5 (0,64) 1893752 (1,73) - 1,20 

Cynarin 24,8 (0,82) 1942917 (0,63) 15,0 1,09 

Scolymosid 31,1 (0,76)  835688 (0,62) 13,1 1,10 

Cynarosid 32,4 (0,91) 1203502 (0,29) 4,1 1,15 

MẪU THỬ 

A.chlorogenic 16,2 (0,80) 6105349 (0,27) 5,7 1,11 

Cynarin 24,2 (1,03) 1066846 (0,78) 12,1 0,98 

Scolymosid 31,1 (0,87) 1401178 (0,64) 23,5 1,06 

Cynarosid 32,3 (0,69) 850031 (1,10) 5,5 1,04 

Yêu cầu RSD ≤ 2 RSD ≤ 2 Rs > 1,5 0,8 ≤ As ≤1,5 

 a Độ phân giải của pic định lượng so với pic liền trước  
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Bảng 3.32. Đường tuyến tính, LOD và LOQ của AC, CY, SCO, CR của quy trình định lượng cao 

khô Actisô bằng HPLC-PDA 

Hợp chất 
Phương trình        

hồi quya 
R2 

Khoảng áp dụng 

(μg/ml) 

LOD      

(μg/ml) 

LOQ      

(μg/ml) 

Acid chlorogenic  y = 82344x 0,9994 5 - 300 0,125 0,417 

Cynarin y = 81150 x 0,9994 5 - 300 0,125 0,417 

Scolymosid y = 16857 x 0,9991 5 - 300 0,062 0,206 

Cynarosid y = 22762 x 0,9993 5 - 300 0,031 0,103 

a 
Phương trình hồi quy có tính tương thích (F > F0,05), hệ số b không có ý nghĩa thống kê 

Bảng 3.33. Độ chính xác của quy trình định lượng AC, CY, SCO, CR trong cao Actisô  

Hợp chất 
X  ± SD (n = 6) 

(mg/g) 

Hàm lượng 

(%) 

Độ chính xác 

RSD % (n=6)
a
       RSD % (n=12)b          

Acid chlorogenic  8,69 ± 0,16 0,87 1,88 1,73 

Cynarin 4,77 ± 0,23 0,47 1,57 1,83 

Scolymosid 5,43 ± 0,08 0,54 1,55 2,19 

Cynarosid 3,23 ± 0,05 0,32 1,45 2,26 

a 
Độ lặp lại trong ngày;       

b 
Độ chính xác trung gian;       

Bảng 3.34. Độ đúng của quy trình định lượng AC, CY, SCO và CR trong cao Actisô  

Tên hợp chất 
Tỷ lệ phục hồi (n = 9) 

80 % (RSD %) 100 % (RSD %) 120 % (RSD %) TB % 

Acid chlorogenic 95,80 (1,85) 96,17 (1,39) 98,02 (2,55) 96,66 

Cynarin  93,02 (2,77) 97,60 (2,28) 102,00 (0,78) 97,54 

Scolymosid 103,97 (2,71) 102,76 (1,84) 104,50 (0,82) 101,2 

Cynarosid 103,37 (3,72) 93,94 (2,19) 97,88 (1,99) 101,8 

3.2.2.3. Định lượng đồng thời 12 polyphenol trong cao khô Actisô bằng UPLC-PDA 

a. Khảo sát điều kiện sắc ký 

Định lượng 12 thành phần poyphenol chính trong cao khô Actisô gồm: Acid 1-

caffeoylquinic (1-CQA) (1); 3-CQA (2); acid caffeic (CF) (3); 5-CQA hay acid 

chlorogenic (AC) (4); 4-CQA (5); cynarin (CY) (6); cynarosid (CR) (7); scolymosid 

(SCO) (8); 3,4-diCQA (9); 3,5-diCQA (10); 1,5-diCQA (11) và 4,5-diCQA (12). Các 

chất chuẩn sử dụng cho phương pháp định lượng gồm 8 chuẩn, trong đó có 3 chất 

chuẩn (AC, CY và CR) đã được thiết lập chất đối chiếu, 5 chuẩn còn lại được xác 

định độ tinh khiết bằng HPLC-PDA (Phụ lục 50). Do các hợp chất 3-CQA; 4-CQA 

phân lập có khối lượng ít và 3,4-diCQA; 3,5-diCQA có độ tinh khiết chưa cao nên 

các thành phần này trong mẫu thử được tính hàm lượng dựa theo chất đối chiếu có 
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cấu trúc và phổ UV tương đồng. Cụ thể, hàm lượng của các mono-CQA (3-CQA và 

4-CQA) được tính theo acid chlorogenic; các di-CQA (3,4-diCQA và 3,5-diCQA) 

được tính theo cynarin.  

Xác định 12 hợp chất polyphenol cần định lượng trong mẫu thử như sau:  

- 8 hợp chất 1-CQA, acid caffeic, acid chlorogenic, cynarin, cynarosid, scolymosid, 

1,5-diCQA và 4,5-diCQA trong mẫu thử được xác định dựa vào việc tiến hành 

khảo sát độ chọn lọc để so sánh thời gian lưu và phổ UV với chất đối chiếu. Kết 

quả được trình bày ở Bảng 3.37, Hình 3.18 và Phụ lục 50. 

- Các chất 3-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA trong mẫu thử được xác định 

dựa vào kết quả phân lập các hợp chất này từ cao Bu và cao EA (ở Mục 3.1.1). 

Hơn nữa, dựa vào trình tự rửa giải của các mono-CQA lần lượt là 1-CQA, 3-CQA, 

5-CQA, 4-CQA và các di-CQA (1,3-diCQA; 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 1,5-

diCQA; 4,5-diCQA) cũng phù hợp với nhiều nghiên cứu trên thế giới 7,8,53,89,143,182. 

Khảo sát bước sóng định lượng: Đối với các mono-CQA và di-CQA có đỉnh hấp 

thu cực đại tại các bước sóng được trình bày ở Hình 3.19 và Bảng 3.35, trong đó tại 

bước sóng 321-328 nm, các chất này đều có độ hấp thụ cao nhất và không bị ảnh 

hưởng bởi đường nền. Vì vậy, chọn bước sóng 325 nm làm bước sóng phát hiện đồng 

thời các acid mono-CQA và di-CQA. Đối với 2 flavonoid (CR và SCO) có hình dạng 

phổ UV giống nhau và có 3 đỉnh hấp thu cực đại tại 205,8 và 348 nm nên chọn 348 

nm là bước sóng định lượng đồng thời CR và SCO. Kết luận: Chọn bước sóng 325 

nm để định lượng các acid mono-CQA (1-CQA, 3-CQA, AC, 4-CQA, CF) và di-

CQA (CY; 3,4-diCQA, 3,5-diCQA; 1,5-diCQA; 4,5-diCQA). Bước sóng 349 nm để 

định lượng 2 flavonoid (CR và SCO). 

Khảo sát chương trình triển khai sắc ký: Pha động đã được khảo sát và lựa chọn 

cho quy trình định lượng đồng thời 12 polyphenol được thể hiện qua SKĐ phân tích 

mẫu thử và mẫu chuẩn trình bày ở Hình 3.18. Điều kiện sắc ký của UPLC đã lựa chọn 

(Bảng 3.36) để định lượng đồng thời 12 polyphenol trong cao khô Actisô cho thấy 

các pic cần định lượng tách hoàn toàn với các pic kế cận và các pic này cũng đạt độ 

tinh khiết pic (xem Phụ lục 50). 
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Hình 3.18. Sắc ký đồ UPLC-PDA định lượng 12 hợp chất polyphenol trong cao khô Actisô 

    

    

Hình 3.19. Phổ UV của 8 polyphenol trong hỗn hợp chuẩn 

Ghi chú: CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); CY (cynarin); 

CR (cynarosid); SCO (scolymosid) 

Bảng 3.35. Giá trị độ hấp thụ cực đại (λmax) của 8 chất đối chiếu 

λmax 1-CQA CF AC CY CR SCO 1,5-diCQA 4,5-diCQA 

λmax1 217,5 217,5 217,5 216,4 205,8 205,8 217,5 217,5 

λmax2 - - - 241,2 254,2 254,2 241,2 242,4 

λmax3 326,9 322,1 324,5 320,9 347,9 347,9 328,1 326,9 

Do đó, điều kiện sắc ký UPLC-PDA cho quy trình định lượng đồng thời 12 

325 nm Mẫu thử cao Actisô 

Mẫu hỗn hợp chuẩn 325 nm 

349 nm 

349 nm Mẫu hỗn hợp chuẩn 

Mẫu thử cao Actisô 
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polyphenol trong cao khô Actisô được đề nghị như sau: 

- Cột ThermoFisher C18 (10 cm × 2,1 mm; 2,6 µm)  

- Detector PDA: 325 nm (mono-CQA và di-CQA); 349 nm (SCO, CR) 

- Tốc độ dòng: 0,8 ml/phút 

- Thể tích tiêm: 5 µl 

- Nhiệt độ cột: 35 oC 

- Pha động: Acetonitril (ACN) - acid trifluoroacetic (TFA) 0,1 % 

- Tiến hành sắc ký theo chương trình dung môi như sau: 

Bảng 3.36. Chương trình dung môi định lượng đồng thời 12 polyphenol trong cao Actisô 

Thời gian 

(phút) 

ACN 

(% tt/tt) 

TFA 0,1% 

(% tt/tt) 

0 0 100 

20 3 97 

22 3 97 

25 10 90 

27 10 90 

29,5 12 88 

32 12 88 

34 15 85 

38 15 85 

39 90 10 

42 90 10 

43 0 100 

50 0 100 

b. Khảo sát điều kiện chuẩn bị mẫu cao khô Actisô: 

 Cao khô Actisô đã được khảo sát độ hòa tan ở Mục 2.2.4.1. Qua SKĐ của UPLC 

phân tích cắn sau khi được hòa tan lần 3 với 1 ml methanol 40 % cho thấy 12 pic của 

polyphenol định lượng có hàm lượng không đáng kể hoặc không phát hiện. Do vậy, 

phương pháp chuẩn bị mẫu thử của cao khô Actisô của quy trình định lượng bằng 

HPLC và UPLC tương tự nhau. 

Quy trình chuẩn bị mẫu thử được đề nghị như sau: Cân chính xác khoảng 

20 mg (cân 5 số lẻ) cao khô Actisô cho vào ống eppendorf (1,5 ml), thêm 1 ml 

methanol 40 % (TT), trộn đều, siêu âm 10 phút ở nhiệt độ 40 oC, ly tâm ở tốc độ 

12.000 vòng/phút trong 2 phút, chuyển dịch chiết vào bình định mức 5 ml. Phần cắn 

còn lại được chiết tiếp lần 2 với 1 ml methanol 40 % (TT) tương tự như trên. Gộp 

chung dịch chiết của 2 lần chiết vào bình định mức 5 ml và điều chỉnh bằng methanol 
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40 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc PTFE 0,22 µm (xem quy trình 

định lượng ở Phụ lục 50). 

c. Đánh giá quy trình định lượng 

Khảo sát tính phù hợp hệ thống: Khi tiêm mẫu thử cao khô Actisô 6 lần liên 

tiếp, kết quả có độ lệch chuẩn tương đối (RSD %) của các thông số sắc ký gồm diện 

tích pic (S), thời gian lưu (tR) không quá 2 %; độ phân giải (Rs > 1,5) và hệ số bất đối 

có giá trị từ 1,0 - 1,4 nên quy trình đạt tính phù hợp hệ thống (Bảng 3.37, Phụ lục 50). 

Bảng 3.37. Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống của quy trình định lượng 12 polyphenol 

trong cao khô Actisô bằng UPLC - PDA (n = 6) 

STT Tên chất tR (phút) (RSD %) S (μV × s) (RSD %) a Rs As 

MẪU THỬ 

1 1-CQA 4,09 (0,85) 46485 (0,26) 1,6 1,17 

2 3-CQA 6,35 (1,17) 1259407 (0,16) 8,4 1,27 

3 CF 10,79 (0,99) 117937 (0,90) 13,3 1,08 

4 AC 17,48 (0,64) 1645049 (0,29) 1,7 1,39 

5 4-CQA 18,65 (0,61) 1328070 (0,24) 3,3 1,31 

6 CY 26,16 (0,12) 763895 (0,12) 2,8 1,12 

7 CR 31,21 (0,19) 191058 (0,21) 37,1 1,08 

8 SCO 31,85 (0,19) 294700 (0,23) 3,4 1,08 

9 3,4-diCQA 32,93 (0,20) 491672 (0,31) 4,1 1,07 

10 3,5-diCQA 33,87 (0,14) 243745 (0,35) 4,8 1,04 

11 1,5-diCQA 34,35 (0,12) 128857 (0,14) 2,9 1,00 

12 4,5-diCQA 36,31 (0,13) 571698 (0,18) 10,4 1,11 

Yêu cầu RSD ≤ 2 RSD ≤ 2 Rs > 1,5 0,8 ≤ As ≤1,5 

 a Độ phân giải của pic định lượng so với pic liền trước  

Tính đặc hiệu: Kết quả khảo sát tính đặc hiệu cho thấy mẫu trắng không có pic 

của các chất cần định lượng; phổ UV và thời gian lưu (tR) của 12 polyphenol định 

lượng trong mẫu thử, mẫu chuẩn và mẫu thử thêm chuẩn tương đương nhau; các chất 

định lượng đều đạt độ tinh khiết pic (xem Phụ lục 50). Do đó, quy trình định lượng 

có tính đặc hiệu cao. Tên và thời gian lưu của 12 hợp chất polyphenol trong mẫu thử 

đã được xác định (xem Bảng 3.37). 

Khoảng tuyến tính, LOD, LOQ, độ chính xác và độ đúng: Kết quả khảo sát được 

trình bày ở Bảng 3.38, Bảng 3.40, Bảng 3.39, Phụ lục 50). Quy trình định lượng 12 

polyphenol trong cao khô Actisô bằng UPLC-PDA đã xây dựng có độ lặp lại trong ngày 
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cao với RSD % từ 0,57 - 1,17 %; độ chính xác trung gian có RSD = 0,90 - 2,51 %; độ đúng 

của phương pháp có tỉ lệ phục hồi của 8 CĐC từ 90,0 - 106,3 % (RSD = 0,39 - 2,53 %).  

Bảng 3.38. Đường tuyến tính, LOD và LOQ của 8 chất đối chiếu của quy trình định lượng cao 

khô Actisô bằng UPLC-PDA 

Hợp chất 
Phương trình        

hồi quya 
R2 

Khoảng áp dụng 

(μg/ml) 

LOD      

(μg/ml) 

LOQ      

(μg/ml) 

1-CQA  y = 13433 x 0,9999 1 - 500 0,125 0,412 

CF y = 25533 x 0,9998 1 - 500 0,125 0,412 

AC y = 17659 x 0,9999 1 - 500 0,125 0,412 

CY y = 17657 x 0,9998 1 - 500 0,050 0,165 

CR y = 16497 x 0,9999 1 - 500 0,0625 0,206 

SCO y = 12151 x 0,9998 1 - 500 0,0625 0,206 

1,5-diCQA y = 22109 x 0,9999 1 - 500 0,0625 0,206 

4,5-diCQA y = 20950 x 0,9999 1 - 500 0,0625 0,206 

a 
Phương trình hồi quy có tính tương thích (F > F0,05), hệ số b không có ý nghĩa thống kê 

Bảng 3.39. Độ chính xác của quy trình định lượng 12 polyphenol trong cao Actisô  

STT Hợp chất X  ± SD (n = 6) 

(mg/g) 

Hàm lượng 

(%) 

Độ chính xác 

RSD % (n=6)
d
       RSD % (n=12)e          

1 1-CQA 8,902 ± 0,02 0,089 0,70 0,91 

2 3-CQA 18,261 ± 0,41 1,826a 0,78 1,20 

3 CF 12,803 ± 0,03 0,128 0,84 2,01 

4 AC 23,972 ± 0,58 2,397 0,96 1,24 

5 4-CQA 19,384 ± 0,03 1,938b 0,62 1,05 

6 CY 10,57 ± 0,20 1,057 0,76 1,27 

7 CR 4,253 ± 0,13 0,425 1,16 2,38 

8 SCO 8,374 ± 0,22 0,837 1,09 1,59 

9 3,4-diCQAc 6,930 ± 1,03 0,693c 0,62 1,60 

10 3,5-diCQAc 3,331 ± 0,05 0,333c 0,71 1,22 

11 1,5-diCQA 1,423 ± 0,03 0,142 0,90 1,24 

12 4,5-diCQA 6,890 ± 0,15 0,689 0,83 1,36 

aTính theo 1-CQA; bTính theo AC;  cTính theo 1,5-diCQA; 
d
Độ lặp lại trong ngày; 

e
Độ chính xác trung gian;       

Bảng 3.40. Độ đúng của quy trình định lượng 8 polyphenol trong cao Actisô  

Tỉ lệ 

thêm vào  

Tỷ lệ phục hồi (n = 9) 

1-CQA CF AC CY CR SCO 1,5-diCQA 4,5-diCQA 

80 % 

(RSD %) 

90,02 

(0,51) 

103,07 

(0,63) 

94,75 

(0,59) 

95,61 

(1,21) 

91,40 

(2,78) 

102,81 

(0,51) 

94,88 

(1,17) 

91,74 

(1,87) 

100 % 

(RSD %) 

95,22 

(0,67) 

106,34 

(0,46) 

91,94 

(0,88) 

96,12 

(1,10) 

94,40 

(1,83) 

103,57 

(0,87) 

97,90 

(0,68) 

95,26 

(1,33) 

120 % 

(RSD %) 

100,41 

(2,53) 

106,11 

(0,91) 

93,49 

(1,28) 

95,66 

(0,39) 

95,09 

(1,75) 

105,07 

(1,70) 

101,07 

(0,60) 

92,59 

(0,73) 

TB % 95,13 105,17 93,39 95,79 93,63 103,82 97,95 93,19 
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3.2.3. Nghiên cứu động thái tích lũy 

3.2.3.1. So sánh thành phần hoạt chất trong các cao chiết của 2 giống Actisô 

Lá tươi và lá khô Actisô gồm giống xanh (AX) và giống tím (AT) được xử lý 

và chiết xuất theo quy trình ở Mục 2.2.2.3b (Thông tin độ ẩm, khối lượng và hiệu suất 

của cao chiết được trình bày ở Phụ lục 56). Các cao chiết này được tiến hành định 

lượng đồng thời 12 hợp chất polyphenol theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.3. 

Kết quả được trình bày ở Bảng 3.42 và Hình 3.20. 

 

 
Hình 3.20. Biểu đồ so sánh hàm lượng polyphenol của cao chiết 2 giống lá Actisô ở Đà Lạt 

Ghi chú: Các cột có kí tự khác nhau thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05; Tukey) 

Nhìn chung giống AX và AT có thành phần polyphenol tương đối giống nhau, 

khác nhau về tỉ lệ của một số thành phần như CY, AC và 4,5-diCQA tùy thuộc vào 

dung môi chiết xuất. Ở cao chiết cồn chủ yếu có các thành phần gồm AC (3,64 - 4,10 

%) và các di-CQA (0,72 - 0,96 %), trong khi đó ở cao chiết nước có các thành phần 

chủ yếu là CY (0,56 - 3,52 %) và các mono-CQA (0,11 - 3,69 %). Flavonoid (CR và 

SCO) có hàm lượng tương đương ở cả 2 giống, và ở cao cồn có flavonoid cao hơn so 

với cao nước. Ngoài ra, ở cao nước lá Actisô tươi, các thành phần khác biệt chủ yếu 

ở 2 giống là AC, CY và 4,5-diCQA, trong đó giống AX có hàm lượng CY cao hơn 
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đáng kể, ngược lại giống AT có AC và 4,5-diCQA cao hơn giống AX. Tổng 

polyphenol của cao chiết AX tương đương hoặc hơi cao hơn so AT ở cao chiết nước. 

Đối với cao cồn, các thành phần polyphenol tương đối giống nhau ở cả 2 giống, trong 

đó giống AT có hàm lượng polyphenol hơi cao hơn so với giống AX (xem Hình 3.20).  

3.2.3.2. So sánh thành phần hoạt chất trong các cao chiết từ các bộ phận của cây 

Kết quả phân tích hàm lượng 12 thành phần polyphenol trong các bộ phận dùng 

(BPD) gồm rễ, thân, lá, gân và hoa Actisô trong các cao chiết nước và cồn cho thấy 

thân và lá có nhiều polyphenol nhất, bao gồm các polyphenol chính như acid AC, 

CY, CR và SCO,...Các bộ phận khác như rễ, gân lá và hoa có hàm lượng polyphenol 

rất thấp từ 0,00 - 0,43 %. Phương pháp chuẩn bị cao chiết cồn 96 % và nước được 

trình bày ở Mục 2.2.2.3, kết quả xem ở Bảng 3.42 và Bảng 3.41. 

Bằng việc tổng hợp toàn bộ dữ liệu thu thập được. Bản đồ Heat map mang đến 

cái nhìn tổng quát về hàm lượng từng polyphenol trong các bộ phận dùng khác nhau 

của cây Actisô trong các dung môi chiết nước và cồn (Hình 3.21).  

 
Hình 3.21. Bản đồ heat map biểu diễn hàm lượng polyphenol trong các cao chiết của các bộ 

phận khác nhau của cây Actisô giống xanh và giống tím 

Chú thích: BPD (G- gân; H- hoa; L - lá khô; R- rễ; T- thân; LT - lá tươi) - Dung môi chiết xuất 

(H2O - nước; 96 - ethanol 96 %). Ví dụ: G.96 (gân lá - cao chiết ethanol 96 %).  
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Bảng 3.41. So sánh hàm lượng % polyphenol trong cao nước và ethanol 96 % 

Thành phần Cao cồn 96 % Cao nước 

Cynarin (1,3-diCQA) Thân* (0,46-0,70)a Lá tươi** (0,56-3,52); thân*** (1,48-5,02) 

Acid chlorogenic Lá khô*** (3,64-4,10) Lá tươi** (1,71-3,69) 

Flavonoid (SCO và CR) Lá khô*** (1,87-2,36) Lá khô** (1,11-1,56) 

1,5-diCQA Thân*** (1,13-7,71) < 0,3 

Tổng mono-CQA Lá khô* (3,82-4,24) Lá tươi*** (5,60-9,51) 

Tổng di-CQA Thân*** (9,99-11,25) Thân** (3,35-7,19) 

Polyphenol toàn phần 
Lá khô** (7,20-9,96); 

thân*** (11,91-12,86) 
Lá tươi*** (8,4-13,51); thân* (5,94-8,72) 

DPPH Thân** Lá tươi***; lá khô*; thân** 

MDA Thân*** Lá tươi***; lá khô**; thân** 

Kết quả thử nghiệm HTCO của các cao chiết được trình bày ở Mục 3.3.2 (xem Bảng 3.42) 

Số lượng (*) càng nhiều thể hiện hàm lượng càng cao hay HTCO càng mạnh 

aBPD (hàm lượng %); bBPD (IC50 μg/ml) 

Ứng dụng mô hình phân tích đa biến bằng phương pháp bình phương tối thiểu 

từng phần PLS-DA (partial least-squares discriminant analysis) cho thấy sự khác 

nhau rõ rệt giữa cao nước lá tươi và cao cồn 96 % và phân tích dự đoán điểm quan 

trọng của biến - VIP scores (Variable importance in projection scores). Trong đó, 

thành phần hợp chất có sự khác biệt nhiều nhất giữa các bộ phận dùng của Actisô (cả 

2 giống) trong cao chiết cồn 96 % là 1,5-diCQA, trong khi cao chiết nước là cynarin 

(1,3-diCQA) (Hình 3.22). 

   

             Cao nước: Cynarin (CY)       Cao cồn: 1,5-diCQA 

Hình 3.22. Phân tích VIP score các polyphenol trong các bộ phận cây Actisô giống xanh 
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Bảng 3.42. Hàm lượng của các hợp chất polyphenol và kết quả thử nghiệm DPPH và MDA (TB ± SD, n = 3) của các cao chiết Actisô 

Mẫu cao 

chiết 

 Hàm lượng (TB ± SD, n = 3) (%) IC50 (µg/ml) 

1-CQA 3-CQA CF AC 4-CQA CY SCO CR 
1,5-

diCQA 

3,4-

diCQA 

3,5-

diCQA 

4,5-

diCQA 
Tổng DPPH MDA 

Cao 

nước 

X.LT 0,27±0,014 2,39±0,024 n.d 2,04±0,02 3,62±0,008 3,52±0,001 0,70±0,006 0,48±0,005 0,10±0,001 0,08±0,002 0,07±0,002 0,29±0,007 13,51±0,06 13,27±0,08 119,83±3,90 

X.L 0,19±0,002 0,50±0,004 n.d 1,27±0,007 0,58±0,009 0,51±0,005 0,52±0,006 0,59±0,006 0,31±0,002 0,27±0,004 0,15±0,004 0,46±0,005 5,36±0,027 21,91±0,30 114,00±2,79 

X.G 0,05±0,001 0,10±0,000 n.d 0,37±0,001 0,11±0,000 0,08±0,000 0,02±0,000 0,01±0,001 0,09±0,001 0,09±0,000 0,03±0,000 0,08±0,001 1,03±0,004 62,76±0,77 580,04±18,03 

X.T 0,27±0,009 0,29±0,013 n.d 0,59±0,03 0,37±0,023 5,02±0,353 n.d n.d 1,15±0,096 0,10±0,002 0,36±0,001 0,56±0,018 8,72±0,463 17,91±0,47 122,97±3,04 

X.R 0,11±0,001 0,13±0,001 n.d 0,28±0,002 0,14±0,01 1,13±0,01 n.d n.d 0,64±0,007 n.d n.d 0,22±0,018 2,65±0,017 35,22±0,34 360,32±10,10 

X.H 0,05±0,002 0,07±0,001 n.d 0,09±0,002 0,06±0,001 0,08±0,002 0,01±0,000 0,01±0,000 0,03±0,002 n.d 0,02±0,001 0,11±0,008 0,52±0,013 224,25±4,35 1192,22±60,95 

X.CNC 0,64±0,018 1,64±0,044 n.d 2,33±0,062 1,71±0,053 2,61±0,075 0,70±0,017 0,60±0,016 0,54±0,014 0,27±0,003 0,24±0,003 0,24±0,007 11,51±0,299 20,05±1,05 434,48±9,26 

T.LT 0,11±0,011 2,39±0,033 n.d 3,32±0,042 3,69±0,041 0,56±0,006 0,78±0,006 0,43±0,004 0,05±0,000 0,06±0,002 0,32±0,004 1,23±0,021 12,95±0,085 16,71±0,28  135,59±2,93 

T.L 0,06±0,002 0,44±0,031 n.d 1,02±0,033 0,58±0,017 0,15±0,006 1,11±0,045 0,45±0,016 0,08±0,003 0,06±0,002 0,06±0,002 0,27±0,014 4,29±0,150 30,80±0,23 227,78±4,76 

T.G 0,06±0,001 0,14±0,002 n.d 0,38±0,005 0,14±0,002 0,03±0,001 0,03±0,001 0,01±0,000 0,06±0,001 0,06±0,002 0,02±0,001 0,09±0,001 1,02±0,010 70,62±1,63 709,32±12,56 

T.T 0,18±0,003 1,12±0,029 n.d 0,80±0,006 0,49±0,014 1,48±0,011 n.d n.d 0,24±0,001 0,24±0,004 0,46±0,006 0,93±0,004 5,94±0,041 19,43±0,127 161,90±7,31 

T.R 0,03±0,004 0,11±0,006 n.d 0,16±0,003 0,09±0,001 0,14±0,004 n.d n.d 0,07±0,005 0,06±0,001 0,13±0,002 0,22±0,011 1,00±0,012 84,92±0,446 603,03±12,59 

T.H 0,07±0,010 0,12±0,001 n.d 0,19±0,003 0,11±0,003 0,17±0,002 0,04±0,001 0,03±0,000 0,08±0,001 0,06±0,002 0,02±0,000 0,08±0,001 0,96±0,011 129,94±1,786 625,58±9,72 

T.CNC 0,08±0,001 1,63±0,09 n.d 2,13±0,011 1,76±0,012 0,67±0,003 0,67±0,003 0,33±0,002 0,11±0,002 0,09±0,003 0,44±0,009 0,51±0,003 8,40±0,047 29,78±0,27 671,36±16,34 

Cao 

EtOH 

X.L96 0,06±0,001 0,05±0,002 n.d 3,64±0,027 0,07±0,003 0,03±0,002 0,89±0,017 0,98±0,015 0,70±0,004 n.d n.d 0,78±0,018 7,20±0,085 44,18±0,061 712,18±21,65 

X.G96 0,04±0,001 0,01±0,001 n.d 0,16±0,002 0,01±0,000 0,01±0,000 0,02±0,001 0,01±0,001 0,17±0,003 0,84±0,018 0,81±0,018 0,05±0,001 2,13±0,029 92,89±5,259 1644,02±55,61 

X.T96 0,20±0,002 0,06±0,001 n.d 1,28±0,011 0,08±0,001 0,70±0,005 n.d n.d 7,71±0,038 0,97±0,024 0,91±0,024 0,96±0,009 12,86±0,067 15,06±0,132 75,02±3,47 

X.R96 0,13±0,003 0,04±0,001 n.d 0,67±0,03 0,04±0,002 0,18±0,002 n.d n.d 3,06±0,219 n.d n.d 0,51±0,005 4,63±0,260 27,11±0,569 259,03±3,80 

X.H96 0,07±0,003 0,03±0,003 n.d 0,58±0,023 0,04±0,004 0,03±0,001 0,03±0,004 0,05±0,002 0,61±0,029 0,50±0,012 0,11±0,002 0,07±0,002 2,11±0,021 134,21±1,288 1689,92±52,69 

X.L40 0,15±0,003 0,30±0,007 n.d 1,66±0,037 0,32±0,008 0,21±0,005 0,77±0,015 0,98±0,018 0,48±0,009 0,42±0,011 0,15±0,002 0,48±0,009 5,93±0,094 26,89±0,248 287,30±10,76 

T.L96 0,03±0,000 0,05±0,001 n.d 4,10±0,038 0,07±0,002 0,04±0,001 1,40±0,023 0,96±0,015 0,84±0,016 0,79±0,021 0,72±0,005 0,95±0,016 9,96±0,047 34,24±1,042 662,26±14,55 

T.G96 0,02±0,000 0,02±0,000 n.d 0,16±0,002 0,01±0,000 n.d 0,05±0,001 0,02±0,001 0,08±0,001 0,08±0,002 0,007±0,003 0,05±0,001 0,56±0,002 149,95±2,282 1764,38±22,67 

T.T96 0,13±0,001 0,23±0,002 n.d 1,32±0,009 0,24±0,002 0,46±0,003 n.d n.d 1,13±0,007 5,43±0,018 0,93±0,002 2,04±0,017 11,91±0,041 18,04±0,285 178,92±6,20 

T.R96 0,07±0,004 0,07±0,006 n.d 0,37±0,012 0,05±0,005 0,04±0,001 n.d n.d 0,24±0,007 0,21±0,002 0,38±0,01 0,55±0,014 1,98±0,026 60,29±0,857 618,73±9,89 

T.H96 0,03±0,004 0,02±0,004 n.d 0,44±0,009 0,44±0,015 0,02±0,001 0,02±0,001 0,07±0,002 0,60±0,001 0,47±0,001 0,19±0,001 0,10±0,003 1,97±0,04 118,31±1,310 1275,23±34,99 

T.L40 0,07±0,001 0,28±0,011 n.d 1,95±0,032 0,32±0,006 0,09±0,002 1,08±0,027 0,70±0,016 0,31±0,010 0,20±0,002 0,15±0,002 0,65±0,02 5,80±0,109 27,48±1,152 341,43±14,32 

-  n.d: Không phát hiện được; Giống xanh (X) hoặc tím (T) - BPD (G- gân; H- hoa; L - lá; R- rễ; T- thân; LT - lá tươi; LK - lá khô) - Dung môi chiết xuất (H2O -nước; 96 

ethanol 96 %). Ví dụ: XG.96 (Giống xanh - gân - cao chiết ethanol 96 %). X.CNC và T.CNC (Cao nghiên cứu giống xanh và tím). Độ ẩm cao xem ở Phụ lục 56 

-  CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); CY (Cynarin); SCO (scolymosid); CR (cynarosid)
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Hình 3.23. SKĐ phân tích các thành phần trong cao nước của Actisô (2 giống) 

Ghi chú: CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); CY (Cynarin);                  

SCO (scolymosid); CR (cynarosid) 

3.2.3.3. Đánh giá hoạt chất tích lũy theo thời gian thu hái trong năm 

Acid chlorogenic (AC) và cynarin (CY) được chọn là đối tượng để đánh giá 

hàm lượng tích lũy theo thời gian thu hái của chúng trong lá khô và cao Actisô (giống 

xanh). Lá Actisô tươi được thu hái, xử lý và phơi khô theo quy trình xử lý lá khô đã 

khảo sát ở Mục 2.2.3, phần còn lại được xử lý và chiết xuất cao đặc theo quy trình ở 

Mục 2.2.3 và tiến hành định lượng bằng HPLC-PDA (xem Mục 3.2.2.1). Kết quả được 

trình bày ở Bảng 3.43. 

Kết quả cho thấy AC trong lá Actisô có hàm lượng từ 1,17 - 4,94 % và CY trong 

cao Actisô là 1,34 - 3,58 %.  Trong đó, hàm lượng AC và CY tích lũy cao nhất vào 

tháng 10 - 12 (AC = 4,22 - 4,94 %; CY = 3,1 - 3,58 %) và hàm lượng thấp nhất vào 

tháng 9, 4, 5 (AC = 1,17 - 1,24 %; CY = 1,34 - 1,57 %). 

Giống xanh Giống tím 
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Bảng 3.43. Hàm lượng tích lũy của AC và CY theo thời gian thu hoạch năm 2016-2017 

Tháng 
Nhiệt độ# 

(oC) 

Số giờ nắng# 

(giờ) 

Lượng 

mưa# (mm) 

Hàm lượng % (TB±SD, n=3) 

AC** CY## 

Th.6* 19,3 152 226 1,67g ± 0,02 2,05g ± 0,03 

Th.7 19,0 140 209 2,64e ± 0,05 2,56d,e ± 0,03 

Th.8 19,3 150 83 2,74e ± 0,04  2,67c,d ± 0,03 

Th.9 18,6 98 499 1,21h ± 0,09 1,42i ± 0,04 

Th.10 18,5 194 377 4,70b ± 0,12 3,10b ± 0,06 

Th.11 18,5 203 116 4,22c ± 0,06 3,08b ± 0,06 

Th.12 17,4 231 174 4,94a ± 0,13 3,58a ± 0,04 

Th.1 17,1 143 13 2,01f ± 0,04 2,53e,f ± 0,04 

Th.2 16,8 205 37 3,39d ± 0,05 2,42f ± 0,04 

Th.3 18,5 224 25 3,52d ± 0,05 2,75c ± 0,06 

Th.4 19,0 170 205 1,24h ± 0,03 1,34i ± 0,02 

Th.5 20,4 161 259 1,17h ± 0,02 1,57h ± 0,04 

# Đo tại trạm quan trắc Đà lạt 157; *tháng thu hoạch đầu tiên 

**AC: Hàm lượng % trong lá Actisô khô; ## CY: Hàm lượng % trong cao đặc Actisô  

Các giá trị hàm lượng có kí tự theo sau khác nhau thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (Tukey, p<0,05) 

3.2.4. Định lượng các chế phẩm 

3.2.4.1. Định lượng các chế phẩm từ lá trà khô Actisô 

Bảng 3.44. Kết quả hàm lượng % 4 polyphenol chính của chế phẩm trà túi lọc trên thị trường 

Hàm 

lượng 

% 

Chế phẩm trà túi lọc (n = 3) 

Tr1 Tr2 Tr3 Tr4 Tr5 Tr6 Tr7 Tr8 Tr9 Tr10 X.LNC T.LNC 

AC 0,121 0,05 0,042 0,040 0,559 0,120 0,026 0,040 0,013 0,093 2,540 4,320 

CY n.d n.d n.d n.d n.d 0,011 n.d n.d n.d n.d 0,070 n.d 

SCO n.d n.d n.d n.d 0,459 0,070 n.d n.d n.d 0,010 0,540 0,710 

CR n.d n.d n.d n.d 0,315 0,050 n.d n.d n.d 0,015 0,320 0,520 

Tổng 0,121 0,005 0,042 0,040 1,333 0,251 0,026 0,040 0,013 0,118 3,870 5,550 

Tr: Trà túi lọc Actisô, thành phần trà và độ ẩm được trình bày ở Phụ lục 52 

LNC: Lá Acitsô nghiên cứu (Giống xanh – X.LNC và giống tím – T.LNC) được xử lý ở điều kiện thích hợp 

(xem Mục 3.2.4.1).    

n.d: Non-detected (Không phát hiện) 

 
Hình 3.24. Hàm lượng % của 4 polyphenol chính của chế phẩm trà Actisô trên thị trường 
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10 chế phẩm trà túi lọc Actisô có thành phần khác nhau (lá, rễ, thân, hoa, có 

hoặc không có dược liệu khác) (xem Phụ lục 52) được so sánh hàm lượng AC, CY, 

SCO và CR theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.1 và Mục 2.2.2.4, kết quả được 

trình bày ở Bảng 3.44 và Hình 3.24. Hàm lượng của các polyphenol chính trong các 

chế phẩm từ Actisô bao gồm: AC (0,013 - 4,32 %), CY (0,00 - 0,47 %), SCO (0,00 - 

0,71 %) và CR (0,00 - 0,52 %). Tổng 4 polyphenol chính trong các chế phẩm có hàm 

lượng từ 0,005 - 5,550. Trong đó, các lá Actisô của đề tài nghiên cứu (X.LNC và 

T.LNC) có hàm lượng cả 4 polyphenol cao nhất gồm AC (2,54 - 4,32 %), CY (0,00 

- 0,07 %); SCO (0,54 - 0,71 %), CR (0,32 - 0,52 %), tổng 4 polyphenol (3,87 - 5,55 %).  

3.2.4.2. Định lượng các chế phẩm từ cao chiết Actisô 

Tám chế phẩm từ cao chiết Actisô của nước ngoài (Mỹ, Pháp, Đức – xem thông 

tin chế phẩm ở Phụ lục 53) (N.CP1 - 8) và 6 chế phẩm của Việt Nam (V.CP9 - 14), 

so sánh với 3 chế phẩm nghiên cứu (NC.CP17 - 19) (xem Mục 3.5) được tiến hành 

so sánh hàm lượng 12 polyphenol theo quy trình định lượng đã xây dựng ở Mục 

3.2.2.3. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.45. 

 Nhìn chung, các mono-CQA (0,04 - 7,14 %) là thành phần chiếm chủ yếu trong 

cao chiết Actisô (nguyên liệu sản xuất chế phẩm), kế đến là di-CQA (0,02 - 3,58 %) 

và sau cùng là các flavonoid (0,02 - 1,87 %) (ngoại trừ 3 chế phẩm của nước ngoài là 

N.CP2, 4 và 8 có hàm lượng flavonoid cao hơn di-CQA). Thành phần chiếm tỉ lệ cao 

nhất trong các mono-CQA là acid chlorogenic có hàm lượng từ 0,01 - 2,73 %. Thành 

phần chủ yếu trong các di-CQA là cynarin (0,01 - 2,61 %); trong flavonoid là 

scolymosid (0,06 - 1,1 %) và cynarosid (0,009 - 1,32 %). Hàm lượng % của các 

polyphenol trong các chế phẩm được so sánh ở Hình 3.25. 

So sánh hàm lượng của tổng các polyphenol trong nguyên liệu của chế phẩm, 

hàm lượng của tổng các dẫn xuất CQA (TCQ) gồm [4 dẫn xuất mono-CQA (1-CQA; 

3-CQA; AC; 4-CQA) và 5 di-CQA (CY; 1,5-diCQA; 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 4,5-

diCQA)] và tổng polyphenol (TPC) (gồm 12 thành phần polyphenol định lượng) có 

sự tương quan với nhau, TPC chỉ cao hơn TCQ từ 0,2 - 2,0 % vì các dẫn xuất CQA 

(gồm mono-CQA và di-CQA) là thành phần polyphenol chính trong cao chiết ALE. 
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Các chế phẩm có hàm lượng TCQ từ 0,08 - 10,71 % và 0,13 - 12,59 % TPC, tương 

ứng với 0,37 - 27,29 mg TCQ và 0,17 - 32,96 mg trong 1 đơn vị chế phẩm. Trong đó, 

6/8 chế phẩm nước ngoài (N.CP1, 3-7) có hàm lượng TCQ và TPC cao (4,66 - 32,96 

mg), và 2 chế phẩm (N.CP2 và 8) có hàm lượng khá thấp 0,37 - 0,46 mg/viên. Đối 

với 6 chế phẩm trong nước được khảo sát, chỉ có 1 chế phẩm (V.CP14) có hàm lượng 

TCQ và TPC từ 5,83 - 6,49 mg/viên, các chế phẩm còn lại có hàm lượng khá thấp từ 

2,62 - 3,37 mg (V.CP10, 11, 13) và rất thấp chỉ từ 0,17 - 1,16 mg/viên (V.CP8, 9, 

12). Cả 3 chế phẩm nghiên cứu (NC.CP17-19) đều có hàm lượng TCQ và TPC rất 

cao, từ 13,58 - 25,17 mg/viên. Hàm lượng phần trăm của TCQ và TPC được so sánh 

giữa các chế phẩm ở Hình 3.26. 

 
 

Hình 3.25. Biểu đồ so sánh hàm lượng % các polyphenol trong các chế phẩm Actisô    

 

 

Hình 3.26. Biểu đồ so sánh hàm lượng % tổng polyphenol trong các chế phẩm Actisô  

CP nước ngoài (N.CP1-8); CP trong nước (V.CP9-16); CP nghiên cứu (NC.CP17-19) 
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Bảng 3.45. Hàm lượng % của các hợp chất polyphenol (TB ± SD, n = 3) của các chế phẩm có chứa cao chiết Actisô 

STT 
Chế 

phẩm 

Độ 

ẩm 

(%) 

Hàm lượng (TB ± SD, n = 3) (%) 

1-CQA 3-CQA CF AC 4-CQA CY SCO CR 
1,5-

diCQA 

3,4-

diCQA 

3,5-

diCQA 

4,5-

diCQA 
Tổng 

1 N.CP1 5,15 0,38±0,001 0,87±0,004 0,01±0,002 1,49±0,037 1,12±0,008 0,92±0,002 0,39±0,011 0,74±0,002 0,20±0,001 0,09±0,001 0,04±0,003 0,36±0,000 6,60±0,032 

2 N.CP2 5,16 0,01±0,000 0,014±0,001 0,002±0,00 0,013±0,001 0,008±0,00 0,018±0,00 0,14±0,002 0,06±0,001 0,005±0,00 0,006±0,00 0,002±0,00 0,004±0,001 0,27±0,002 

3 N.CP3 5,65 0,20±0,003 0,40±0,001 0,004±0,001 0,52±0,012 0,39±0,008 0,51±0,014 0,22±0,001 0,31±0,004 0,10±0,003 0,05±0,004 0,03±0,003 0,12±0,021 2,86±0,058 

4 N.CP4 5,62 0,11±0,002 0,42±0,002 0,003±0,001 0,57±0,026 0,38±0,023 0,22±0,008 0,33±0,002 0,76±0,006 0,06±0,003 0,01±0,001 0,07±0,000 0,04±0,000 2,91±0,065 

5 N.CP5 5,50 0,10±0,002 0,09±0,004 n.d 1,68±0,294 0,23±0,012 0,07±0,002 0,15±0,001 0,10±0,001 n.d 0,05±0,002 0,08±0,003 0,04±0,002 2,60±0,320 

6 N.CP6 6,21 0,14±0,001 0,52±0,002 n.d 0,67±0,003 0,51±0,003 0,40±0,002 0,18±0,001 0,42±0,002 0,07±0,002 0,03±0,001 0,07±0,001 0,03±0,001 3,00±0,014 

7 N.CP7 5,12 0,15±0,003 0,51±0,002 0,01±0,002 0,75±0,017 0,50±0,009 0,29±0,003 0,49±0,014 1,32±0,027 0,09±0,006 0,02±0,002 0,02±0,003 0,03±0,002 4,20±0,057 

8 N.CP8 5,53 n.d 0,03±0,001 n.d 0,03±0,004 0,02±0,001 0,01±0,001 0,07±0,004 0,04±0,004 n.d n.d n.d n.d 0,20±0,005 

9 V.CP9 3,08 0,003±0,001 0,018±0,003 0,001±0,00 0,052±0,008 0,022±0,003 0,016±0,002 0,016±0,003 0,009±0,005 0,006±0,001 0,019±0,003 0,005±0,001 0,010±0,002 0,18±0,026 

10 V.CP10 5,96 0,05±0,001 0,23±0,001 n.d 0,33±0,004 0,23±0,003 0,19±0,001 0,10±0,002 0,04±0,000 0,02±0,000 0,01±0,001 0,01±0,002 0,008±0,00 1,20±0,010 

11 V.CP11 2,06 0,07±0,002 0,24±0,008 n.d 0,33±0,008 0,32±0,007 0,26±0,007 0,16±0,010 0,06±0,002 0,003±0,001 0,03±0,003 0,01±0,008 0,032±0,004 1,54±0,049 

12 V.CP12 2,68 n.d 0,03±0,000 n.d 0,034±0,001 0,026±0,001 0,010±0,00 0,017±0,001 0,007±0,001 0,001±0,00 0,002±0,00 0,001±0,00 0,001±0,00 0,13±0,001 

13 V.CP13 2,78 0,04±0,001 0,18±0,004 n.d 0,41±0,007 0,23±0,008 0,14±0,002 0,06±0,001 0,15±0,045 0,03±0,001 0,03±0,003 0,02±0,001 0,03±0,001 1,30±0,036 

14 V.CP14 1,59 0,04±0,001 0,45±0,080 n.d 1,11±0,042 0,63±0,024 0,29±0,007 0,23±0,006 0,10±0,002 0,09±0,004 0,11±0,002 0,07±0,005 0,13±0,005 3,25±0,080 

15 V.CP15 11,29 0,12±0,001 0,87±0,006 0,02±0,001 2,65±0,016 1,20±0,010 0,50±0,003 0,46±0,009 0,23±0,002 0,30±0,001 0,25±0,002 0,14±0,001 0,33±0,003 7,08±0,041 

16 V.CP16 11,59 0,13±0,007 0,70±0,003 0,04±0,001 0,91±0,003 0,89±0,003 0,69±0,003 0,32±0,002 0,70±0,004 0,06±0,000 0,11±0,000 0,05±0,009 0,11±0,004 4,72±0,019 

17 NC.CP17 8,42 0,95±0,014 1,27±0,037 n.d 2,33±0,019 2,18±0,022 2,61±0,036 0,74±0,002 0,50±0,004 0,38±0,007 0,16±0,005 0,12±0,005 0,12±0,003 11,39±0,082 

18 NC.CP18 7,56 0,59±0,006 1,32±0,011 n.d 1,53±0,019 1,21±0,016 1,66±0,025 0,86±0,005 0,57±0,002 0,20±0,006 0,12±0,003 0,09±0,003 0,07±0,003 8,22±0,073 

19 NC.CP19 8,21 1,09±0,021 1,94±0,015 0,14±0,001 2,73±0,016 1,97±0,001 2,02±0,034 1,10±0,002 0,77±0,003 0,71±0,002 0,34±0,002 0,19±0,001 0,33±0,001 12,73±0,052 

Chú thích: Chế phẩm nước ngoài (N.CP1 – N.CP8);    Chế phẩm trong nước (V.CP9 – V.CP16);      Chế phẩm nghiên cứu (NC.CP17 – NC.CP19) 

CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); CY (cynarin); SCO (scolymosid); CR (cynarosid);  
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3.3. Tác dụng sinh học 

3.3.1. Hoạt tính chống oxy hóa của các chất tinh khiết 

So sánh hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) của 9 hợp chất phân lập từ lá Actisô: 

Kết quả thử nghiệm DPPH và MDA của 9 hợp chất được trình bày ở Hình 3.27 và 

Bảng 3.46 cho thấy phần lớn các hợp chất đều cho HTCO hóa mạnh hơn chứng dương 

silymarin. Đối với phương pháp thu dọn gốc tự do DPPH, 5 hợp chất có HTCO 

mạnh gồm CY, AC, SCO, CR, 1,5-diCQA và 4,5-diCQA (với IC50 = 5,71 - 7,79 μM) so 

với acid ascorbic (IC50 = 33,53 μM, p<0,05). Các polyphenol này là thành phần chính 

của lá Actisô. Đối với phương pháp thử nghiệm MDA, 2 hợp chất có HTCO mạnh nhất 

là cynarin và cynarosid (IC50 = 24,7 - 66,8 μM) so với silymarin (IC50 = 1115,8 μM, 

p<0,05). HTCO của các chất tinh khiết được sắp xếp như sau: 

- Thử nghiệm DPPH: Cynarosid* > 4,5-diCQA > 1,5-diCQA = cynarin* = scolymosid 

> 4-CQA > acid chlorogenic* > vitamin C > 3-CQA > 1-CQA > silymarin  

- Thử nghiệm MDA: Cynarin* > 1,5-diCQA > 4,5-diCQA > cynarosid* > scolymosid 

> acid chlorogenic* > 4-CQA > 3-CQA > silymarin > 1-CQA. 

Trong đó, các chất AC, CY và CR được lựa chọn làm chất marker trong kiểm nghiệm 

lá, cao chiết và chế phẩm Actisô. 

Bảng 3.46. IC50 μM (TB±SD) của 9 hợp chất phân lập bằng thử nghiệm DPPH và MDA 

Stt 
Tên  

hợp chất 

Thử nghiệm DPPH (n = 3) Thử nghiệm MDA (n = 2) 

Nồng độ  

(μg/ml) 
R2 

IC50 ± SD 

(μM) 

Nồng độ 

(μg/ml) 
R2 

IC50 ± SD   

(μM) 

1 1-CQA 1,0 - 40 0,999 61,62b ± 0,63 200 - 700 0,998 1820,8a ± 75,9 

2 3-CQA 1,0 - 17,5 0,981 25,58d ± 0,12 100 - 450 0,999 1060,9b ± 36,4 

3 AC 0,5 - 10 0,999 15,88e ± 0,08 25 - 500 0,996 637,7d ± 29,7 

4 4-CQA 0,5 - 10 0,989 13,59f ± 0,02 50 - 400 0,980 772,3c ± 36,5 

5 Cynarin 0,5 - 7,5 0,990 7,77g ± 0,11 2,5 - 50 0,981 24,7h ± 0,81 

6 SCO 0,25 - 7,5 0,994 7,79g ± 0,06 10 - 200 0,985 253,2e ± 6,49 

7 CR 0,25 - 5,0 0,988 5,71i ± 0,06 10 - 150 0,996 171,6e,f ± 6,39 

8 1,5-diCQA 0,5 - 7,5 0,997 7,51g ± 0,03 10 - 80 0,987 66,8h,g ± 2,19 

9 4,5-diCQA 0,25 - 5,0 0,996 6,65h ± 0,16 10 - 150 0,980 127,3e,g ± 5,30 

10 Silymarin 20 - 100 0,998 87,33a ± 0,54 100 - 800 0,988 1115,8b ± 25,7 

11 Vit.C 0,5 - 10 0,993 33,53c ± 0,18 - - - 

Các giá trị trung bình của IC50 có các ký tự theo sau khác nhau thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05; Tukey) 
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Hình 3.27. IC50 μM (TB ± SD) của 9 hợp chất tinh khiết phân lập từ lá Actisô 

Ghi chú: Các giá trị IC50 có các ký tự theo sau khác nhau là khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Biểu đồ 

biểu diễn IC50 theo mức độ tăng dần từ trái sang phải đồng nghĩa với HTCO giảm dần. 

3.3.2. Hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) của các cao chiết 

Các bộ phận dùng khác nhau của cây Actisô (lá, gân lá, thân, rễ, hoa) được chiết 

xuất với dung môi nước, ethanol 40 và 96 % thu được các cao chiết tương ứng (xem 

ở Mục 2.2.2.3). Các cao chiết này được định lượng các polyphenol chính và đồng thời 

được đánh giá tác dụng chống oxy hóa bằng phương pháp thu dọn gốc tự do DPPH 

và MDA, cách tiến hành thử nghiệm được trình bày ở Mục 2.2.4. Kết quả được trình 

bày ở Hình 3.28 và Phụ lục 60.  

Nhìn chung, HTCO của các cao chiết theo mô hình DPPH và MDA có sự tương 

quan khá tốt, nghĩa là cao chiết có IC50 ở thử nghiệm DPPH thấp thì cũng có IC50 

thấp ở thử nghiệm MDA. Điều này được thể hiện ở biểu đồ Hình 3.28 cho thấy sự 

tương quan giữa các cột của Hình 3.28-A, B (IC50, thử nghiệm DPPH) và các cột ở 

Hình 3.28-C, D (IC50, thử nghiệm MDA).  

Qua biểu đồ ở Hình 3.28 cho thấy giá trị IC50 của các cao chiết lá và thân ở cả 

2 phương pháp thử nghiệm đều thấp hơn các BPD khác, cao hơn IC50 của vitamin C 

(DPPH: 5,96 μg/ml) và thấp hơn silymarin (DPPH: 42,13 và MDA: 538,3 μg/ml), 

cho thấy hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) của cao chiết lá và thân là mạnh nhất so 

với các BPD khác, thấp hơn vitamin C nhưng cao hơn silymarin. Giá trị IC50 của các 

cao chiết nước là (DPPH: 13,2 - 224,3 và MDA: 136 - 1192 μg/ml) và cao chiết cồn 

là (DPPH: 15,1 - 150,0 và MDA: 75 - 1.764 μg/ml). Cao chiết nước có HTCO mạnh 

nhất, kế đến là cao ethanol 40 % và sau cùng là cao ethanol 96 %. Ở cao chiết nước, 

lá tươi (ở cả 2 giống) đều có HTCO mạnh nhất. Giống xanh có HTCO mạnh hơn so 
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với giống tím thể hiện qua cả 2 phương pháp DPPH và MDA. 

KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM DPPH 

  

KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM MDA 

 
 

Hình 3.28. Biểu đồ so sánh IC50 (μg/ml, n=3) của các cao chiết Actisô (giống xanh và tím) trong 

thử nghiệm DPPH và MDA 

Chú thích: - Cao chiết nước: LT – lá tươi; LK – lá khô; T – thân; G – gân; R – rễ; H – hoa  

- Cao chiết cồn: Chữ cái đầu là kí hiệu BPD tương tự cao chiết nước. Kí hiệu sau là  

   dung môi chiết xuất (EtOH 40 và 96 %).  

- Biểu đồ được sắp xếp theo IC50 tăng dần (HTCO giảm dần) 

- Sự khác biệt giữa các mẫu có ý nghĩa thống kê (Tukey, p<0,05) (xem Phụ lục 61) 

3.4. Nghiên cứu chiết xuất cao Actisô 

3.4.1. Xây dựng tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) cho nguyên liệu lá Actisô  

3.4.1.1. Kiểm nghiệm nguyên liệu lá Actisô 

a. Vi phẫu: 

Đặc điểm vi phẫu của lá Actisô chưa được mô tả trong DĐVN V. Do vậy, vi 

phẫu của lá Actisô (giống xanh và tím) được khảo sát để phục vụ cho xây dựng TCCS. 

Gân lá: Mặt trên lõm hình chữ V, mặt dưới lồi có nhiều chỗ uốn lượn. Biểu bì 

mang nhiều lông che chở đa bào một dãy, thường có 4 - 5 tế bào, nhiều lông dài uốn 

lượn, đan xen nhau; rải rác có các lông tiết đơn bào đầu tròn. Sát lớp biểu bì là mô 

dày góc, gồm 2 - 3 lớp tế bào. Mô dẫn gồm 3 - 5 bó libe - gỗ rời nhau, hình trứng 

thuôn dài: Bó ở giữa lớn, các bó hai bên nhỏ dần, gỗ trên - libe dưới và có mô dày bao 
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quanh (xem hình ở Phụ lục 5). 

Phiến lá: Biểu bì trên và biểu bì dưới gồm 1 lớp tế bào hình chữ nhật dài, mang 

nhiều lông che chở đa bào và lông tiết tương tự như ở phần gân lá. Mô mềm giậu 

gồm 2 hàng tế bào hình chữ nhật to thuôn dài, xếp sít nhau và thẳng góc với biểu bì 

trên, kế đến là mô mềm khuyết (xem hình ở Phụ lục 5). 

b. Bột dược liệu: Đạt theo tiêu chuẩn DĐVN V  

Kết quả: Mảnh biểu bì phiến lá gồm những tế bào hình nhiều cạnh, mang lỗ khí 

và lông che chở dài. Mảnh biểu bì gân lá gồm tế bào hình chữ nhật, thành mỏng. Sợi 

riêng lẻ hay tập trung thành từng bó. Lông tiết đơn bào, đầu tròn. Mảnh mạch xoắn, 

mạch mạng, mạch vòng và mạch vạch. Mảnh mô mềm. Nhiều khối nhựa màu nâu, 

kích thước to nhỏ không nhất định (xem hình ở Phụ lục 5). 

c. Định tính:  

Theo tiêu chuẩn DĐVN V: Phản ứng hóa học và SKLM 

Kết quả: Đạt (xem hình ở Phụ lục 5) 

Theo TCCS: Phân tích bằng HPLC-PDA (theo điều kiện ở Mục 3.2.2.1) 

Kết quả: Pic AC (thử) có tR = 15,6 và AC (chuẩn) có tR = 15,7 (phút) 

              Pic CR (thử) có tR = 23,7 và CR (chuẩn) có tR = 23,8 (phút) 

d. Độ ẩm: Theo tiêu chuẩn DĐVN V (Phụ lục 9.6) (Không quá 13 %) 

Kết quả (TB ± SD, n=12): Đạt 10,84 ± 0,32 % (xem ở Phụ lục 5) 

e. Tro toàn phần: Theo tiêu chuẩn DĐVN V (Phụ lục 9.8) (Không quá 15 %) 

Kết quả (TB ± SD, n=12): Đạt 13,8 ± 0,13 % (xem ở Phụ lục 5) 

f. Tạp chất: Theo tiêu chuẩn DĐVN V (Phụ lục 12.11) (Không quá 0,5 %) 

Kết quả (TB ± SD, n=12): Đạt 0,32 ± 0,003 % 

g. Định lượng:  

Theo tiêu chuẩn DĐVN V: Định lượng cynarin bằng UV-Vis (Không dưới 0,1 %) 

Kết quả: Giống xanh = 11,78 ± 0,63 %; Giống tím = 12,45 ± 0,54 % 

Theo TCCS: Định lượng acid chlorogenic bằng HPLC-PDA (Không dưới 2,5 %) 

 Kết quả: Giống xanh thu hoạch tháng 7-12/2016 và 2-3/2017 có AC từ 2,64 - 

4,94 % nên đạt TCCS. Các lá thu hoạch tháng 1/2017 và 4-6/2017 có hàm lượng AC 

không đạt TCCS (dưới 2,5 %). Do đó, các lá này không được dùng để chiết xuất cao 
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chuẩn hóa. Không khảo sát hàm lượng AC trong lá tím theo thời kỳ thu hái, tuy nhiên 

qua một số khảo sát hàm lượng polyphenol trong các cao chiết ở Mục 3.2.3 cho thấy 

giống tím thường có hàm lượng AC cao hơn giống xanh.  

3.4.1.2. Xây dựng tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) của nguyên liệu lá Actisô 

Bảng 3.47. Tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) của nguyên liệu lá Actisô 

Chỉ tiêu Phương pháp thử Yêu cầu 

1. Vi phẫua Soi kính hiển vi 
Gân lá và phiến lá giống với mô tả ở Mục 

3.5.1.a 

2. Soi bột Soi kính hiển vi Bột có các cấu tử như mô tả ở Mục 3.5.1.a 

3. Độ ẩma DĐVN V (Phụ lục 9.6) Không quá 12 % 

4. Định tínhb 
HPLC-PDA: Thực hiện theo 

điều kiện ở Mục 3.2.2.1 

Đạt độ đặc hiệu của pic acid chlorogenic và 

cynarosid. 

5. Tro toàn phầnc DĐVN V (Phụ lục 9.8) Không quá 15 % 

6. Tạp chất DĐVN V (Phụ lục 12.11) Không quá 0,5 % 

7. Định lượngb 
HPLC-PDA: Thực hiện theo 

điều kiện ở Mục 3.2.2.1 

Hàm lượng acid chlorogenic không được 

thấp hơn 2,5 % tính theo dược liệu khô kiệt. 

  aChỉ tiêu có mức yêu cầu cao hơn DĐVN V và tương tự EP 10.0
 

  bCác chỉ tiêu có phương pháp thử cao hơn so với DĐVN V và mức hàm lượng cao hơn so với EP 10.0 
  cChỉ tiêu có mức yêu cầu tương tự DĐNV V và cao hơn EP 10.0 

Từ các kết quả khảo sát ở Mục 3.4.1.1, tiêu chuẩn của nguyên liệu lá Actisô được 

mô tả ở Bảng 3.47. Trong đó, các chỉ tiêu phần lớn giống với DĐVN V, khác biệt ở 

chỉ tiêu “vi phẫu, định tính và định lượng”. Hàm lượng acid chlorogenic được đề nghị 

cho TCCS tối thiểu là 2,5 % dựa trên các kết quả khảo sát động thái tích lũy hoạt chất 

theo thời gian thu hái ở Mục 3.2.3, đồng thời khảo sát một số mẫu lá Actisô được thu 

thập ở nhiều vùng khác nhau tại Đà Lạt. Mức chỉ tiêu độ tro vẫn giữ nguyên “không 

quá 15 %” tương tự DĐVN V, cao hơn so với EP 10.0 (không quá 20 %). Chỉ tiêu về 

độ tro của lá khô Actisô cũng đã khảo sát trên một số mẫu của 2 giống Actisô xanh và 

tím đều đạt từ 13,6 - 14,0 %. 

3.4.2. Khảo sát phương pháp chiết xuất cao Actisô 

3.4.2.1. Khảo sát phương pháp chiết xuất 

Cynarin được chọn làm mục tiêu nghiên cứu chiết xuất. Các yếu tố ảnh hưởng 

đến hàm lượng CY cần được khảo sát bao gồm: Phương pháp làm tăng hàm lượng 

CY, nhiệt độ chiết, thời gian chiết, tỉ lệ dược liệu và dung môi chiết xuất (chưa được 

khảo sát trong khuôn khổ của đề tài). 
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Lá tươi Actisô (giống xanh) được lựa chọn làm nguyên liệu chiết xuất cao do 

cao chiết lá tươi có hàm lượng CY và các thành phần polyphenol khác cũng như tác 

dụng chống oxy hóa cao hơn cao chiết lá khô đã được chứng minh ở Mục 3.3.2. 

a. Khảo sát nhiệt độ chiết xuất làm tăng hàm lượng cynarin: 

Trong khuôn khổ của đề tài chỉ khảo sát nhiệt độ chiết xuất từ 60 - 100 oC. Kết 

quả cho thấy cao chiết ở 60 oC có nhiều AC và các đồng phân của CY (các di-CQA 

khác). Ở nhiệt độ chiết xuất càng cao có sự gia tăng CY và các đồng phân của AC 

(các mono-CQA khác), đồng thời có sự gia tăng của các flavonoid (CR và SCO) (xem 

Hình 3.29). Do đó, nhiệt độ 100 oC được lựa chọn cho quy trình chiết xuất lá tươi Actisô.  

 

Hình 3.29. SKĐ cao chiết lá tươi ở 60 và 100 oC 

b. Khảo sát phương pháp làm tăng hàm lượng cynarin: 

Bảng 3.48. Hàm lượng AC và CY trong các cao chiết lá tươi Actisô khảo sát 

STT 
Cao chiết từ 

Quy trình chiết xuất 

Hàm lượng % (TB ± SD, n=2) 

AC CY 

1 Quy trình 1 (QT1) 2,91b ± 0,05 2,83a ± 0,34 

2 Quy trình 2 (QT2) 1,73c ± 0,16 1,20b,c ± 0,06 

3 Quy trình 3 (QT3) 1,70c ± 0,21 1,26b,c ± 0,14 

4 Quy trình 4 (QT4) 3,20a ± 0,04 0,98c ± 0,003 

5 Quy trình 5 (QT5) 2,75b ± 0,01 1,56b ± 0,005 

Các giá trị có kí tự theo sau khác nhau là khác biệt có ý nghĩa thống kê (p ≤ 0,05) 

QT1: Lá tươi được đun sôi với nước 

QT2: Lá tươi được hấp cách thủy 

QT3: Lá tươi được ép trước, sau đó đun với nước sôi 

QT4: Lá tươi được hấp nước sôi, sau đó chiết với cồn 

QT5: Lá tươi hấp với cồn 96 %, sau đó chiết với nước 

Lá tươi Actisô được chiết xuất cao theo 5 quy trình được mô tả ở Mục 2.2.3.1. 

Kết quả cho thấy cao chiết lá tươi của quy trình 1 (QT1) có hàm lượng CY cao nhất. 

Mặc dù, cao chiết ở QT4 có hàm lượng AC cao hơn QT1 nhưng hàm lượng CY thấp 

hơn đáng kể, và tổng hàm lượng của AC và CY thấp hơn QT1 (xem Bảng 3.48). Do 

100 oC 

60 oC 

CY 

AC 
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đó, QT1 được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu chiết xuất. Ngoài ra, từ phương pháp 

chiết của QT1 cho thấy dung môi nước và nhiệt độ là yếu tố có ảnh hưởng lớn đến 

hàm lượng CY trong quá trình chiết xuất. Do đó, nước được lựa chọn làm dung môi chiết 

xuất, các yếu tố nhiệt độ và thời gian đun sẽ tiếp tục được khảo sát. 

c. Khảo sát thời gian chiết xuất: 

Lá tươi Actisô được đun ở 100 oC trong khoảng thời gian 30 - 150 phút (Hình 

3.30). Kết quả cho thấy hàm lượng AC có xu hướng giảm dần theo thời gian, tuy 

nhiên hàm lượng CY cũng như tổng hàm lượng của AC và CY tăng từ 30 - 60 phút, 

sau đó giảm dần sau 90 phút. Do đó, thời gian đun 60 phút được lựa chọn để chiết 

xuất do có hàm lượng CY cao nhất.  

 
Hình 3.30. Kết quả thăm dò thời gian chiết xuất lá tươi Actisô 

❖ Quy trình chiết xuất quy mô phòng thí nghiệm:  

Từ kết quả thăm dò, quy trình chiết xuất lá tươi Actisô ở quy mô phòng thí nghiệm 

(PTN) như sau: 200 g phiến lá tươi được cắt nhỏ, thêm 500 ml nước sôi, đun sôi trong 

60 phút, lọc dịch chiết và cô cách thủy đến cao đặc.  

Tiến hành chiết xuất thử nghiệm trên 3 mẫu lá Actisô (giống xanh và tím) thu hái 

tại các vùng trồng khác nhau. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.49.  

Bảng 3.49. Kết quả chiết xuất cao lá Actisô thử nghiệm quy mô PTN 

 Nơi thu mẫu 
Khối lượng    

cao thu được 
Độ ẩm % AC % CY 

Giống xanh 

Phường 5 11,78 9,68 2,91 2,72 

Phường 12 12,16 12,33 2,43 2,02 

Bảo Lộc 7,43 12,37 2,23 2,62 

Giống tím 
Phường 5 12,70 11,67 3,82 0,78 

Phường 12 13,22 12,01 3,10 1,66 
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3.4.3. Nâng cấp cỡ lô cao chiết lá Actisô (500 kg/mẻ) 

Tiến hành chiết xuất 4 mẻ lá Actisô (giống xanh) trên quy mô lớn theo quy trình 

ở Mục 2.2.3.3. Mỗi mẻ gồm 1.000 kg lá tươi, tương ứng với khoảng 500 kg phiến lá 

sau khi đã loại bỏ gân chính. Khối lượng cao thu được trung bình là 8 kg/mẻ. Kết quả 

kiểm nghiệm cynarin và acid chlorogenic của các lô chiết xuất và so sánh với các cao 

mềm và cao khô Actisô hiện đang phân phối trên thị trường Việt Nam (Bảng 3.50). 

Đóng gói: Cao khô Actisô được đóng trong túi nhôm 1 kg hoặc 2 kg/túi, dán 

nhãn, bảo quản nơi mát, tránh ánh sáng (Xem hình ở Phụ lục 1) 

Bảng 3.50. Khối lượng cao và hàm lượng AC, CY trong cao chiết nghiên cứu 

stt Kí hiệu 
Chiết xuất cao (500 kg/mẻ) Hàm lượngb % 

Số lô Phiến lá (kg) m caoa (kg) AC CY 

1 CNC.1 NCL1.1_1 500 7,4 2,30 2,57 

2 CNC.1 NCL1.1_2 500 8,0 2,32 2,61 

3 CNC.3 NCL1.2 450 7,0 1,66 1,47 

4 CNC.4 NCL.1.3 540 9,6 1,61 1,48 

So sánh với các cao chiết nguyên liệu Actisô trên thị trường 

5 C1 - - - 2,29 0,77 

6 C2 - - - 1,91 0,02 

7 C3 - - - 0,07 0,07 

8 C4 - - - 0,05 0,03 

9 BV1 - - - 0,87 0,47 

10 BV2 - - - 2,40 1,06 

 aCao khô (độ ẩm ≤ 5 %); C1-C4 là cao mềm được thu thập ở thị trường Việt Nam 

   BV1-2: Cao khô phun sương được cung cấp bởi Công ty BV Pharma; C1: Cao sản xuất bởi Ladophar 
   CNC.1-4 là cao nghiên cứu;        bHàm lượng % tính trên chế phẩm khô kiệt;  

3.4.4. Xây dựng tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) cao khô Actisô 

Các lô cao khô Actisô nghiên cứu (CNC1.1 - 1.3) sản xuất ở Mục 3.4.3 sau khi 

đóng gói được kiểm tra chất lượng theo TCCS (Bảng 3.51). Đối với TCCS được xây 

dựng dựa trên các chỉ tiêu, phương pháp của DĐVN V. Riêng chỉ tiêu định tính và 

định lượng hàm lượng của cynarin và acid chlorogenic được đưa vào TCCS với 

phương pháp thực hiện được tiến hành theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.2. 

Các chỉ tiêu về độ nhiễm khuẩn được gửi mẫu kiểm tra. 

Dựa vào kết quả khảo sát hàm lượng cynarin trong các cao chiết lá Actisô thu 

hái vào các thời điểm khác nhau trong năm 2016-2017 (Mục 3.2.3.3) kết hợp với việc 

khảo sát sơ bộ hàm lượng acid chlorogenic và cynarin trong một số chế phẩm trong 

và nước ngoài (Mục 3.2.4) để đưa ra mức hàm lượng của 2 hợp chất này cho TCCS. 



117 

 

 

Bảng 3.51. TCCS và kết quả kiểm tra chất lượng của các cao chiết nghiên cứu 

stt Chỉ tiêu Yêu cầu Kết quả d 

1 Mô tả 

 

Bột vàng xám, đồng nhất, dễ hút 

ẩm, có mùi đặc trưng của Actisô, 

vị mặn, sau đắng 

Đạt 

2 Định tính 

Cynarin và acid chlorogenic 

bằng HPLC-PDA 

 

Đạt độ đặc hiệu của pic cynarin 

và acid chlorogenic 

 

Đạt 

3 Cắn không tan trong nước < 3 % Đạt (0,31-2,03 %) 

4 Độ ẩm  ≤ 6,0 % Đạt (4,0-4,5 %) 

5 Tro toàn phầna ≤ 30a % Đạt (20,8-25,1 %) 

6 Giới hạn kim loại nặngb ≤ 20 ppm Đạt 

7 Định lượngc 

Bằng HPLC-PDA 

- Hàm lượng (%) CYc (trên chế 

phẩm khô kiệt) 

- Hàm lượng (%) AC (trên chế 

phẩm khô kiệt) 

 

 

≥ 1,0 % 

 

≥ 1,5c % 

 

 

Đạt (1,47-2,6 %) 

 

Đạt (1,61-2,3 %) 

8 Giới hạn nhiễm khuẩnb 

- Tổng số vi khuẩn hiếu khí /g 

- Tổng số nấm men và mốc/g 

- Enterobacterial/g 

- E. coli, P. aeruginosa, S. 

aureus, Salmonella/g 

 

≤ 103 CFU/g 

≤ 102 CFU/g 

≤ 500 CFU/g 

Không được có 

 

Đạt (20-2.300 CFU/g) 

Đạt (10-60 CFU/g) 

Đạt (<10 CFU/g) 

Không phát hiện 

aChỉ tiêu có yêu cầu cao hơn DĐVN V, tương tự EP 10.0 
bChỉ tiêu được thực hiện bởi Phòng kiểm tra chất lượng – CTCP BV Pharma 
cChỉ tiêu có yêu cầu cao hơn DĐVN V và EP 10.0 
d
Kết quả kiểm nghiệm của 4 mẻ cao chiết Actisô nghiên cứu 

3.5. Nghiên cứu bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

3.5.1. Công thức, quy trình bào chế viên bao phim Actisô qui mô 3.000 viên 

Công thức và quy trình bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

qui mô 450 - 3.000 viên đã được khảo sát và xây dựng bởi các thành viên của nhóm 

nghiên cứu (Đề tài Sở KH & Công Nghệ) (xem Phụ lục 2), đã được báo cáo bởi 

thành viên của nhóm nghiên cứu (Luận văn Thạc sĩ Dược học) 183. Kết quả được trình 

bày trong Bảng 3.52.  

Ngoài ra, kết quả khảo sát thời gian trộn bột cho thấy 10 phút là thời gian ngắn 

nhất mà hoạt chất phân tán đều trong toàn khối. Tăng thời gian trộn thêm 5 phút có 

sự phân ly nên độ phân tán có xu hướng tăng hao phí về năng lượng khi đưa vào sản xuất. 
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Bảng 3.52. Thành phần công thức tối ưu của viên bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

STT Thành phần 
Công thức a       

01 viên (%) 

Công thức         

01 viên (mg) 

Lô 450 viên 

(g) 

Lô 3.000 viên  

(g) 

1 Cao khô Actisô b (CNC1.1) 57 200 90,0 600 

2 Silicon dioxid 4 13 5,85 39 

3 Cellulose vi tinh thể 14 49 22,05 147 

4 Magnesi carbonnat 11 40 18,0 120 

5 Glyceryl behenat  3 10 4,5 30 

6 Natri croscarmellose 11 40 18,0 120 

7 Vivacoat - 15 6,75 45 

8 Màu nâu - 8 3,6 24 

9 Ethanol 50 % c - 71 3,95 213 

 Tổng  375 168,75 1.125 

a Tỉ lệ các tá dược trong công thức đã được nghiên cứu tối ưu hóa theo mô hình Box Wilson 6 
b Cao nghiên cứu (Số lô CNC1.1) có hàm lượng 2,3 % AC và 2,6 % CY 
c Dung môi của dịch bao bị mất đi trong quá trình bao phim 

Bảng 3.53. Kết quả kiểm nghiệm các lô qui mô 450 viên và 3.000 viên 

Mẫu 
Chỉ tiêu  

kiểm nghiệm 

Yêu 

cầu 

Lô 450 viên Lô 3.000 viên  

Lô 1 Lô 2 Lô 3 Lô 1 Lô 2 Lô 3 

Bột  dập 

viên 

Cảm quan  (*) Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt 

Độ ẩm (%)  < 4 3,33 3,26 3,45 3,24 3,56 3,24 

Góc nghỉ (<o) < 35 33,5 33,5 33,2 33,1 33,6 33,5 

Chỉ số nén (n = 3)  15,35 17,07 19,04 19,4 16,2 17,9 

Tỷ số Haussner (n = 3)  1,18 1,20 1,24 1,22 1,19 1,22 

Tốc độ chảy (g/s) (n = 3)  5,1 5,2 4,9 5,2 4,9 4,9 

Viên 

thành 

phẩm 

 

Độ cứng (N)  

(n = 6) 
≥ 40 

142,1 

217,4 

147,0 

220,1 

143,2 

218,2 

141,0 

215,3 

145,4 

218,9 

143,3 

221,2 

Độ mài mòn (%) (n = 3) < 0,8 
0,25 

0,14 

0,32 

0,12 

0,27 

0,11 

0,22 

0,11 

0,31 

0,13 

0,26 

0,11 

Đồng đều khối lượng       

(mg) (n = 20) 

375 ± 

5% 

369,7 

376,1 

362,4 

375,8 

363,6 

377,2 

368,5 

377,2 

361,6 

374,2 

364,2 

375,4 

Độ rã (phút) (n = 6) < 15 
6,25 

7,15 

6,66 

7,24 

6,50 

7,32 

6,25 

7,13 

6,66 

7,27 

6,50 

8,03 

Độ hòa tan (%) (n = 6) > 80 %/ 45 phút 

- Acid chlorogenic  97,8 98,5 99,1 98, 98 97, 65 98,20 

- Cynarin  98,2 99,4 94,3 99,04 99,07 99,00 

Hàm lượng (mg/viên) (n = 3)  

- Acid chlorogenic ≥ 4,10 4,56 4,50 4,66 4,69 5,00 4,89 

- Cynarin ≥ 4,70 4,95 5,27 5,16 5,19    5,28 5,21 

* Màu vàng nâu đồng nhất, khô tơi, không có bụi đen hay vật lạ  

Từ kết các kết quả trên, đề xuất TCCS cho kiểm soát viên bao phim chứa 200 

mg cao khô Actisô cụ thể như sau: 

Yêu cầu kỹ thuật: Công thức cho một viên nén bao phim Actisô 200 mg: 

-  Cao khô Actisô (hai trăm milligram) 200 mg 

-  Tá dược (tá dược độn, tá dược gây thấm, chất ổn định, aerosil…) vừa đủ 375 mg 

Tiêu chuẩn nguyên liệu: Cao khô Actisô đạt tiêu chuẩn cơ sở, tá dược (tá dược độn, 
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tá dược gây thấm, chất ổn định, aerosil…) đạt tiêu chuẩn DĐVN V. 

Tiêu chuẩn kỹ thuật: 

- Tính chất: Viên nén tròn màu nâu, cạnh viên lành lặn 

- Độ đồng đều khối lượng: 375 mg ± 5 % 

- Độ hòa tan: Không dưới 80 % acid chlorogenic và cynarin, so với hàm lượng ghi 

trên nhãn được hòa tan trong 45 phút. 

- Định tính, định lượng: Mỗi viên phải chứa acid chlorogenic và cynarin từ 90 - 110 

% so với hàm lượng ghi trên nhãn. 

Phương pháp thử:  

- Tính chất: Bằng cảm quan chế phẩm phải đạt các yêu cầu đã nêu 

- Độ đồng đều khối lượng: Thử theo DĐVN V - PL 11.2 

- Độ hòa tan: Theo DĐVN V - PL 11.4, môi trường đệm pH 6,8 (500 ml), thiết bị 

kiểu cánh khuấy (kiểu 2), tốc độ khuấy 100 vòng/phút. Yêu cầu không dưới 80 % 

acid chlorogenic và cynarin được hòa tan trong 45 phút. 

- Định tính và định lượng: Thực hiện theo quy trình đã xây dựng ở Mục 3.2.2.2 

❖ Đề xuất tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) viên nén bao phim Actisô 200 mg: Qua các 

thử nghiệm đã thực hiện trên viên nén bao phim Actisô 200 mg, TCCS của chế 

phẩm được đề nghị như sau: 

Bảng 3.54. Tiêu chuẩn cơ sở (TCCS) của chế phẩm 

Yêu cầu Phương pháp thử Tiêu chuẩn 

Mô tả Cảm quan 
Viên tròn đường kính 10 mm, màu nâu, hai mặt 

viên nhẵn, khum lồi. 

Định tính HPLC 
Trên SKĐ của mẫu thử phải có thời gian lưu (Rt) 

của pic chính giống với Rt của mẫu đối chiếu. 

Đồng đều khối lượng DĐVN V ± 5 % so với khối lượng trung bình 

Độ hòa tan  

(sau 45 phút) 
HPLC 

Không dưới 80 % hàm lượng AC và CY so với hàm 

lượng ghi trên nhãn 

Định lượng HPLC 90 - 110 % so với hàm lượng ghi trên nhãn 

3.5.2. Nâng cỡ lô ở quy mô 15.000 viên (5,6 kg/mẻ) 

Sau khi khảo sát tính lặp lại của quy trình bào chế trên cỡ lô 3.000 viên, tiến 

hành sản xuất 3 lô với cỡ lô 15.000 viên/lô. Thành phần công thức viên được trình bày 

ở Bảng 3.55. Viên bao phim chứa 200 mg cao Actisô (khối lượng trung bình 1 viên là 
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375 mg) được đặt tên là Univerphytol. Quy trình bào chế được thực hiện như mô tả ở 

Mục 2.2.5.6 và tóm tắt ở Hình 3.31. Chế phẩm và bán thành phẩm được kiểm tra qua 

từng công đoạn và đánh giá các thông số đặc trưng được trình bày trong Bảng 3.56.  

Bảng 3.55. Thành phần công thức của viên Univerphytol (cỡ lô 15.000 viên = 5,3 kg viên nhân) 

 Thành phần (mg) 
Công thức    

1 viên (mg) 

Công thức 

15.000 viên (g) 
Tiêu chuẩn 

Viên nhân 

Cao khô Actisô (CNC1.1) (*) 200 3.000 TCCS 

Silicon dioxid  13 195 USP 

Cellulose vi tinh thể 49 735 USP 

MgCO3 40 600 USP, EP 

Glyceryl behenat 10 150 USP, EP 

Natri croscarmellose 40 600 NF, EP, JP 

 Khối lượng viên nhân 352 5.280  

Dịch bao 

phim 

Vivacoat 15 225 USP, EP 

Màu nâu (Fioric colori) 8 120 USP, EP 

Ethanol 50 % (**) 71 1.065 TCCS 

 Khối lượng viên thành phẩm 375 5.625  

   * Cao nghiên cứu (Số lô CNC1.1) có hàm lượng 2,3 % AC và 2,6 % CY 
** Dung môi của dịch bao bị mất đi trong quá trình bao phim 

Bảng 3.56. Kết quả kiểm tra các chỉ tiêu của bán thành phẩm và thành phẩm của lô 15.000 viên 

Cỡ lô 15.000 viên Chỉ tiêu kiểm nghiệm Yêu cầu L1 L2 L3 

Bột dập viên 

Cảm quan  (*) Đạt Đạt Đạt 

Độ ẩm (%) < 4  3,21 3,25 3,26 

Góc nghỉ (o) < 35 32,5 32,4 32,6 

Chỉ số nén (n = 3)  18,9 17,4 17,5 

Tỷ số Haussner (n = 3)  1,20 1,22 1,22 

Tốc độ chảy (g/s) > 3,0 4,8 5,2 5,0 

Viên nhân  

Actisô (200 mg) 

Cảm quan (**) Đạt Đạt Đạt 

Độ cứng (n = 6) (N) > 100 155,3 151,6 152,2 

Độ mài mòn (n = 20) (%) ≤ 0,5 0,35 0,33 0,33 

ĐĐKL (n=20) (mg)  375  5  367,1-376,8 a 365,4-372,6 366,8-380,1 

Độ rã (n = 6) (phút) < 15 7,01 6,99 6,42 

Viên bao phim  

Actisô (200 mg) 

UNIVERPHYTOL 

Cảm quan (***) Đạt Đạt Đạt 

Giới hạn nhiễm khuẩn DĐVN V Đạt Đạt Đạt 

Độ hòa tan:              AC 

                                 CY 
≥ 80 

98,92 97,85 98,30 

99,05 99,08 99,04 

Hàm lượng:             AC 

(n = 3) %                 CY 
(90 – 110 %) b 

101,95 108,69 106,52 

99,81 101,34 100,57 

* Bột màu vàng nâu, đồng nhất, khô tơi, không có bụi đen hay màu lạ; ** Viên nén dạng tròn, 2 mặt lồi, màu 

vàng nhạt, cạnh và thành viên nguyên vẹn; *** Viên nén bao phim màu nâu, 2 mặt lồi và nhẵn;   a Max – min; 
b Tỉ lệ hàm lượng của a. chlorogenic và cynarin đo được của viên so với hàm lượng trên nhãn   

Thành phần ghi trên nhãn: Viên nén bao phim Actisô chứa 5,2 mg cynarin và 4,6 mg acid chlorogenic 

Nhận xét: Kết quả cho thấy viên bao phim Actisô 200 mg ở 3 lô nghiên cứu 

(15.000 viên/lô) không khác biệt đáng kể và đạt TCCS. Do đó, quy trình bào chế thể 

hiện sự ổn định và có tính lặp lại. Hàm lượng hoạt chất cynarin và acid chlorogenic 
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trong viên Univerphytol được so sánh với các chế phẩm trong và ngoài nước được 

trình bày ở Mục 3.2.4.2.  

 

Hình 3.31. Sơ đồ quy trình bào chế viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

3.5.3. So sánh hàm lượng cynarin và acid chlorogenic của các chế phẩm 

Tám chế phẩm của nước ngoài (Mỹ, Pháp, Đức - xem Phụ lục 53) (N.CP1 - 8) 

và sáu chế phẩm sản xuất tại Việt Nam (V.CP9 - 14), so sánh với 3 chế phẩm nghiên 

cứu (NC.CP17 - 19) được tiến hành định lượng cynarin và acid chlorogenic theo quy 

trình định lượng đã được xây dựng ở Mục 3.2.2.3. Kết quả được thể hiện ở Hình 3.32 

và Bảng 3.57, hàm lượng của AC và CY trong các chế phẩm nước ngoài (N.CP1-7) 

lần lượt là 0,013 - 1,68 % và 0,01 - 0,92 %, trong đó 6/8 chế phẩm có hàm lượng AC 

tương đối cao là 0,52 - 1,68 % và 5/8 chế phẩm có CY là 0,22 - 0,92 %. Sáu chế phẩm 

trong nước (V.CP8-13) có AC (0,01 - 1,11 %) và CY (0,01 - 0,29 %), trong đó có 4 

chế phẩm có hàm lượng AC (0,33 - 1,11 %) và CY (0,14 - 0,29 %). Nhìn chung, các 

chế phẩm trong nước có hàm lượng phần trăm của AC và CY thấp hơn so với các chế 

phẩm nước ngoài. Các chế phẩm từ cao chiết Actisô trên thị trường trong và ngoài 

nước cũng có một số chế phẩm kém chất lượng với hàm lượng AC và CY rất thấp (< 

0,2 %). Tuy nhiên, hàm lượng AC và CY trong cả 3 chế phẩm nghiên cứu (NC.CP17-
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19) đều khá cao với AC (1,53 - 2,30 %) và CY (1,66 - 2,61). 

 
Hình 3.32. Biểu đồ so sánh hàm lượng % của AC, CY trong các chế phẩm Actisô  

Ghi chú: % AC và % CY (Hàm lượng mg/100 mg cao chiết Actisô trong chế phẩm) 

Bảng 3.57. Kết quả hàm lượng acid chlorogenic và cynarin trong các chế phẩm 

Stt 
Thông tin chế phẩm (CP)  Hàm lượng AC Hàm lượng CY Tổng CQA 

Kí hiệu Caod  Liều dùng % mg/viên % mg/viên mg/viên 

1 N.CP1* 500 1 viên/ngày 1,49 e 7,45 0,92 ad 4,60 27,29 

2 N.CP2* 600 2 viên/ngày 0,01 o 0,08 0,02 am 0,11 0,46 

3 N.CP3# 200 3-6 viên/ngày 0,52 h 1,04 0,51 af 1,02 4,66 

4 N.CP4# 200 3-6 viên/ngày 0,57 j 1.14 0,22 ai 0,44 3,63 

5 N.CP5* 350 3 viên/ngày 1,68 d 5,88 0,07 al 0,25 8,20 

6 N.CP6* 700 2 viên/ngày 0,57 i 4,69 0,34 aj 2,80 16,81 

7 N.CP7* 550 2 viên/ngày 0,58 i 4,13 0,22 ai 1,60 13,07 

8 N.CP8* 400 1-2 viên/ngày 0,03 n 0,12 0,01 an 0,04 0,37 

9 V.CP9# 100 8-18 viên/ngày 

lần/ngày 
0,05 n 0,05 0,02 am 0,02 0,15 

10 V.CP10a 280 2-4 ống/ngày 

lần/ngày 
0,33 m 0,92 0,19 aj 0,53 2,98 

11 V.CP11a 200 1-3 ống/ngày 0,33 m 0,66 0,26 ah 0,52 2,62 

12 V.CP12a 900 2-4 ống/ngày 

lần/ngày 
0,03 n 0,31 0,01 an 0,09 0,95 

13 V.CP13a 200 2-4 ống/ngày  0,41 k 0,82 0,14 ak 0,28 2,20 

14 V.CP14a 200 2-4 ống/ngày  1,11 j 2,22 0,29 ah 0,58 5,83 

15 V.CP15b - - 2,65 a - 0,50 af - - 

16 V.CP16b - - 0,91 h - 0,69 ae - - 

17 NC.CP17c 200 2-3 viên/ngày 2,30 b 4,60 2,61 aa 5,22 20,30 

18 NC.CP18c 200 2-3 viên/ngày 1,53 e 3,06 1,66 ac 3,32 13,59 

19 NC.CP19c 200 2-3 viên/ngày 2,13 c 4,26 

 

 

 

 

2,02 ab 4,04 21,43 

   *Viên nang cứng;  #Viên bao đường;  dKhối lượng cao/viên; TCQ (tổng các acid caffeoylquinic) 

   
a
Dạng ống nước chứa cao lỏng;   

b
Cao mềm/ cao khô;   

c
Viên bao phim 

    CP nước ngoài (N.CP1-8); CP trong nước (V.CP9-16); CP nghiên cứu (NC.CP17-19)  

   CP1-16 được khảo sát trong thời hạn sử dụng. CP17-19 được đánh giá sau 4 năm kể từ ngày sản xuất.  

  Các giá trị hàm lượng % có kí tự theo sau khác nhau thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05; Tukey) 

3.5.4. Khảo sát độ ổn định của thuốc viên bao phim 

Độ ổn định của sản phẩm viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô 

(Univerphytol) được khảo sát ở 2 điều kiện: Dài hạn (nhiệt độ 30 ± 2 oC, độ ẩm 75 ± 5 
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%) trong 12 tháng và lão hóa cấp tốc (nhiệt độ 40 ± 2 oC, độ ẩm 75 ± 5 %) trong 6 tháng. 

Kết quả các chỉ tiêu đánh giá được trình bày ở Bảng 3.58 và Bảng 3.59. 

Bảng 3.58. Kết quả khảo sát độ ổn định của chế phẩm Univerphytol ở điều kiện dài hạn 

Stt Chỉ tiêu Yêu cầu 
Tháng 

0 3 6 9 12 

1 Cảm quan  (*) Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt 

2 ĐĐKL (n = 20) (mg) 375 ± 5 % 378-369 (**) 379-367 376-369 379-368 375-369 

3 Định tính TCCS Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt 

4 Độ ẩm (n = 6) (%) ≤ 5,0 2,89 3,01 3,20 3,04 3,23 

5 Độ rã (n = 6) (phút) ≤ 15 6,91 6,81 6,91 7,24 7,32 

6 

Độ hòa tan (n = 6) (%) 

a. chlorogenic 

cynarin 

 

≥ 80 

≥ 80 

 

101,5 

100,5 

 

98,2 

99,2 

 

99,1 

98,8 

 

98,7 

99,4 

 

98,5 

98,7 

7 

Định lượng: (n = 3) (%) 

a. chlorogenic 

cynarin 
90 - 110 

107,84 

103,58 

107,54 

103,14 

106,74 

102,48 

106,04 

102,05 

105,48 

101,34 

* Viên nén bao phim hình tròn, màu nâu đen, đường kính 10 mm, hai mặt lồi, nhẵn; ** Max – min  

   Thành phần ghi trên nhãn: Viên Univerphytol chứa 5,2 mg cynarin  và 4,6 mg acid chlorogenic 

Bảng 3.59. Kết quả khảo sát độ ổn định của chế phẩm Univerphytol ở điều kiện lão hóa cấp tốc 

Stt Chỉ tiêu Yêu cầu 0 tháng 1 tháng 2 tháng 3 tháng 6 tháng 

1 Cảm quan  (*) Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt 

2 ĐĐKL (n = 20) (mg) 375 ± 5 % 378-369 (**) 376-368 379-367 375-368 377-366 

3 Định tính TCCS Đạt Đạt Đạt Đạt Đạt 

4 Độ ẩm (%) ≤ 5,0 2,89 2,95 2,98 3,01 3,12 

5 Độ rã (phút) ≤ 15 6,91 6,93 6,95 7,02 7,05 

6 

Độ hòa tan (%) 

a. chlorogenic 

cynarin 

 

≥ 80 

≥ 80 

 

101,5 

100,5 

 

100,2 

99,8 

 

99,8 

99,7 

 

99,7 

99,5 

 

99,1 

98,9 

7 

Định lượng: (n = 3) % 

acid chlorogenic 

cynarin  

 

90 - 110 

 

107,84 

103,58 

 

107,57 

103,26 

 

107,13 

103,14 

 

107,03 

102,91 

 

106,32 

102,01 

* Viên nén bao phim hình tròn, màu nâu đen, đường kính 10 mm, hai mặt lồi, nhẵn. 

Kết quả kiểm nghiệm từ Bảng 3.58 và Bảng 3.59 cho thấy mẫu viên nén bao 

phim nghiên cứu qui mô 15.000 viên đóng trong lọ thủy tinh màu nâu (120 viên/lọ) 

đạt tất cả các chỉ tiêu kiểm nghiệm vật lý và hóa học trong suốt thời gian khảo sát ở 

hai điều kiện lão hóa và dài hạn. Không nhận thấy có sự giảm hàm lượng một cách 

đáng kể hay biến đổi về độ hòa tan. Cho thấy viên nghiên cứu ổn định tuy nhiên cần 

tiếp tục nghiên cứu độ ổn định ở điều kiện dài hạn đến ít nhất 24 tháng ở các thời 

điểm 18 và 24 tháng để có thể ứng dụng đưa ra thị trường. 
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Chương 4. BÀN LUẬN 

4.1. Nghiên cứu thành phần hóa học 

Chiết xuất, phân lập, xác định cấu trúc: Kết quả của luận án đã phân lập được 

20 hợp chất từ cao chiết ethyl acetat và n-butanol gồm:  

- 11 dẫn xuất acid caffeoylquinic: 5 mono-CQA (1-CQA; 3-CQA; 5-CQA hay acid 

chlorogenic; 4-CQA; 3-feruloylquinic); 5 dẫn xuất di-CQA (1,3-diCQA hay 

cynarin; 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 1,5-diCQA; 4,5-diCQA) và acid caffeic. 

- 3 dẫn xuất của acid benzoic: Acid protocatechuic; aldehyd protocatechuic và 4-p-

hydroxy benzaldehyd.  

- 4 flavonoid thuộc phân nhóm flavon, bao gồm: Luteolin, cynarosid, scolymosid 

và apigenin-7 rutinosid.  

- 1 acid hữu cơ (acid succinic) và 1 sesquiterpen lacton (cynaratriol). 

Theo tổng quan tài liệu (Mục 1.2.1), trên thế giới đã xác định được ít nhất 23 dẫn 

xuất acid caffeoylquinic và 12 hợp chất flavon trong lá và hoa đầu Actisô. Trong đó, 

các dẫn xuất acid caffeoylquinic chiếm khoảng 95 % polyphenol toàn phần, các 

flavonoid chính trong lá Actisô là dẫn xuất của luteolin; còn dẫn xuất của apigenin 

chủ yếu có trong lá của loài Cardoon trồng (C. altilis DC.) và Cardoon dại (C. sylvestris 

(Lamk) Fiori) 33. Kết quả phân lập và xác định cấu trúc các hợp chất từ lá Actisô của 

luận án cho thấy có sự phù hợp với các nghiên cứu trong và ngoài nước. Các acid 

phenol trong cây bao gồm 4-p-hydroxybenzaldehyd, acid protocatechuic, aldehyd 

protocatechuic, và acid 3-feruloylquinic đã được tìm thấy trong lá Actisô trước đây 

bằng LC-MSn hoặc LC-QTOF-MSn trong dịch chiết toàn phần mà chưa phân lập các 

hợp chất này ở dạng tinh khiết. Với kết quả của luận án đã phân lập được các hợp 

chất này và xác định cấu trúc bằng phổ NMR giúp khẳng định chắc chắn hơn về sự 

hiện diện của chúng trong thành phần hóa học của lá Actisô.  

4.2. Nghiên cứu về phân tích kiểm nghiệm 

4.2.1. Thiết lập chất đối chiếu (CĐC) 

Tại Việt Nam, hai đơn vị cung cấp chất chuẩn chính thức là Viện Kiểm nghiệm 

Thuốc Trung Ương (có 10 CĐC từ 2013 - 2020) 184 và Viện Kiểm nghiệm Thuốc TP. 
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HCM (27 CĐC từ 2013 - 2022) 185. Trong đó, hai đơn vị này đều có chất chuẩn acid 

chlorogenic (98 %) nhưng chưa có chuẩn cynarin và cynarosid. Do vậy, các chất này 

được mua từ nước ngoài với giá thành cao (4 - 10 triệu/10 mg cynarin và 4,5 - 6,5 

triệu/10 mg cynarosid). Mặt khác, các chất chuẩn này không có sẵn trên thị trường 

trong nước mà cần thời gian vận chuyển từ vài tuần đến vài tháng, gây ảnh hưởng 

đến công tác kiểm nghiệm và nghiên cứu. Vì vậy, việc phân lập và thiết lập CĐC đối 

với các hợp chất này đạt chất lượng và được thẩm định đầy đủ là cấp thiết để đẩy 

mạnh việc tiêu chuẩn hóa, đánh giá chất lượng nguyên liệu và các chế phẩm từ Actisô 

nói riêng và các thuốc có nguồn gốc từ dược liệu nói chung.  

Cynarin, acid chlorogenic và cynarosid được chọn để thiết lập CĐC vì các 

chất này là thành phần chính đã được chứng minh có tác dụng sinh học trong lá 

Actisô. Hơn nữa, Dược điển các nước (Châu Âu, Anh, Pháp, Ý và Việt Nam) đều qui 

định kiểm nghiệm các thành phần này trong lá và cao khô Actisô (xem Mục 1.4.1). 

Từ kết quả phân lập polyphenol cho thấy, cao Bu có chứa đồng thời cả 3 hợp chất 

acid chlorogenic, cynarin và cynarosid với hàm lượng lớn. Bên cạnh đó, luận án đã 

thăm dò điều kiện phân tách cao Bu khá hiệu quả (Hình 3.3, Mục 3.1.1.2) bằng kỹ 

thuật sắc ký lỏng áp suất trung bình (MPLC) với pha tĩnh C18. Do đó, cao Bu và 

phương pháp phân tách bằng MPLC được áp dụng để phân lập đồng thời 3 nguyên 

liệu thiết lập chất đối chiếu (cynarin, acid chlorogenic và cynarosid).  

Nhận xét về quy trình phân lập 3 nguyên liệu CĐC: Các dẫn xuất acid 

caffeoylquinic là hợp chất khó phân lập vì có độ phân cực mạnh, nhiều đồng phân, 

phần lớn khó kết tinh và đặc biệt là dễ bị oxy hóa ở điều kiện khí hậu tại Việt Nam. 

Do đó, kĩ thuật phân lập bằng sắc ký cột cổ điển cho thấy không thích hợp để phân 

tách các hợp chất này do chúng bị hấp phụ mạnh bởi silica gel pha thuận (do cấu trúc 

có nhiều nhóm OH) và thường khó phân tách trên Sephadex (do có nhiều đồng phân). 

Từ kết quả phân lập cao Bu bằng MPLC của luận án đã cho thấy silica gel C18 là pha 

tĩnh thích hợp nhất để phân lập nhóm hợp chất này. Qua tham khảo các tài liệu về 

việc phân lập các polyphenol trong lá Actisô đều thu được các chất tinh khiết với khối 

lượng khá thấp, cụ thể là cynarin (≤ 10 mg) và cynarosid (≤ 50 mg) từ 35 g cao chiết 

butanol 45,175,186. Đối với quy trình phân lập CĐC của luận án cho thấy hiệu suất cao 
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hơn gấp 14-16 lần. Ngoài ra, các công bố trước đây đều có quy trình phân lập các 

hợp chất này khá phức tạp, phần lớn các phân đoạn phải trải qua nhiều sắc ký cổ điển, 

tinh chế nhiều lần bằng Sephadex LH-20 và cuối cùng là semi.prep-HPLC mới thu 

được chất tinh khiết. Quy trình phân lập của luận án đơn giản hơn và đồng thời còn 

thu được một số polyphenol khác (4-CQA, scolymosid) với khối lượng tương đối 

nhiều (Mục 3.1.1.4). Hiện nay, nhu cầu đối với chuẩn scolymosid cũng cao trong công 

tác kiểm nghiệm do hợp chất này hiện diện phổ biến trong một số dược liệu. Hiện 

nay, chuẩn scolymosid (Sigma Aldrich) có giá khá cao (10 triệu/1,0 mg). Do đó, có 

thể thấy lá Actisô là nguồn nguyên liệu tiềm năng để phân lập hợp chất này. 

Tóm lại, luận án đã thiết lập 03 chất đối chiếu (cynarin, acid chlorogenic và 

cynarosid) có nguồn gốc từ lá Actisô và công bố đạt yêu cầu của CĐC hóa học thứ 

cấp với bộ dữ liệu chuẩn bao gồm phổ UV, IR, MS, NMR. Hàm lượng của 3 CĐC đã 

được Viện kiểm nghiệm thuốc Tp. HCM đánh giá. Cynarin và cynarosid lần đầu được 

thiết lập CĐC ở Việt Nam. Chất chuẩn này rất cần thiết cho các cơ sở sản xuất chế 

phẩm từ Actisô nhằm phục vụ cho việc kiểm nghiệm nguyên liệu lá Actisô, bán thành 

phẩm (cao chiết) và thành phẩm (chế phẩm). Mặc dù các chất chuẩn này không phải 

lần đầu được thiết lập trên thế giới nhưng luận án đã cung cấp một quy trình phân lập 

hiệu quả đồng thời cả 3 hợp chất cynarin, acid chlorogenic và cynarosid với hiệu suất 

cao, phù hợp để thiết lập CĐC.  

4.2.2. Xây dựng quy trình định lượng 

a. Xây dựng quy trình định lượng cho lá và cao khô Actisô: 

Luận án đã xây dựng quy trình định lượng 3 polyphenol chính (acid chlorogenic, 

cynarosid và scolymosid) trong lá Actisô. Đối với cao khô Actisô đã xây dựng quy 

trình định lượng 4 polyphenol chính gồm cynarin, acid chlorogenic, cynarosid và 

scolymosid. Hai quy trình định lượng này nhằm áp dụng kiểm soát chất lượng nguyên 

liệu lá Actisô, chuẩn hóa cao chiết, và kiểm tra bán thành phẩm của các giai đoạn bào 

chế viên nén bao phim Actisô. Quy trình còn được ứng dụng trong việc đánh giá động 

thái tích lũy hàm lượng hoạt chất theo thời gian thu hái. Bên cạnh đó, 2 quy trình định 

lượng này cũng được đề xuất thay cho phương pháp định lượng bằng quang phổ có độ 



127 

 

 

chọn lọc không cao của DĐVN V giúp nâng cao tiêu chuẩn chất lượng cho dược liệu 

Actisô trong nước tương đương hoặc cao hơn so với tiêu chuẩn quốc tế.  

Các chỉ tiêu kiểm nghiệm lá và cao Actisô trong chuyên luận Dược điển Anh, 

Châu Âu và Việt Nam đã được tóm tắt ở Bảng 1.6 và Bảng 1.7. Từ các nhận xét, phân 

tích đánh giá về các chỉ tiêu chất lượng và phương pháp thử đối với các tiêu chuẩn 

này cũng đã được trình bày ở phần tổng quan tài liệu (Mục 1.4.1) cho thấy, đối với 

tiêu chuẩn lá khô Actisô, các chỉ tiêu định tính acid chlorogenic và cynarosid bằng 

SKLM và định lượng acid chlorogenic bằng HPLC-PDA của Dược điển Anh, Pháp, 

Ý và Châu Âu là hoàn toàn phù hợp. Do đó, DĐVN VI cần phải bỏ chỉ tiêu “cynarin” 

và thay vào đó là kiểm nghiệm “acid chlorogenic và cynarosid” trong lá khô Actisô 

tương tự như Dược điển Châu Âu. Mức chất lượng về hàm lượng acid chlorogenic 

trong lá khô Actisô được đề nghị cho TCCS là “không dưới 2,5 %”, cao hơn so với 

EP 10.0 (0,8 %). Mức hàm lượng này được đưa ra dựa trên cơ sở từ kết quả khảo sát 

động thái tích lũy hoạt chất này ở giống Actisô xanh theo thời gian (Mục 3.2.3.3) với 

hàm lượng acid chlorogenic của cây trong chu kỳ sinh trưởng một năm đều đạt từ 2,6 

- 4,9 % (xem ở Mục 3.2.3.2). Tuy nhiên, cần phải khảo sát thêm về hàm lượng của 

hoạt chất này trong lá Actisô ở nhiều vùng trồng khác tại Đà lạt cũng như ở Sapa để 

đưa ra mức chỉ tiêu hàm lượng của acid chlorogenic cho DĐVN VI. 

Đối với tiêu chuẩn cao khô Actisô, mặc dù Dược điển Châu Âu không có chỉ 

tiêu cynarin trong cao Actisô nhưng các chế phẩm chứa cao chiết Actisô được bán 

trên thị trường Châu Âu (Pháp, Đức) và Mỹ hiện nay đều có xu hướng ghi rõ trên 

nhãn hàm lượng hoạt chất này nhằm thể hiện chất lượng của sản phẩm. Dựa vào tài 

liệu tham khảo, cynarin được tìm thấy trong các chế phẩm với hàm lượng đáng kể 

(34,2 - 51,6 % trong tổng số các di-CQA), thậm chí một số chế phẩm có đến 63,6 - 

72,8 % 53. Các kết quả phân tích hàm lượng hoạt chất này trong cao chiết và chế phẩm 

từ Actisô của luận án cũng cho kết quả tương tự (Mục 3.2.4.2). Hơn nữa, cynarin là 

thành phần đặc trưng hơn so với acid chlorogenic vì chúng chỉ được tìm thấy giới hạn 

trong một số chi thuộc họ Cúc như Arnica sp., Echinacea sp., Helianthus sp...., trong 

khi acid chlorogenic không chỉ phổ biến trong các loài thuộc họ Asteraceae mà còn 
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được tìm thấy trong nhiều loài khác thuộc các họ thực vật khác nhau như Camellia 

sp., Coffea sp., Plantago sp., Urtica sp., Lonicera sp.,... Điều đáng chú ý là một số 

loài trong các họ kể trên như Kim ngân, Trà và hạt Cà phê non có rất nhiều dẫn xuất 

acid caffeoylquinic gồm mono-CQA và di-CQA, tuy nhiên các dược liệu này đều 

giàu acid chlorogenic nhưng lại không có cynarin trong các cao chiết như ở Actisô. 

Mặc dù cynarin không phải là chất nguyên thủy trong cây mà được tạo ra trong quá 

trình chiết xuất, nhưng hợp chất này lại được chứng minh có nhiều tác dụng sinh học 

mạnh hơn so với acid chlorogenic và các đồng phân khác của nó. Các hoạt tính của 

cynarin đã được trình bày ở phần tổng quan (Mục 1.3.1) bao gồm tác dụng chống oxy 

hóa, lợi mật, hạ lipid và bảo vệ gan 6,53,89,187. Kết quả thử tác dụng sinh học của luận 

án cũng cho thấy hoạt tính chống oxy hóa của cynarin bằng thử nghiệm DPPH và 

MDA đều cao hơn so với các thành phần khác (xem Mục 3.3.1). Việc lựa chọn 

“marker” cho một quy trình định lượng của một dược liệu bất kỳ đôi khi cũng còn 

nhiều tranh luận do có nhiều quan điểm và lập luận khác nhau. Tuy nhiên, đối với 

dược liệu Actisô, dựa vào các cơ sở dữ liệu thu thập được từ nhiều nguồn tài liệu 

khoa học chính thống đã trình bày ở phần tổng quan cũng như một số kết quả đạt 

được của luận án, việc định lượng đồng thời cả 2 thành phần acid chlorogenic và 

cynarin bằng phương pháp HPLC-PDA được nhận định là chỉ tiêu thiết thực và nên 

bổ sung vào tiêu chuẩn cao Actisô của DĐVN VI. Tuy nhiên, đối với mức chỉ tiêu 

hàm lượng (%) của cynarin trong cao chiết Actisô cho DĐVN VI chưa được đề xuất 

vì cần phải khảo sát thêm trên các cao chiết từ lá tươi của Sapa. Đối với TCCS của 

luận án, mức hàm lượng của cynarin và acid chlorogenic được đưa ra lần lượt là 

“không dưới 1,0 và 1,5 %”. Trong đó mức hàm lượng của acid chlorogenic cao hơn 

gấp 2 lần so với EP 10.0 vì mục tiêu chính của đề tài là nghiên cứu sản xuất cao chiết 

bán thành phẩm và thành phẩm có chất lượng tương đương hoặc cao hơn so với các 

chế phẩm nước ngoài. Ngoài ra, dựa vào kết quả khảo sát hàm lượng cynarin trong 

các cao chiết lá Actisô thu hái vào các thời điểm khác nhau trong năm 2016-2017 

(Mục 3.2.3.3) đều cho thấy hàm lượng cynarin trong giống Actisô xanh nếu được 

chiết xuất phù hợp sẽ cho hàm lượng hoạt chất này từ 1,34 - 3,58 %.  
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Nhận xét về quy trình định lượng các polyphenol trong lá và cao Actisô, 

phương pháp định lượng các hợp chất này bằng HPLC-PDA hoặc HPLC-PDA-MS 

đã được công bố trên thế giới và được tóm tắt ở phần tổng quan (Mục 1.4.2). Tuy 

nhiên, khi áp dụng các chương trình pha động đã được công bố đều cho kết quả các 

pic định lượng không tách nhau, điều này có thể là do cột sắc ký của các hãng sản 

xuất khác nhau làm cho hiệu quả tách của các chất trong dược liệu cũng khác nhau. 

Chính vì vậy, 2 quy trình định lượng trong lá và cao Actisô đã được thăm dò lại để 

phù hợp với điều kiện phân tích phục vụ cho các mục tiêu của luận án.  

Kết quả khảo sát điều kiện sắc ký cho thấy các pic cần định lượng đạt các yêu 

cầu về thông số sắc ký như độ tinh khiết pic, hệ số kéo đuôi và độ phân giải đạt yêu 

cầu định lượng. Trình tự rửa giải của các pic trong lá Actisô khá phù hợp với đa số 

tài liệu công bố 7,8,38,53,141. Điều đáng chú ý là trình tự rửa giải của 2 pic flavonoid 

(cynarosid và scolymosid) thường rất gần nhau và có thể bị đảo vết nếu sử dụng các 

cột sắc ký khác nhau. Xét về độ phân cực, hợp chất scolymosid có 2 phân tử đường 

nên sẽ được rửa giải trước hơn so với cynarosid (có 1 đường). Tuy nhiên qua kết quả 

phân tích của luận án cho thấy đối với cột Sunfire C18 (Hình 4.1-D) thì pic scolymosid 

được rửa giải trước cynarosid. Trong khi với cột ThermoFisher C18 (Hình 4.1-C) cho 

trình tự rửa giải của pic scolymosid ra sau. Điều này được giải thích là do scolymosid 

phân cực hơn nên tương tác nhiều với các nhóm silanol tự do chưa được khóa 

“endcapped” trong pha tĩnh của cột ThermoFisher, trong khi đó số lượng nhóm 

silanol tự do ở pha tĩnh của cột Sunfire ít hơn nên không gặp hiện tượng đảo vết này. 

Điều này cho thấy hiệu quả khóa “endcapped” các nhóm silanol tự do ở cột Sunfire 

(Waters) tốt hơn ở cột ThermoFisher. Hiện tượng đảo vết này cũng quan sát thấy ở 

một số công bố trên thế giới khi phân tích lá và hoa Actisô. SKĐ trong nghiên cứu 

của Häusler M. 38 cũng cho thấy pic cynarosid ra trước scolymosid (Hình 4.1-A) với 

cột sắc ký sử dụng là Luna (Phenomenex). Ngược lại, nghiên cứu của Wang M. cho 

thấy pic scolymosid ra trước cynarosid (Hình 4.1-B) khi sử dụng cột Luna prodigy 

ODS3 (Phenomenex). Mặc dù cả hai cột sắc ký sử dụng trong hai nghiên cứu này đều 

là Phenomenex nhưng dòng sản phẩm khác nhau cũng có thể cho hiệu quả khóa 

“endcapped” không giống nhau. 
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Cao chiết Actisô - Hausler M. (2002) Lá khô Actisô - Wang M. (2003) 

  

Cao khô Actisô nghiên cứu (CNC) Lá khô Actisô nghiên cứu (LNC) 

Hình 4.1. SKĐ cao chiết và lá khô Actisô nghiên cứu so với TLTK 

Về khảo sát quy trình định lượng, các quy trình định lượng đã công bố trên thế 

giới đều không khảo sát điều kiện chiết xuất lá hoặc cao Actisô, chỉ có nghiên cứu 

của Wang M. (2003) 89 có khảo sát tỉ lệ ethanol trong chiết xuất nhưng không khảo 

sát các yếu tố khác. Kết quả của luận án đã khảo sát các yếu tố ảnh hưởng như dung 

môi, nhiệt độ và thời gian chiết xuất, tỉ lệ dung môi hay số lần chiết xuất để thu được 

hàm lượng chất cần định lượng đạt hiệu suất tối đa do đó có thể xác định được chính 

xác hàm lượng của các chất này có trong nguyên liệu. Qua khảo sát, đối với lá khô 

Actisô dùng dung môi chiết tốt nhất là cồn 50 % cũng phù hợp với nghiên cứu của 

Wang M. dùng cồn 60 %. Còn đối với cao khô Actisô cho thấy methanol ở nồng độ 

20 - 40 % đều hòa tan được cao khô khá tốt. Kết quả này cũng phù hợp với quy trình 

định lượng cao Actisô của M. Häusler và cộng sự (2022) dùng methanol 20 % 38. Quy 

trình của luận án dùng methanol 40 % vì cả 2 nồng độ 20 - 40 % đều hòa tan tốt 

nhưng chọn 40 % vì ít tạp phân cực hơn và dịch chiết có độ nhớt thấp nên dễ lọc hơn.  

Về kết quả đánh giá quy trình định lượng theo hướng dẫn của ICH, cả 2 quy 

trình định lượng các polyphenol trong lá và cao khô Actisô đều đạt tính tương thích 

hệ thống, khoảng tuyến tính, độ chính xác cao (RSD = 0,9 - 2,3 %) và độ phục hồi từ 

93,0 - 103,9 % (RSD = 0,78 - 3,73), chứng tỏ quy trình định lượng đáng tin cậy.  

Tóm lại, luận án đã xây dựng quy trình định lượng có độ tin cậy cao cùng với 
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việc khảo sát các điều kiện chiết xuất ảnh hưởng đến thành phần các hoạt chất cần 

định lượng trong khi chưa thấy việc khảo sát này ở các quy trình đã công bố trước đây.  

b. Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 12 polyphenol trong cao khô Actisô: 

Luận án đã xây dựng quy trình định lượng 12 polyphenol trong cao khô Actisô 

bằng UPLC-PDA gồm: 4 mono-CQA (1-CQA; 3-CQA; AC; 4-CQA), acid caffeic, 5 

di-CQA (CY; 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 1,5-di-CQA; 4,5-diCQA) và 2 flavonoid 

(cynarosid và scolymosid). Trình tự rửa giải của các chất cũng như tỉ lệ của các pic 

polyphenol trong cao Actisô phù hợp với nghiên cứu của Häusler M. (2002) 38 định 

lượng 10 polyphenol trong lá Actisô bằng HPLC-MS. Điều kiện phân tích của nghiên 

cứu này vẫn chưa phân tách được 2 đồng phân là acid 1,5- và 3,5-diCQA (Hình 4.1-

A). Tuy nhiên, điều kiện phân tích của luận án có thể phân tách hoàn toàn 2 pic này 

với nhau (Hình 4.1-C) bằng kỹ thuật UPLC. Về hàm lượng của các chất định lượng, 

trong số 12 chất định lượng của đề tài thì có 8 chất được tính hàm lượng theo 8 chất 

đối chiếu tương ứng. Tuy nhiên, vì 4 chất phân lập gồm 3-CQA; 4-CQA; 3,4-diCQA 

và 3,5-diCQA có khối lượng ít nên cả 4 polyphenol định lượng này được tính hàm 

lượng theo các đồng phân của chúng là acid chlorogenic và cynarin. Mặc dù cách tính 

này có sai số so với việc tính hàm lượng theo các chất chuẩn tương ứng của chúng, 

nhưng việc định lượng 12 polyphenol của luận án chỉ nhằm mục đích so sánh hàm 

lượng của chúng giữa các bộ phận khác nhau của cây, không dùng để tiêu chuẩn hóa 

dược liệu. Một số nghiên cứu về Actisô được tóm tắt ở tổng quan (Mục 1.4.2) cũng 

áp dụng cách tính này đối với một số chất định lượng là mono-CQA hoặc di-CQA 

khi không có chất chuẩn tương ứng 7,141.  

Tóm lại, luận án đã xây dựng quy trình định lượng được gần như đầy đủ các 

thành phần polyphenol chính trong cao khô Actisô (12 polyphenol). Các pic cần định 

lượng tách nhau khá rõ trên SKĐ và đã được thẩm định đầy đủ các chỉ tiêu theo 

hướng dẫn của ICH. Quy trình đạt về tính tương thích hệ thống, khoảng tuyến tính, 

độ lặp lại trong ngày (RSD = 0,57 - 1,17 %); độ chính xác trung gian (RSD = 0,90 - 

2,51%); độ phục hồi từ 90,0 - 106,3 % (RSD = 0,39 - 2,53 %). Do đó quy trình có độ 

tin cậy cao. Ngoài ra, khi áp dụng quy trình này để phân tích các thành phần trong 

các bộ phận khác nhau của cây Actisô đều thể hiện việc phân tách khá tốt mặc dù mỗi 

bộ phận của cây đều có hỗn hợp các thành phần với độ phức tạp khác nhau. 
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4.2.3. Nghiên cứu động thái tích lũy 

a. So sánh hàm lượng hoạt chất theo giống cây: 

Cây Actisô “giống tím - A80” (AT) và “giống xanh - A85” (AX) là hai giống 

Actisô có giá trị kinh tế cao và được trồng phổ biến tại Đà Lạt, nơi có diện tích trồng 

và sản lượng cây Actisô lớn nhất Việt Nam. Sự khác biệt về đặc điểm hình thái của hoa 

và lá của 2 giống được trình bày ở Phụ lục 51. Cả 2 giống này đều có nguồn gốc từ 

Pháp, được di thực vào Việt Nam từ đầu thế kỷ 20. Tuy nhiên, hiện nay sản lượng và 

chất lượng cây Actisô được cho là đang suy giảm nghiêm trọng bởi sự thoái hóa giống, 

nhiễm bệnh từ các phương pháp nhân giống truyền thống 157. Chính vì vậy, việc đánh 

giá đầy đủ các thành phần polyphenol chính cũng như hoạt tính chống oxy hóa của 2 

giống cây này là thật sự cần thiết để bổ sung vào hồ sơ chất lượng của 2 giống Actisô 

này nhằm góp phần vào việc lựa chọn cải tạo hoặc nhân giống Actisô đáp ứng được 

các yêu cầu trong nông nghiệp và cả ngành dược phẩm.  

Luận án đã phân tích các thành phần chính và đồng thời so sánh hoạt tính chống 

oxy hóa (in vitro và ex vivo) trong các cao chiết của 2 giống Actisô từ các BPD gồm 

lá, gân lá, thân, rễ và hoa được chiết xuất bởi các dung môi khác nhau (nước, ethanol 

40 và 96 %). Qua tham khảo tài liệu cho thấy dung môi chiết xuất có ảnh hưởng đến 

thành phần cũng như tỉ lệ của các polyphenol trong các cao chiết Actisô 51,148,149. 

Chính vì vậy, luận án đã lựa chọn các dung môi chiết xuất có độ phân cực tăng dần 

gồm ethanol 96 %, EtOH 40 % và nước để so sánh thành phần hóa học và tác dụng 

chống oxy hóa giữa các bộ phận khác nhau của cây Actisô. Đối với lá tươi được chiết 

xuất với nước ở 100 oC vì ở điều kiện này đã được chứng minh giúp làm gia tăng hàm 

lượng cynarin và một số di-CQA 51,148. Còn đối với dược liệu khô thường được chiết 

với dung môi cồn - nước (40 - 60 %) 89. Một số kết quả chính thu được như sau: 

Về giống cây, nhìn chung giống AX và AT có thành phần polyphenol tương 

đối giống nhau, chỉ khác nhau về tỉ lệ hay hàm lượng của từng thành phần tùy thuộc 

vào dung môi chiết xuất. Xét trên cao chiết nước của lá Actisô, hàm lượng polyphenol 

tổng (TPC) của AX tương đương hoặc hơi cao hơn AT (13,5 so với 12,9 %). Các thành 

phần khác biệt chủ yếu ở 2 giống là acid chlorogenic và các di-CQA (cynarin; 1,5-

diCQA; 3,4-di CQA; 4,5-diCQA). Trong đó, đáng chú ý nhất là cynarin của giống 

AX cao hơn AT gấp 6 lần (3,52 so với 0,56 %, p<0,05) ở cao chiết lá tươi và gấp 2 
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lần ở cao chiết lá khô (0,51 so với 0,15 %, p<0,05). Kế đến là dẫn xuất 3,4-diCQA 

và 3,5-diCQA ở giống AX cao gấp 4,2 - 4,5 lần AT; và cao hơn gấp 2 lần đối với 

1,5-diCQA. Bên cạnh đó, hoạt tính chống oxy hóa của AX cũng cao hơn AT trên cả 

2 mô hình thử nghiệm, với AX có IC50 là 21,9 µg/ml (DPPH) và 114,0 µg/ml (MDA); 

AT có IC50 là 30,8 và 227,8 µg/ml. Xét trên cao chiết cồn của lá Actisô, ngược lại 

với cao chiết nước, giống AT có hàm lượng polyphenol cao hơn so với giống AX (9,96 

so với 7,20 %, p<0,05). Các thành phần khác biệt chủ yếu là acid chlorogenic; 

scolymosid; 3,4- và 3,5-diCQA. Trong đó, đáng chú ý nhất là 3,4- và 3,5-diCQA được 

tìm thấy trong giống AT (0,7 - 0,8 %) trong khi không phát hiện được ở AX. Kế đến 

là scolymosid ở giống AT cao hơn gấp 1,5 lần so với AX (1,4 so với 0,89 %, p<0,05). 

Hàm lượng acid chlorogenic của giống AT cũng hơi cao hơn so với AX (4,1 so với 3,6 

%, p<0,05). Cả 2 giống đều có hàm lượng cynarin rất thấp (0,03 - 0,04 %) trong cao 

chiết cồn 96 %. Về hoạt tính chống oxy hóa, cao chiết cồn của AT có hoạt tính mạnh 

hơn AX (AT có IC50 là 34,2 µg/ml (DPPH) và 662,3 µg/ml (MDA); AX có IC50 là 

44,2 và 712,2 µg/ml) (xem Hình 3.28, Mục 3.2.3.2). Kết quả này cũng phù hợp với 

nghiên cứu của Wang M. (2003) 89 (Mục 1.4.3) với hàm lượng TPC của cao chiết cồn 

lá khô là 6,9 - 9,8 % so với kết quả của luận án là 7,20 - 9,96 % tùy vào giống Actisô. 

Ngoài ra, kết quả nghiên cứu của Wang M. cũng cho hàm lượng acid chlorogenic phụ 

thuộc giống với 1,4 - 4,7 % so với kết quả của luận án là 1,17 - 4,94 % (cao cồn) tùy 

vào giống và thời điểm thu hái trong năm (xem Mục 3.2.3.3).  

Tóm lại, 2 giống Actisô phổ biến tại Đà Lạt lần đầu tiên được so sánh đầy đủ về 

hàm lượng 12 polyphenol cũng như hoạt tính chống oxy hóa của chúng trên mô hình 

in vitro và ex vivo. Kết quả cho thấy hàm lượng các polyphenol của 2 giống lá Actisô 

phụ thuộc vào dung môi chiết xuất. Giống AX có hàm lượng polyphenol và hoạt tính 

chống oxy hóa cao hơn AT ở cao chiết nước. Ngược lại, ở cao chiết cồn thì giống AT 

có polyphenol và hoạt tính chống oxy hóa tốt hơn giống AX. Hàm lượng cynarin đặc 

biệt cao ở cao chiết nước của giống AX. Nhìn chung, với quy trình xử lý dược liệu và 

chiết xuất thích hợp cho thấy hàm lượng polyphenol ở cả 2 giống đều đạt chất lượng 

tốt với acid chlorogenic cao gấp 3 - 5 lần so với hàm lượng quy định bởi Dược điển 

Châu Âu. Luận án cung cấp các bằng chứng khoa học về thành phần hóa học và hoạt 

tính chống oxy hóa của các cao chiết của đầy đủ BPD ở cả 2 giống cây Actisô.  



134 

 

 

b. So sánh hàm lượng hoạt chất theo bộ phận dùng (BPD) của cây: 

Từ kết quả ở Mục 3.2.3.2 cho thấy, hàm lượng polyphenol trong Actisô còn có sự 

khác biệt rõ rệt ở các bộ phận khác nhau của cây. Một số kết quả về hàm lượng tổng 

các polyphenol định lượng (TPC) được tóm tắt như sau: 

- Ở cao chiết nước: Lá tươi > thân > lá khô > rễ > gân > hoa (AX) 

               Lá tươi > thân > lá khô > rễ = gân = hoa (AT) 

- Ở cao chiết cồn:   Thân > lá khô > rễ > gân = hoa (AX) 

                Thân > lá khô > rễ = hoa > gân (AT) 

Nghiên cứu của Wang M. và cộng sự (2003) 89; Falleh H. (2008) 188; Bùi Thị 

Thu Hà (2008) 189, Pandino G. (2013) 190 và Nouraei S. (2017) 191 cũng cho kết quả 

tương tự về hàm lượng tổng polyphenol (TPC) trong lá cao hơn hoa.  

Nhóm nghiên cứu của Bùi Thị Thu Hà đã so sánh hàm lượng của cynarin trong 

các cao chiết cho kết quả là thân già (ở gốc) > lá > rễ > hoa > thân xanh. Kết quả này 

cũng tương tự với kết quả của luận án. Lưu ý rằng nguyên liệu thân cây mà luận án 

sử dụng là loại thân già ở gốc mà người dân Đà Lạt thường gọi là “thân đen” (xem 

hình ở Phụ lục 51), loại thân này thường có vị thơm và ngọt, được người dân bán với 

giá cao hơn “thân xanh” - thân chính còn diệp lục tiếp nối với cuống hoa. Kết quả 

phân tích của luận án cho thấy, hàm lượng cynarin đặc biệt cao ở cao chiết nước của 

“thân đen” ở cả 2 giống, cao hơn ở lá tươi từ 1,4 - 2,6 lần. Kết quả này cũng phù hợp 

với kết quả của Bùi Thị Thu Hà khi so sánh về hàm lượng cynarin như đã đề cập ở 

trên. Đặc biệt, ở giống AX có hàm lượng cynarin của cao chiết nước “thân đen” có 

thể lên đến 5,0 %. Tuy nhiên, khi so sánh về tổng polyphenol của chúng thì có sự 

khác biệt giữa 2 nghiên cứu. Cụ thể, nghiên cứu của Bùi Thị Thu Hà cho thấy hàm 

lượng tổng polyphenol trong các BPD theo trình tự như sau: Lá > hoa > rễ > thân 

(đen) > thân (xanh). Sự khác biệt này có thể được lý giải như sau. Thứ nhất, tổng 

polyphenol của Bùi Thị Thu Hà được định lượng bằng phương pháp Folin-ciocalteu, 

còn hàm lượng TPC của luận án không phải là polyphenol toàn phần mà là tổng 12 

polyphenol chính định lượng. Do vậy, hoa Actisô có thể có các thành phần 

polyphenol khác như anthocyanidin, dẫn xuất apigenin, narirutin,... mà quy trình của 
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luận án không định lượng nên hàm lượng tổng 12 polyphenol không cao nhưng có 

thể cho hàm lượng tổng polyphenol theo phương pháp Folin-ciocalteu lại cao. Mặc 

dù vậy, luận án cũng cho thấy hoạt tính chống oxy hóa của hoa cũng thấp hơn so với 

các BPD khác. Do vậy, hàm lượng này cần phải kiểm chứng thêm ở một số mẫu thu 

hái vào các thời điểm khác cũng như ở vùng trồng khác. Thứ hai, nguyên liệu trong 

nghiên cứu của Bùi Thị Thu Hà được thu mua tại chợ Đà Lạt, do đó các BPD của cây 

là từ nhiều nguồn khác nhau hoặc từ nhiều cây Actisô khác nhau cũng như khác về 

vùng trồng nên dẫn đến sự khác biệt về hàm lượng. Nguyên liệu của luận án được thu 

thập trên cùng một cây Actisô do đó hạn chế sự ảnh hưởng của các yếu tố này. 

Tóm lại, luận án lần đầu định lượng 12 polyphenol và so sánh hoạt tính chống 

oxy hóa của các BPD từ cây Actisô. Mặc dù Bùi Thị Thu Hà lần đầu công bố về việc 

so sánh TPHH trong các BPD này, song chỉ đánh giá 5 polyphenol (cynarin, narirutin, 

apigenin-7-O-glucosid, acid caffeic, acid gallic), trong đó chỉ có cynarin là thành 

phần chính, trong khi các thành phần khác có hàm lượng không đáng kể hoặc không 

phát hiện trong lá Actisô. Mặc khác, nghiên cứu của Bùi Thị Thu Hà cũng chưa so 

sánh về hoạt tính chống oxy hóa của các BPD của cây. Kết quả của luận án cho thấy, 

ngoài lá Actisô, thân cây cũng là nguồn nguyên liệu tiềm năng giàu polyphenol và có 

tác dụng chống oxy hóa khá tốt, đặc biệt là “thân đen giống AX” của cây Actisô.  

c. Hàm lượng tích lũy theo thời kỳ sinh trưởng và thời gian thu hái: 

Thí nghiệm được thực hiện trong mùa vụ 2016 - 2017 trên vườn trồng Actisô 

ở phường 5 - Thái Phiên (Lâm Đồng), một khu vực điển hình cho việc trồng Actisô 

ở Đà Lạt. Với độ cao 1.500 mét, Đà Lạt có khí hậu ôn hòa và dịu mát quanh năm. 

Nhiệt độ hàng tháng trung bình trong 10 năm (2009 - 2019) khoảng 18,5 oC. Năm 

2016-2017 có nhiệt độ thấp nhất là 16,8 oC và cao nhất là 20,4 oC 157.  

Thử nghiệm được thực hiện trên cây Actisô giống A85 - AX. Cây thường được 

trồng tháng 4 - 6, thu hoạch cuối kỳ tháng 2 - 3 năm sau, và 1 tháng còn lại để cải tạo 

đất chuẩn bị cho vụ mới. Cây con mọc ra từ gốc cây mẹ khỏe mạnh được chiết tách 

để đưa ra trồng ở khu vực vườn ươm chăm sóc đặc biệt trước khi lên luống trồng vụ 

mới. Sau 2-3 tháng đầu xuống giống trồng Actisô thì bắt đầu thu hoạch các lá già (xẻ 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Kh%C3%AD_h%E1%BA%ADu_n%C3%BAi_cao
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thùy sâu) ở gốc cây với chiều dài lá trung bình khoảng 60 cm. Nếu sau 2 tháng thu 

hoạch thì chỉ thu được vài lá ở gốc, còn sau 4 tháng thì lá ở gốc có sinh khối nhiều 

hơn (2 kg/cây), mỗi tháng thu lá 2 lần (cách 15 ngày) đến khi cây bắt đầu ra hoa thì 

ngừng. Sau 6 - 8 tháng từ lúc trồng, cây bắt đầu ra hoa (tháng 12), hoa phát triển và 

trưởng thành khoảng 3 tháng (tháng 1 - 3). Sau khi thu hoạch hoa thì tiến hành thu 

hoạch các bộ phận còn lại gồm rễ, thân “xanh” và thân “đen”. Trong phạm vi của 

luận án là đánh giá hàm lượng hoạt chất acid chlorogenic tích lũy theo chu kỳ sinh 

trưởng của cây trong năm và hàm lượng cynarin có trong các cao chiết tương ứng của 

chúng. Vì vậy, cây Actisô trồng tháng 4 và tháng 6 bắt đầu thu mẫu lá ở gốc lần đầu, 

tiếp tục lấy mẫu vào ngày thứ 15 của mỗi tháng và liên tục đến tháng 4 năm sau.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy hàm lượng của acid chlorogenic - thành phần chính 

của lá Actisô từ 1,17 - 4,94 %. Đối với cynarin, phần lớn các công bố trên thế giới 

đều định lượng lá khô nên hàm lượng cynarin rất thấp hoặc không phát hiện. Nghiên 

cứu của Häusler M. và cộng sự (2002) 38 cũng cho kết quả tương tự với acid 

chlorogenic là 0,48 - 4,24 %, nhưng cynarin trong các cao khô Actisô chỉ có hàm 

lượng từ 0,03 - 0,43 %, trong khi kết quả của luận án là 1,34 - 3,58 %. Như đã phân 

tích ở trên, sự tạo thành cynarin trong quá trình chiết xuất phụ thuộc vào nhiều yếu 

tố như giống cây và đặc biệt là điều kiện chiết xuất. Trong thí nghiệm của đề tài thực 

hiện, Actisô giống xanh cũng như điều kiện chiết xuất đã được khảo sát chiết được 

hàm lượng cynarin tốt nhất. Cụ thể, hàm lượng acid chlorogenic trong lá và cynarin 

trong cao chiết Actisô cao nhất được ghi nhận trong thí nghiệm hiện tại là ở mùa thu 

hoạch lá tháng 10 - 12 với acid chlorogenic (4,22 - 4,94 %) và cynarin (3,10 - 3,58 

%) trong cao chiết nước. Tháng 10 - 12 và tháng 2,3 có nhiều bức xạ mặt trời hơn và 

nhiệt độ thấp hơn các tháng khác trong năm nghiên cứu. Sự kết hợp này có thể tạo 

điều kiện cho sự tích lũy polyphenol (acid chlorogenic và cynarin) trong cây. Do đó, 

ở tháng 9 có lượng mưa nhiều nhất trong năm 2016 dẫn đến hàm lượng polyphenol 

của lá Actisô cho thấy thấp đáng kể. Mặc dù tháng 2 và 3 cũng có số ngày nắng nhiều 

tương đương với tháng 12 nhưng hàm lượng acid chlorogenic (2,42 - 2,75 %) và 

cynarin (2,01 - 3,52 %) thấp hơn tháng 10 - 12 có thể là do cây đang trong giai đoạn 
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ra hoa, do đó quá trình sinh tổng hợp các hoạt chất cần thiết cho sự phát triển của hoa 

được ưu tiên hơn. Như vậy, sự tích lũy các thành phần polyphenol trong lá Actisô 

còn phụ thuộc vào giai đoạn sinh trưởng của cây.  

 

 
Hình 4.2. Biểu đồ thời tiết (lượng mưa, nhiệt độ, số giờ nắng) trong năm 2016-2017 (A) và hàm 

lượng tích lũy của AC và CY theo thời gian thu hoạch (B) 

(A): Nguồn “Cục thống kê tỉnh Lâm Đồng (2012) - Niên giám thống kê năm 2017” 192 

*Th.6: Thu hoạch lần đầu (cây 2 tháng tuổi) 

Thực vật phản ứng với những thay đổi của khí hậu nên làm thay đổi quá trình 

sinh tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp của chúng, chẳng hạn như flavonoid và 

các dẫn xuất của acid caffeoylquinic. Endreva (2005) 193 đã chỉ ra rằng sự tổng hợp 

các flavonoid và hydroxycinnamic giúp bảo vệ chống lại các tổn thương do quá trình 

oxy hóa. Tương tự, ở lá cây Bilberry (Vaccinium myrtillus L.) cũng tích tụ flavonol 

khi tiếp xúc với ánh sáng mặt trời kéo dài 194. Hàm lượng hydroxycinnamic trong quả 

Cà chua tăng khoảng 20 % khi cây tiếp xúc với tia UV tăng cường 195. Trong nghiên 

cứu của luận án, hàm lượng polyphenol được phát hiện cũng theo xu hướng tương tự. 

Các kết quả hiện tại của luận án cũng đã chứng minh tầm quan trọng của nhiệt độ 

không khí và bức xạ mặt trời đối với sự tích lũy polyphenol trong lá Actisô. Mức bức 

xạ mặt trời tăng dẫn đến lượng electron được tạo ra từ quang hợp nhiều hơn và do đó 

sự hiện diện của ROS tăng lên. Phản ứng của thực vật dường như làm tăng rõ rệt hàm 
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lượng acid caffeoylquinic (chủ yếu là 5-CQA và 1,5-diCQA) trong cây Actisô. Kết quả 

này cũng phù hợp với nghiên cứu của Pandno G. (2013) và cộng sự 196.  

Tóm lại, luận án lần đầu công bố về động thái tích lũy hàm lượng acid 

chlorogenic trong lá Actisô trồng tại Đà Lạt theo thời gian thu hoạch. Việc điều chỉnh 

thời gian trồng trong điều kiện có mức bức xạ mặt trời và nhiệt độ không khí dự kiến 

giúp thúc đẩy tổng hợp polyphenol trong cây. Theo kết quả nghiên cứu của luận án, 

sau 2 tháng xuống giống (tháng 6) thì sinh khối cũng như hàm lượng hoạt chất chưa 

cao, và hàm lượng acid chlorogenic bắt đầu tăng từ tháng thứ 3 trở đi sau khi trồng. 

Do đó việc thu hoạch lá Actisô không nên thu hoạch trước 2 tháng từ lúc trồng ra 

vườn. Ngoài ra, sau khi thu hoạch hoa thì có thể thu hoạch toàn bộ cây là hợp lý vì 

hàm lượng hoạt chất tích lũy trong lá rất thấp vào thời điểm này. Tuy nhiên, việc chọn 

thời điểm trồng cây còn tùy thuộc vào năng suất và chất lượng hoa vì đây là nguồn 

cung cấp chính, cũng như các yếu tố khác ảnh hưởng đến sự phát triển của cây.  

4.2.4. Kiểm nghiệm các chế phẩm  

a. Các chế phẩm trà Actisô túi lọc 

Về acid chlorogenic, đa số các chế phẩm trà túi lọc trên thị trường (trong phạm 

vi của luận án thu thập) đều chứa acid chlorogenic nhưng hàm lượng rất thấp từ 0,01 

- 0,56 %. Nhóm chế phẩm mà trong thành phần công thức có 100 % lá Actisô (không 

có thành phần dược liệu khác hay BPD khác) thì có hàm lượng acid chlorogenic cao 

hơn (Tr1 và Tr5). Kết quả này cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu động thái tích 

lũy theo BPD của cây mà luận án đã đạt được ở Mục 3.2.3.2, cho thấy lá có hàm lượng 

acid chlorogenic cao hơn các bộ phận khác của cây và phù hợp với một số công bố 

trên thế giới 89,189,190,191. Đáng chú ý là mẫu lá nghiên cứu của giống xanh (X.LNC) 

và giống tím (T.LNC) có hàm lượng acid chlorogenic cao nhất (2,54 - 4,32 %), gấp 

hơn nhiều lần so với các trà túi lọc trên thị trường. Sự chênh lệch khá lớn này có thể 

do một số yếu tố như sau. Thứ nhất, hàm lượng acid chlorogenic còn phụ thuộc vào 

thời gian thu hái cũng như tùy giống cây Actisô như đã trình bày ở Mục 3.2.3.1. Thứ 

hai, phương pháp làm khô dược liệu (nhiệt độ sấy, phơi âm can, phơi nắng thông 

thường, đông khô,...) có ảnh hưởng đáng kể đến hàm lượng polyphenol, đặc biệt là 
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acid chlorogenic của lá Actisô sau khi thu hái 89. Thứ ba, lá của nghiên cứu là phần 

phiến lá đã loại bỏ gân chính và cuống lá. Ngoài ra, sau khi phơi khô, phiến lá được 

xay và rây, loại bỏ xơ và lông che chở (thông thường các phần này chiếm 50 %). 

Trong khi đó, các sản phẩm trà túi lọc sử dụng lá nguyên chưa được loại đi các gân 

giữa, thậm chí là cuống lá cũng như các xơ và lông che chở của nó, đây là các thành 

phần không có hoặc chứa rất ít các polyphenol. 

Về cynarin, hàm lượng hợp chất này trong các chế phẩm đều rất thấp (dưới 0,1 

%) ngay cả lá Actisô nghiên cứu. Kết quả này cũng phù hợp với nhiều công bố trên thế 

giới như đã trình bày ở phần tổng quan, cho thấy cynarin không có hoặc có hàm lượng 

rất thấp trong lá khô Actisô. Ngược lại, chúng chỉ được tìm thấy với hàm lượng đáng 

kể trong cao chiết từ lá tươi Actisô. 

Về flavonoid (scolymosid và cynarosid), được phát hiện trong 2 mẫu lá nghiên 

cứu (X.LNC và T.LNC) và 3/10 mẫu chế phẩm trên thị trường (Tr.5, 6, 10). Trong 

đó, hàm lượng scolymosid thường cao hơn cynarosid từ 1,5 - 2 lần, ngoại trừ mẫu 

Tr10 vì chứa BPD khác, còn Tr.5 và 6 có chứa 100 % lá Actisô. Tuy nhiên, hàm 

lượng của flavonoid trong các mẫu trà túi lọc rất khác biệt, có 7 mẫu trà không phát 

hiện được cynarosid và scolymosid, 2 mẫu Tr6 và 10 có hàm lượng flavonoid là 0,01 

- 0,07 %, chỉ có mẫu Tr5 có hàm lượng tương đối cao hơn với scolymosid (0,46 %) 

và cynarosid (0,32 %); 2 mẫu lá nghiên cứu (X.LNC và T.LNC) có scolymosid (0,54 

- 0,71 %) và cynarosid (0,32 - 0,52 %). Sự khác biệt này có thể do chất lượng lá cũng 

như do quá trình thu hái, sơ chế hoặc bảo quản chưa phù hợp như đã đề cập ở trên.  

Tóm lại, luận án lần đầu công bố về việc đánh giá hàm lượng của 4 polyphenol 

chính (acid chlorogenic, cynarin, cynarosid và scolymosid) trong 10 chế phẩm trà túi 

lọc được thu thập ngẫu nhiên trên thị trường Việt Nam. Ở thị trường trong nước cũng 

như trên thế giới có rất nhiều chế phẩm trà túi lọc từ lá khô Actisô, nhưng chưa có 

công bố nào đánh giá chất lượng giữa của các chế phẩm này. Qua kết quả nghiên cứu 

của luận án cho thấy, trà túi lọc thường có hàm lượng hoạt chất chống oxy hóa thấp 

hơn so với chế phẩm chứa cao chiết từ lá tươi Actisô. Vì vậy, các chế phẩm từ cao 

chiết lá tươi Actisô mang nhiều lợi ích cho sức khỏe hơn so với dạng trà túi lọc. Để 
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đảm bảo chất lượng, trà túi lọc sử dụng nguyên liệu lá khô Actisô phải trải qua phương 

pháp xử lý thích hợp mới cho hoạt chất có hàm lượng cao tương tự như nguyên liệu 

lá khô Actisô mà luận án thực hiện. Bên cạnh đó, đối với các chế phẩm từ lá Actisô 

được bào chế ở dạng thuốc hiện đại (viên nang) để bảo vệ sức khỏe hay hỗ trợ điều 

trị bệnh thì chỉ nên bào chế đối với cao chiết Actisô, không nên bào chế ở dạng bột 

lá khô vì không đảm bảo hiệu quả điều trị.  

b. Chế phẩm từ cao Actisô trong nước và nước ngoài: 

Về SKĐ phân tích 12 polyphenol trong các chế phẩm, mặc dù các chế phẩm có 

mức độ phức tạp khác nhau nhưng không có sự chênh lệch đáng kể về thời gian lưu 

của các pic định lượng với nhau (xem hình SKĐ của các chế phẩm ở Phụ lục 54). 

Ngoài ra, trên SKĐ cho thấy đa số các chế phẩm đều có 11 thành phần chính gồm 1-

CQA; 3-CQA; acid chlorogenic; 4-CQA; cynarin, cynarosid; scolymosid; 3,4-

diCQA; 3,5-diCQA; 1,5-diCQA và 4,5-diCQA. Riêng acid caffeic có hàm lượng rất 

thấp hoặc không phát hiện được ở nhiều chế phẩm. SKĐ của các chế phẩm nước 

ngoài khá tương đồng với chế phẩm trong nước, chỉ khác ở một số pic rất nhỏ (pic 

được đánh dấu sao trên SKĐ, ở Phụ lục 54), sự khác biệt này có thể là do phương 

pháp chiết xuất hoặc do khác biệt về giống hoặc vùng trồng. Đáng chú ý, tất cả các 

chế phẩm đều có tín hiệu của pic cynarin, có một số chế phẩm tín hiệu này khá cao 

như 3 lô chế phẩm nghiên cứu của luận án (NC.CP17-19), 5 chế phẩm nước ngoài 

(N.CP1, N.CP3-4, N.CP6-7); 2 chế phẩm trong nước (V.CP11,15-16). Do vậy, kết 

quả này một lần nữa khẳng định sự xuất hiện đáng kể của cynarin trong các cao chiết 

hay các chế chẩm chứa cao Actisô. Như đã đề cập ở phần tổng quan, cynarin được 

xem là một chất artifact có hoạt tính sinh học được tạo ra trong quá trình chiết xuất.  

4.3. Nghiên cứu hoạt tính chống oxy hóa 

Hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) của các polyphenol đã được báo cáo thông 

qua khả năng trung hòa gốc tự do dựa trên cơ chế nhường hydro nhờ sự hiện diện của 

các nhóm hydroxyl và khả năng khử ion kim loại 197. Từ kết quả của luận án, các cao 

chiết toàn phần (cao nước, cao cồn 96 %) từ các BPD khác nhau (lá, gân lá, rễ, thân, 

hoa) của cây Actisô cũng như 9 hợp chất polyphenol tinh khiết phân lập từ lá Actisô 
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đã được đánh giá HTCO bằng thử nghiệm DPPH. Theo phân loại về khả năng chống 

oxy hóa dựa vào giá trị IC50 bằng phương pháp DPPH, hoạt tính chống oxy hóa được 

phân thành 5 mức độ: Mạnh (IC50 < 50 µg/ml); khá (50 - 100 µg/ml); trung bình (101 

- 250 µg/ml), yếu (250 - 500 µg/ml); và không có hoạt tính (IC50 > 500 µg/ml) 198.  

HTCO của 9 polyphenol tinh khiết phân lập từ lá Actisô, kết quả của nghiên 

cứu cho thấy cả 9 hợp chất thử nghiệm (1-CQA; 3-CQA; acid chlorogenic; 4-CQA; 

cynarin; 1,5-diCQA; 4,5-diCQA; cynarosid; scolymosid) đều có HTCO mạnh (IC50 

= 2,6 - 21,7 µg/ml). Đặc biệt đối với các hợp chất flavonoid (cynarosid và 

scolymosid) và di-CQA (cynarin; 1,5-diCQA; 4,5-diCQA) có hoạt tính rất mạnh (IC50 

= 2,6 - 4,8 µg/ml; tương ứng 5,7 - 7,7 µM), mạnh hơn vitamin C (5,9 µg/ml; tương 

ứng 33,5 µM). Mức độ chống oxy hóa của các chất được sắp xếp theo trình tự là 

cynarosid > 4,5-diCQA > 1,5-diCQA = cynarin - 1,3-diCQA = scolymosid > 4-CQA 

> acid chlorogenic > vitamin C > 3-CQA > 1-CQA > silymarin. Kết quả này cũng phù 

hợp với nghiên cứu của Wang M. và cộng sự (2003) 89. Tương tự, Xican L. và cộng 

sự (2018) 199 đã đánh giá HTCO của 5 dẫn xuất di-CQA. Trong đó, thử nghiệm DPPH 

cho kết quả IC50 của các di-CQA được sắp xếp lần lượt là 4,5-diCQA (1,7 µg/ml hay 

3,4 µM) > cynarin - 1,3-diCQA (2,9 µg/ml hay 5,7 µM) = 3,4-diCQA > 3,5-diCQA 

(3,2 µg/ml hay 6,1 µM) > 1,5-diCQA (4,7 µg/ml hay 9,2 µM). 

Liên quan cấu trúc - tác dụng: Cơ chế chống oxy hóa của các polyphenol 

được chứng minh là có thể bao gồm chuyển nguyên tử hydro (Hydrogen Atom 

Transfer - HAT); chuyển điện tử (Single Electron Transfer - SET) và khả năng tạo 

phức chelat với Fe2+. Các tác động này có liên quan đến các đặc điểm cấu trúc của 

chúng bao gồm số lượng và sự sắp xếp trên nhân thơm của các nhóm hydroxyl 89. 

Ngoài ra, hoạt động chống oxy hóa của các hợp chất phenol phần lớn được xác định 

bởi số lượng nhóm hydroxyl trên vòng thơm. Số lượng nhóm hydroxyl càng nhiều, 

HTCO càng mạnh. Hơn nữa, sự hiện diện của nhóm hydroxyl thứ hai trên vị trí ortho 

hoặc para cũng làm tăng hoạt tính chống oxy hóa. Cynarin cũng như các đồng phân 

của nó là di-CQA và flavonoid thuộc dẫn xuất của luteolin có hai nhóm hydroxyl trên 

hai vòng thơm của nó nên thể hiện hoạt tính chống oxy hóa mạnh hơn acid 
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chlorogenic hoặc các mono-CQA khác (1-CQA; 3-CQA và 4-CQA) với hai nhóm 

hydroxyl liền kề trên cùng một vòng thơm 89. Bên cạnh đó, luận án cũng cho thấy 

cynarosid là flavonoid có ít hơn scolymosid 1 phân tử đường trong cấu trúc nên có 

HTCO mạnh hơn so với scolymosid (có 2 phân tử đường) (IC50 của cynarosid 5,51 

µM so với scolymosid là 7,79 µM). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Zun M. 

và cộng sự (2003) công bố rằng puerarin và daidzin (dạng glycosid) không thể hiện 

HTCO mạnh bằng dạng aglycon của nó (daidzein, genistein), được cho là do sự khác 

biệt về khối lượng phân tử và độ phân cực giữa các hợp chất nên có thể dẫn đến sự 

khác biệt về khả năng hấp thu của tế bào 200   

Về HTCO của các di-CQA (cynarin hay 1,3-diCQA; 1,5-diCQA; 3,4-diCQA; 

3,5-diCQA; 4,5-diCQA), nghiên cứu của Xican L. và cộng sự (2018) 199 cho thấy, các 

di-CQA có 2 nhóm caffeoyl liền kề (4,5-CQA và 3,4-CQA) luôn sở hữu khả năng 

chống oxy hóa cao hơn so với các di-CQA không liền kề (1,3-CQA; 1,5-CQA và 3,5-

CQA). Tuy nhiên, hợp chất 1,3-CQA và 1,5-CQA lại thể hiện hiệu quả bảo vệ tế bào 

cao hơn so với các di-CQA liền kề. Những khác biệt này có thể là do vị trí của hai 

nhóm caffeoyl và có liên quan đến hiệu ứng cấu trúc của khung acid quinic. 

Một số cơ chế đề xuất cho sự khác biệt về mức độ chống oxy hóa của các 

di-CQA: Thứ 1, các 4,5- và 3,4-diCQA chứa hai nhóm caffeoyl liền kề nên chúng 

gần nhau, làm tăng mức độ dày đặc trong phân tử, do đó làm tăng năng lượng phân 

tử, dẫn đến tăng khả năng phản ứng oxy hóa khử (Hình 4.51) 199. Do đó, trong thử 

nghiệm HTCO dựa trên cơ chế oxy hóa khử như DPPH thì 4,5- và 3,4-diCQA có hoạt 

tính mạnh hơn so với các di-CQA không liền kề (1,3-CQA, 1,5-CQA và 3,5-CQA). 

Ngược lại, cynarin (1,3-diCQA) và 1,5-diCQA có 2 nhóm caffeoyl gắn xa nhau trên 

khung acid quinic nên làm giảm năng lượng phân tử và làm giảm khả năng phản ứng 

oxy hóa khử. Thứ 2, HTCO của các polyphenol còn thể hiện qua khả năng tạo phức 

chelat với Fe2+ với 2 nhóm OH của khung caffeoyl 199. Như ở Hình 4.3, hai phân tử 

caffeoyl liền kề nhau trong cấu trúc của 3,4-CQA và 4,5-CQA kéo dài ra khỏi khung 

acid quinic và ở cùng một phía, do đó chúng có thể bao quanh Fe2+ nhiều hơn để tham 

gia vào phản ứng tạo chelat. Ngược lại, hai gốc caffeoyl trong các di-CQA không liền 
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kề (1,3-CQA và 1,5-CQA) kéo dài từ hai hướng và khó có thể bao quanh nhiều Fe2+ 

để tham gia phản ứng. Vì vậy, trong thử nghiệm FRAP (Ferric reducing antioxidant 

power – năng lực khử ion Fe3+) các chất này thường có HTCO kém hơn so với các 

di-CQA liền kề. Thật vậy, cơ chế này đã được chứng minh qua thử nghiệm tạo phức 

với Fe2+ cho thấy 3,4- và 3,5-diCQA cho màu xanh đậm hơn và độ hấp thụ UV cao 

hơn so với 1,5- và 1,3-diCQA 199.  

 
  

1,3-diCQA 1,5-diCQA 3,5-diCQA 

  
3,4-diCQA 4,5-diCQA 

Hình 4.3. Cấu hình theo mô hình 3D ở dạng ball-stick model của 5 dẫn xuất di-CQA 

Nguồn “Xican Li (2018) et. Al” 199 

Ngoài khả năng thu dọn gốc tự do, các polyphenol còn thể hiện khả năng phá 

vỡ chuỗi phản ứng peroxyd hóa lipid màng tế bào nhờ đặc điểm cấu trúc và khả năng 

tương tác với phospholipid màng, thâm nhập vào lớp lipid màng giúp ổn định màng 

và có khả năng ức chế quá trình peroxyd hóa lipid hiệu quả 200. Peroxyd hóa lipid là 

quá trình các gốc tự do lấy điện tử từ lipid của màng tế bào, hình thành sản phẩm oxy 

hóa của lipid hay lipid peroxyd, dẫn đến tổn thương tế bào 200. Sự cho điện tử hoặc 

hydro của các hợp chất polyphenol góp phần vào quá trình bẻ gãy chuỗi phản ứng và 

ức chế peroxyd hóa lipid. Nghiên cứu đã đánh giá hoạt tính chống oxy hóa, ức chế 

peroxyd hóa lipid của các cao chiết Actisô và 9 chất tinh khiết phân lập từ lá Actisô 

bằng phương pháp malonyl dialdehyd (MDA). MDA là sản phẩm cuối cùng và được 



144 

 

 

xem là chất chỉ thị của quá trình peroxyd hóa lipid tế bào 200. Một phân tử MDA sinh 

ra phản ứng với hai phân tử acid thiobarbituric tạo phức màu hồng có hấp thu cực đại 

ở bước sóng 532 nm. Hàm lượng MDA sinh ra càng thấp chứng tỏ chất thử có HTCO 

và ức chế peroxyd hóa lipid càng mạnh. 

Về HTCO theo mô hình MDA của 9 chất tinh khiết, Xican L. và cộng sự 

(2018) 199 đưa ra nhận định rằng các di-CQA không liền kề (1,3-CQA và 1,5-CQA) 

thể hiện hiệu quả bảo vệ tế bào cao hơn so với các di-CQA liền kề có thể là do hình 

dạng phân tử của chúng. Trong 1,3-CQA và 1,5-CQA, hai phân tử caffeoyl kéo dài 

từ khung acid quinic theo các hướng khác nhau, dẫn đến cấu trúc dài và hẹp, nên có 

thể giúp chúng dễ vượt qua màng tế bào đến nhân. Tuy nhiên, giả thuyết trên cần 

được nghiên cứu thêm. Tóm lại, sự khác biệt giữa 5 dẫn xuất di-CQA về tác dụng 

chống oxy hóa hoặc bảo vệ tế bào có thể là do cấu tạo của bộ khung acid quinic. Do 

đó, có thể thấy một đặc biệt là cynarin có HTCO thấp hơn 3,4- và 4,5-diCQA ở thử 

nghiệm DPPH nhưng thể hiện hoạt tính bảo vệ tế bào gan tốt hơn trong thử nghiệm 

MDA. Kết quả nghiên cứu của luận án cũng phù hợp với giả thuyết này 199. 

Đối với các cao chiết thử nghiệm DPPH, so sánh giá trị IC50 giữa các cao 

toàn phần Actisô (lá, gân chính, rễ, hoa, thân) của cao chiết nước và ethanol 96 %, 

thứ tự HTCO được trình bày ở Mục 3.3.2. Nhìn chung, cao chiết nước của các BPD 

đều có IC50 thấp hơn cao chiết cồn. Trong đó, lá và thân ở cả 2 loại cao chiết đều cho 

HTCO mạnh (IC50 là 13,2 - 44,2 µg/ml), kế đến là rễ và hoa có HTCO trung bình đến 

khá (60,3 - 221,2 µg/ml) tùy giống cây Actisô. Đối với thử nghiệm MDA, kết quả 

cho thấy HTCO của 2 phương pháp thử nghiệm DPPH và MDA có mối tương quan 

mạnh (hệ số Pearson, r = 0,86 - 0,99) (Phụ lục 62). Ngoài ra, luận án còn đồng thời 

kết hợp phân tích 12 thành phần polyphenol chính trong các cao chiết này. 

 Tóm lại, luận án lần đầu cung cấp đầy đủ thông tin về HTCO trên 2 thử nghiệm 

DPPH và MDA của 9 hợp chất polyphenol phân lập từ lá Actisô cũng như các cao 

chiết nước và cồn của các BPD (lá, gân lá, rễ, hoa, thân). Trên thế giới cũng có một 

số ít nghiên cứu so sánh HTCO của polyphenol trong Actisô nhưng chưa đầy đủ. Cụ 

thể, nghiên cứu của Wang M. (2003) 89 so sánh 7 polyphenol gồm cynarin, cynarosid, 
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scolymosid, 1-CQA, acid chlorogenic, apigenin rutinosid, narirutin. Trong đó dẫn 

xuất của apigenin và narirutin lại có hàm lượng rất thấp trong lá Actisô. Tương tự, 

nghiên cứu của Xican L. và cộng sự 199 cũng chỉ phân tích 5 loại di-CQA như đã đề 

cập ở trên. Bên cạnh đó, luận án cũng góp phần cung cấp cơ sở dữ liệu về HTCO của 

các BPD cây Actisô đồng thời làm sáng tỏ thêm về mối liên quan cấu trúc - tác dụng 

cũng như mối tương quan giữa TPHH và HTCO trong các cao chiết Actisô. 

4.4. Nghiên cứu chiết xuất cao Actisô 

Dựa vào kết quả phân tích các cao chiết nước và cồn của lá tươi và lá khô Actisô 

(xem Mục 3.2.3.2) cho thấy, lá tươi chiết nước có thành phần hoạt chất tốt nhất. Do 

đó, lá tươi được chọn để nghiên cứu tiếp về phương pháp chiết xuất cho cao chiết 

chuẩn hóa. Kết quả cho thấy, cao chiết ở QT1 có hàm lượng CY cao nhất (2,5 %), 

mặc dù hàm lượng acid chlorogenic (2,61 %) thấp hơn so với cao chiết ở QT4 và 

QT5 nhưng tổng acid chlorogenic và cynarin là cao nhất. Từ kết quả mà luận án thu 

được cho thấy nước và nhiệt độ đều có vai trò quan trọng cho quá trình isomer hóa 

đồng phân 1,5-diCQA tạo thành cynarin (1,3-diCQA). Điều này cũng phù hợp với 

nghiên cứu của Lutz M. và cộng sự (2011), Fernández M. D. và cộng sự (2021) 142.  

Mặc dù các công bố trước đây đều cho thấy việc “đun sôi” giúp làm tăng cynarin 

nhưng vẫn chưa xác định thời gian đun để gia tăng hàm lượng cynarin là cao nhất. 

Kết quả của luận án cũng cho thấy ở 60 - 90 phút có sự gia tăng cynarin, tuy nhiên 

sau đó sẽ giảm dần theo thời gian đun. Ngoài ra, luận án còn khảo sát sự thay đổi các 

thành phần khác bên cạnh sự gia tăng cynarin để lựa chọn điều kiện chiết xuất cao 

Actisô tốt nhất. Kết quả cũng chỉ ra rằng song song với việc gia tăng cynarin cũng có 

sự giảm đáng kể acid chlorogenic. Do vậy, luận án cũng cân nhắc lựa chọn các 

phương pháp chiết xuất đều giàu cả 2 thành phần này, đồng thời có hàm lượng tổng 

lượng CQA cao và hoạt tính chống oxy hóa mạnh.  

Luận án đã triển khai việc sản xuất cao chuẩn hóa ở quy mô lớn (500 kg phiến 

lá tươi/mẻ). Hàm lượng acid chlorogenic và cynarin trong các lô chiết xuất quy mô 

lớn chỉ hơi thấp hơn so với cao chiết thử nghiệm ở quy mô nhỏ. Tuy nhiên, các cao 

chiết này đều đạt TCCS. Đáng chú ý là các cao nghiên cứu ở 4 lô sản xuất đều có 
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hàm lượng acid chlorogenic (1,61 - 2,30 %) và cynarin (1,47 -2,57 %) cao hơn đáng 

kể so với các cao Actisô (cao mềm, cao khô) đang lưu hành trên thị trường trong nước 

với AC (0,05 - 2,40 %) và CY (0,03 - 1,06 %).  

4.5. Nghiên cứu bào chế viên bao phim chứa 200 mg cao Actisô 

Viên nén bao phim chứa 200 mg cao khô Actisô có khối lượng trung bình viên 

khoảng 375 mg ± 5 %, hàm lượng cao chiếm khoảng hơn 1/2 khối lượng viên nên 

phương pháp dập thẳng là phù hợp với viên nén bao phim có hoạt chất dễ hút ẩm và 

biến chất như cao Actisô (do cao chiết Actisô là cao nguyên chất không độn tá dược). 

Về kết quả bào chế, các viên thành phẩm có khối lượng tương đối đồng đều 

trong từng lô và giữa các lô với nhau, là kết quả của bột cao chiết bán thành phẩm có 

lưu tính tốt như đã phân tích ở Mục 3.5.6. Độ cứng viên tương đối cao, dẫn đến độ 

mài mòn được duy trì ở mức khá thấp, đảm bảo độ bền của viên trong quá trình đóng 

gói, vận chuyển và bảo quản. Việc bao phim đóng vai trò bảo vệ hoạt chất khỏi tác 

động của môi trường đặc biệt là hàm lượng polyphenol trong chế phẩm rất cao nhưng 

màng bao lại ảnh hưởng đến độ hòa tan. Vì vậy cần phải xác định tỷ lệ bao phim phù 

hợp. Với tỷ lệ màng bao là 0,5 % vừa đủ để đáp ứng cả 2 yêu cầu trên trong thời gian 

khảo sát. Ngoài ra, độ ổn định của chế phẩm tương đối cao với hàm lượng AC và CY 

chỉ giảm khoảng 1,0 - 1,5 % ở 2 điều kiện khảo sát (12 tháng dài hạn và 6 tháng lão 

hóa cấp tốc), điều này có thể là do chế phẩm được bào chế từ cao khô Actisô và màng 

bao phim giúp bảo vệ các thành phần hoạt chất tốt hơn so với bao đường đặc biệt là 

các polyphenol dễ bị oxy hóa do giảm khả năng hút ẩm của viên. 

Đánh giá về chất lượng của các cao chiết có trong chế phẩm trong và ngoài 

nước, kết quả phân tích cho thấy tất cả các cao Actisô phân tích đều có hàm lượng tổng 

mono-CQA là cao nhất, kế đến là di-CQA và cuối cùng là flavonoid (xem Phụ lục 55). 

Tuy nhiên, một số chế phẩm như N.CP2,4,7 lại có hàm lượng tổng flavonoid cao hơn 

di-CQA có thể là do khác biệt về dung môi chiết xuất, thông thường với dung môi chiết 

xuất là ethanol sẽ cho hàm lượng flavonoid cao hơn chiết nước. Ngoài ra, trong các chế 

phẩm đa số đều có acid chlorogenic chiếm tỉ lệ cao nhất (xem Phụ lục 55). Hàm lượng 

của 1-CQA tương đối thấp trong đa số các chế phẩm, thậm chí không phát hiện được. 
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Cyanrin có tỉ lệ cao vượt trội so với các đồng phân di-CQA khác trong nhóm. Các kết 

quả này đều phù hợp với nhiều công bố trên thế giới 157.  

Nghiên cứu của Häusler M. và cộng sự (2002) 157 định lượng 10 polyphenol 

trong 12 cao chiết Actisô cũng cho kết quả tương tự với tổng mono-CQA (0,48 - 4,24 

%); tổng di-CQA (0,03 - 0,45 %); tổng flavonoid (0,03 - 0,52 %). Kết quả nghiên cứu 

của luận án cũng cho thấy các chế phẩm trên thị trường trong và ngoài nước có tổng 

mono-CQA (0,04 - 3,86 %), tổng di-CQA (0,02 - 1,60 %), và tổng flavonoid (0,02 - 

1,87 %). Trong đó, tổng 2 flavonoid này trong một số chế phẩm nước ngoài 

N.CP1,4,7 (với nhãn “premium”) là 1,09 - 1,81 % và 3 lô chế phẩm nghiên cứu 

(khoảng 1,24 - 1,87 %) có hàm lượng cao hơn gấp 2 lần so với chế phẩm định lượng 

bởi Häusler M. Đáng chú ý, trong nghiên cứu của luận án cũng cho thấy phần lớn các 

chế phẩm trên thị trường đều có tổng các di-CQA tương đương với công bố của 

Häusler M., riêng 3 lô chế phẩm của nghiên cứu (NC.CP17-19) có hàm lượng tổng 

di-CQA vượt trội (2,14 - 3,58 %), đặc biệt là hàm lượng cynarin của 3 lô chế phẩm 

nghiên cứu đạt 1,66 - 2,61 % so với chế phẩm thị trường là 0,01 - 0,92 %. Trong đó, 

chỉ có N.CP1 được sản xuất tại Mỹ có nhãn “premium” có hàm lượng cao nhất (0,92 

%) trong số các chế phẩm thu thập. Trong khi, các chế phẩm trong nước chỉ có cynarin 

từ 0,01 - 0,29 %. Điều đó cho thấy, việc nghiên cứu và kiểm soát từ khâu chọn giống 

đến trồng trọt và chiết xuất đều rất quan trọng để tạo ra các chế phẩm Actisô chất lượng 

cao. Do đó, các chế phẩm nghiên cứu của luận án không chỉ có hàm lượng cynarin cao 

mà polyphenol toàn phần cũng cao hơn so với một số chế phẩm thu thập trên thị trường, 

đặc biệt là 1 số chế phẩm uy tín của nước ngoài như N.CP1 (Mỹ), N.CP3-4 (Chophytol 

mua tại Pháp và Việt Nam); N.CP6-7 (Đức).  

Đánh giá về chất lượng của 1 đơn vị chế phẩm (viên/ống uống), mặc dù nhiều 

nghiên cứu bao gồm các thử nghiệm trên người đã được tiến hành để làm sáng tỏ các 

hoạt động dược lý của các chế phẩm Actisô, nhưng vẫn còn rất ít thông tin về liều dùng 

cần thiết của các hợp chất riêng lẻ trong chế phẩm. Ủy ban Châu Âu đề nghị liều hàng 

ngày của chế phẩm Actisô phải đạt tối thiểu 12 mg acid caffeoylquinic 157 trong khi cơ 

quan quản lý Brazil khuyến cáo lượng tiêu thụ hàng ngày từ 24 đến 48 mg CQA 157. 
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Theo kết quả hiện tại, phần lớn các chế phẩm nước ngoài đều đáp ứng yêu cầu tối thiểu 

theo Châu Âu, ngoại trừ 2 chế phẩm (N.CP2 và 8). Ngược lại 6 chế phẩm trong nước 

qua khảo sát cho thấy chỉ có 1 chế phẩm (V.CP14) đạt yêu cầu. Tuy nhiên, đối với 3 

lô của chế phẩm nghiên cứu có hàm lượng tổng acid caffeoylquinic (TCQ) rất cao 

13,59 - 21,43 mg/viên với liều uống đề nghị là 2 - 3 viên/ngày. Trong số các chế phẩm 

khảo sát, chế phẩm N.CP1 (Mỹ) với nhãn “premium” có hàm lượng cao nhất với acid 

chlorogenic (7,45 mg/viên), cynarin (4,6 mg/viên) và TCQ (27,29 mg/viên), liều 

khuyến cáo 1 viên/ngày. Đối với 3 lô của chế phẩm nghiên cứu (NC.CP1-3) có hàm 

lượng acid chlorogenic (3,06 - 4,60 mg/viên); cynarin (3,32 - 5,22 mg/viên) và TCQ 

(13,59 - 21,43 mg/viên). Mặc dù hàm lượng acid chlorogenic và acid tổng 

caffeoylquinic của viên chế phẩm nghiên cứu thấp hơn so với N.CP1 nhưng do hàm 

lượng cao chiết trong viên nghiên cứu của luận án chỉ chứa 200 mg cao Actisô, trong 

khi N.CP1 có chứa 500 mg cao. Do đó, có thể thấy cao chiết Actisô bán thành phẩm 

của luận án sản xuất có hàm lượng các thành phần này cao hơn chế phẩm N.CP1. Vì 

vậy, cao chiết Actisô chuẩn hóa của luận án cho thấy đạt chất lượng cao nên có thể 

giảm được nguyên liệu sản xuất giúp thuận tiện hơn trong việc xây dựng công thức bào 

chế cho chế phẩm viên nén hoặc viên nang nhưng vẫn đảm bảo sản phẩm đạt chất 

lượng cao. Những khác biệt được tìm thấy trong thành phần hóa học trong các chế 

phẩm có thể là do thời điểm thu hoạch, khí hậu và phương pháp chiết xuất. Do đó, 

điều quan trọng là phải thiết lập tiêu chuẩn hóa các cao chiết phù hợp về tính an toàn 

và hiệu quả. Điều này rõ ràng rất quan trọng vì qua nghiên cứu đã chứng minh acid 

chlorogenic và cynarin làm tăng dòng chảy của mật lên tương ứng là 10  và 20 % tùy 

theo liều. Tác dụng chống oxy hóa và bảo vệ gan của cynarin cũng đã được chứng 

minh là mạnh hơn so với tác dụng của acid chlorogenic, được cho là do chúng có nhiều 

hơn 1 gốc acid caffeic có liên quan về mặt dược lý. Do đó, hàm lượng cao của acid di-

caffeoylquinic đặc biệt là cynarin luôn được mong muốn trong các cao chiết Actisô. 

Vì vậy, có thể thấy sản phẩm nghiên cứu của luận án có tiềm năng lớn về nguồn 

nguyên liệu cũng như tính ứng dụng thực tiễn, đồng thời là một sản phẩm có ý nghĩa 

trong việc chăm sóc sức khỏe cộng đồng từ nguồn nguyên liệu sẵn có trong nước.  
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KẾT LUẬN 

Các kết quả thu được của luận án được tóm tắt như sau: 

1. Nghiên cứu thành phần hóa học:  

- Phân lập và xác định cấu trúc 20 hợp chất trong lá Actisô bằng phổ MS và NMR.  

- Phân lập 3 chất chính (cynarin - CY, acid chlorogenic - AC và cynarosid - CR) với 

khối lượng từ 450 - 2000 mg) làm nguyên liệu thiết lập chất đối chiếu. 

2. Nghiên cứu phương pháp kiểm nghiệm:  

- Thiết lập 3 chất đối chiếu gồm CY, AC và CR bằng phương pháp định lượng 

HPLC-PDA so với chuẩn sơ cấp, hàm lượng của 3 CĐC từ 92 - 94 %.  

- Xây dựng 3 quy trình định lượng các thành phần chính trong lá và cao Actisô.  

- Đề xuất 2 dự thảo về tiêu chuẩn lá và cao khô Actisô cho DĐVN VI 

- Ứng dụng quy trình định lượng để so sánh hàm lượng 12 polyphenol chính trong 

các cao chiết từ các bộ phận của 2 giống cây Actisô.  

- Theo dõi động thái tích lũy hàm lượng acid chlorogenic trong lá Actisô theo thời 

gian thu hái trong năm và hàm lượng cynarin trong các cao chiết tương ứng.  

- So sánh hàm lượng 12 polyphenol trong 10 chế phẩm trà túi lọc trên thị trường trong 

nước và 16 chế phẩm từ cao chiết Actisô được mua ở Việt Nam, Mỹ, Pháp và Đức. 

3. Nghiên cứu tác dụng sinh học: So sánh tác dụng chống oxy hóa bằng thử nghiệm 

DPPH và MDA đối với 9 polyphenol phân lập và 26 cao chiết từ các bộ phận rễ, 

thân, gân lá, hoa của 2 giống Actisô. 

4. Nghiên cứu chiết xuất cao chuẩn hóa:  

- Nghiên cứu phương pháp chiết xuất làm tăng hàm lượng cynarin và tổng acid 

caffeoylquinic trong nguyên liệu Actisô.  

- Nâng cỡ lô chiết xuất cao Actisô ở quy mô lớn (500 kg phiến lá/mẻ), sản xuất thành 

công cao chiết nguyên liệu Actisô với hàm lượng cynarin và acid chlorogenic cao. 

- Đã xây dựng TCCS cho cao chiết Actisô. 

5. Nghiên cứu bào chế: Áp dụng thành công sản xuất viên nén bao phim chứa 200 

mg cao Actisô ở quy mô 15.000 viên/lô. 
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 Tóm tắt các đóng góp mới của luận án: 

- Lần đầu cung cấp quy trình phân lập đồng thời 3 CĐC (CY, AC, CR) đạt hiệu 

suất cao, quy trình đơn giản dễ thực hiện với điều kiện nghiên cứu trong nước. 

- Lần đầu công bố về động thái tích lũy hàm lượng acid chlorogenic trong lá Actisô 

theo thời gian thu hái và hàm lượng cynarin trong các cao chiết tương ứng của chúng. 

- Lần đầu công bố sự khác biệt về 12 thành phần polyphenol chính và hoạt tính chống 

oxy hóa của 2 giống Actisô trồng phổ biến tại Đà Lạt (giống xanh và tím). 

- Lần đầu công bố về sự khác biệt 12 thành phần polyphenol chính của các bộ phận 

dùng (lá, gân lá, thân, rễ, hoa) của 2 giống cây Actisô. 

- Lần đầu công bố so sánh hàm lượng 12 polyphenol chính của các chế phẩm 

Actisô trong nước so với chế phẩm nước ngoài. 

- Lần đầu tiên công bố so sánh HTCO trên 2 mô hình (DPPH và MDA) của 9 hợp 

chất tinh khiết phân lập từ lá Actisô. 

- Lần đầu công bố so sánh HTCO trên 2 mô hình (DPPH và MDA) của các cao 

chiết (cồn và nước) của các bộ phận dùng của 2 giống cây Actisô Đà Lạt. 

- Lần đầu sản xuất thành công cao chiết Actisô chuẩn hóa và viên nén bao phim từ 

cao Actisô với hàm lượng acid chlorogenic và cynarin đạt chất lượng cao.  

Như vậy, luận án đã cung cấp một sản phẩm có ý nghĩa trong việc chăm sóc sức 

khỏe cộng đồng từ nguồn nguyên liệu sẵn có trong nước. Do đó, quy trình này sẽ 

hướng đến việc chuyển giao công nghệ cho các cơ sở sản xuất trong nước cũng như 

hướng đến việc xuất khẩu sang thị trường quốc tế. 
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- Nghiên cứu tối ưu hóa quy trình chiết xuất cao Actisô sử dụng phương pháp bề 

mặt đáp ứng (RSM – Response Surface Methodology). 

- Khảo sát hàm lượng acid chlorogenic và cynarin trong lá và cao chiết Actisô ở 

vùng trồng khác để đề xuất tiêu chuẩn chất lượng cho DĐVN VI. 

- Đánh giá hàm lượng CY trong “thân xanh” cũng như trong “thân đen” ở các vùng 

trồng khác nhằm khai thác tiềm năng của BPD này trong sản xuất chế phẩm. 



 

 

 

DANH MỤC CÁC CÔNG TRÌNH ĐÃ CÔNG BỐ CÓ LIÊN QUAN 
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3. Nguyễn Thị Ánh Nguyệt, Lê Phan Kim Trang, Phạm Đông Phương (2017), “Phân 

lập và thiết lập chất chuẩn cynarosid”, Tạp chí Dược học, 57(8), tr. 32-37. 

4. Nguyễn Thị Ánh Nguyệt, Hồ Nguyễn Cao Nguyên, Phạm Đông Phương (2017), 

Phân lập luteolin và acid caffeic trong lá Actisô (Cynara scolymus L. 
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Phụ lục 1. CAO CHUẨN HÓA VÀ CHẾ PHẨM VIÊN NÉN BAO PHIM 

ACTISÔ 200 MG 

 

   

Một số cao khô Actisô sản xuất 

   

Số lô: 040116 Số lô: 050116 Số lô: 031214 

   

Số lô: NCL1.2 Số lô: 011214 Số lô: 021214 
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Phụ lục 2. GIẤY CHỨNG NHẬN NGHIỆM THU ĐỀ TÀI SỞ KH & CN 
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Phụ lục 3. HỢP ĐỒNG BIÊN SOẠN TIÊU CHUẨN DĐVN VI, CHUYÊN 

LUẬN LÁ ACTISÔ 
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Phụ lục 4. HỢP ĐỒNG BIÊN SOẠN TIÊU CHUẨN DĐVN VI, CHUYÊN 

LUẬN CAO ACTISÔ 
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Phụ lục 5. KIỂM NGHIỆM NGUYÊN LIỆU ĐẦU VÀO THEO DĐVN 

Đặc điểm thực vật của 2 Giống Actisô 

Giống tím Giống xanh 

 

Lá bắc màu tím 
 

Lá bắc màu xanh 

 
Gốc cuống lá màu xanh 

 

Gốc cuống lá màu tím 

Vi phẫu: Nội dung này chưa có trong DĐVN V, đề nghị bổ sung cho DĐVN VI  

Gân lá: Mặt trên lõm hình chữ V, mặt dưới lồi có nhiều chỗ uốn lượn. Biểu bì trên và biểu 

bì dưới cấu tạo bởi nhiều tế bào hình trứng hoặc gần tròn xếp liên tục đều đặn, được phủ bởi 

1 lớp cutin mỏng. Tế bào biểu bì mang nhiều lông che chở đa bào một dãy, thường có 4 - 5 

tế bào, nhiều lông dài uốn lượn, đan xen nhau; rải rác có các lông tiết đơn bào đầu tròn. Sát 

lớp biểu bì là mô dày góc, gồm 2 - 3 lớp tế bào. Mô mềm là những tế bào hình tròn, thành 

mỏng, kích thước không đều nhau. Có 3 - 5 bó libe - gỗ rời nhau, hình trứng thuôn dài: Bó ở 

giữa lớn nhất, các bó hai bên nhỏ dần, gỗ trên - libe dưới và có mô dày bao quanh. 

Phiến lá: Biểu bì trên và biểu bì dưới gồm 1 lớp tế bào hình chữ nhật dài, lớn hơn tế bào ở 

phần gân lá, mang nhiều lông che chở đa bào và lông tiết tương tự như ở phần gân lá. Mô 

mềm giậu gồm 2 hàng tế bào hình chữ nhật to thuôn dài, xếp sít nhau và thẳng góc với biểu 

bì trên, kế đến là mô mềm khuyết. 
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Giống xanh Giống tím 

  

Hình PL-1. Vi phẫu lá Actisô (giống xanh và tím) 

1. Mô mềm giậu    2. Mô mềm khuyết   3. Lông tiết đơn bào  4. Mô mềm 

5. Bó libe - gỗ      6. Mô dày    7. Lông che chở đa bào 
 

   
Mô mềm giậu Biểu bì dưới Biểu bì trên 

    

Bó libe - gỗ Lông che chở đa bào Lông tiết đơn bào Cutin mỏng 

 

Bột 

Mảnh biểu bì phiến lá gồm những tế bào hình nhiều cạnh, mang lỗ khí và lông che chở dài. 

Mảnh biểu bì gân lá gồm tế bào hình chữ nhật, thành mỏng. Sợi riêng lẻ hay tập trung thành 

từng bó. Lông tiết đơn bào, đầu tròn. Mảnh mạch xoắn, mạch mạng, mạch vòng và mạch 

vạch. Mảnh mô mềm. Nhiều khối nhựa màu nâu, kích thước to nhỏ không nhất định. 

1 

4 
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Hình PL-2. Đặc điểm bột của lá Actisô (giống xanh và tím) 

1. Biểu bì mang lổ khí    2. Mô mềm    3. Mô dày   4. Lông tiết   5. Lông che chở 

6. Sợi mô cứng    7. Hạt phấn hoa    8. Mạch mạng   9. Mạch xoắn    10. Khối nhựa 

 11. Tinh bột    12. Canxi oxalat hình khối.  

Định tính  

A. Cân 0,2 g bột dược liệu, cho vào bình nón, thêm 10 ml ethanol 96 

% (TT), đun sôi cách thuỷ với ống sinh hàn trong 30 phút, lọc (dung 

dịch A). 

Lấy 5 ml dung dịch A, bốc hơi trên cách thuỷ cho hết ethanol. Hoà cắn 

còn lại trong 1 ml dung dịch acid hydrocloric 1N (TT) và 4 ml nước 

cất, lọc. Thêm vào dịch lọc 1 ml dung dịch natri nitrit 10 % (TT), để 

lạnh ở 10 oC trong 20 phút. Thêm 4 ml dung dịch natri hydroxyd 10 % 

(TT), xuất hiện màu hồng cánh sen bền vững. 

B. Phương pháp sắc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4). 

Bản mỏng: Silica gel 60F254 

Dung môi khai triển: Ethyl acetat - nước - acid formic (8 : 0,5 : 0,5).  

Dung dịch thử: Dung dịch A 

Dung dịch đối chiếu: Dung dịch acid chlorogenic và cynarosid trong methanol (0,01 mg/ml) 

Cách tiến hành: Chấm lên bản mỏng 15 l dung dịch thử, 10 l dung dịch đối chiếu. Sau 

khi triển khai xong, lấy bản mỏng ra để khô ở nhiệt độ phòng. Phun dung dịch FeCl3 5 % 

(TT). Trên sắc ký đồ của dung dịch thử phải có 1 vết màu xanh đen (cynarosid); 1 vết màu 

xanh rêu (acid chlorogenic) có cùng trị số Rf với vết của cynarosid và acid chlorogenic trên 

sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu. 

1 2 
4 9 

5 

6 

3 

7 

8 

10 11 

12 

Hình PL-3. Phản ứng 

định tính dịch chiết lá 

Actisô. 
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UV 365 nm UV 254 nm TT NaNO2 10 % + NaOH 10 % TT FeCl3 5 % 

Hình PL-4.  Định tính lá Actisô bằng sắc ký lớp mỏng 

Chú thích: CY (chuẩn cynarin)  AC (chuẩn acid chlorogenic)   CR (chuẩn cynarosid) 

Độ ẩm: Không quá 13 %  (Phụ lục 9.6). 

Bảng PL-1. Độ ẩm lá Actisô xanh 

Mẫu D1 D2 D3 D4 D5 D6 

Độ ẩm (%) 11,06 11,14 10,98 10,42 10,89 11,18 

Độ ẩm trung bình (%) 10,94 

RSD (%) 2,5397 

Bảng PL-2. Độ ẩm của lá Actisô tím 

Mẫu D1 D2 D3 D4 D5 D6 

Độ ẩm (%) 10,51 11,04 10,98 10,80 11,00 10,14 

Độ ẩm trung bình (%) 10,7 

RSD (%) 3,3076 

Kết quả: Độ ẩm của lá Actisô xanh  là 10,94 %, của lá Actisô tím là 10,70 %, đạt tiệu chuẩn độ ẩm 

theo DĐVN 5 (< 13 %). Tro toàn phần: Không quá 15 % (Phụ lục  9.8 ) 

Bảng PL-3. Độ tro toàn phần của Actisô lá xanh 

Mẫu D1 D2 D3 D4 D5 D6 

T (%) 13,70 13,67 14,00 13,77 13,80 13,65 

Ttb (%) 13,77 

RSD (%) 0,9357 

Bảng PL-4. Độ tro toàn phần của lá Actisô tím 

Mẫu D1 D2 D3 D4 D5 D6 

T (%) 13,88 14,02 13,90 13,81 13,64 13,90 

Ttb (%) 13,86 

RSD (%) 0,9132 

T %: Độ tro toàn phần;    Ttb: Độ tro toàn phần trung bình 

Kết quả: Độ tro toàn phần của lá Actisô xanh là 13,77 %, của lá Actisô tím là 13,86 %, đạt tiêu 

chuẩn trong DĐVN 5 (< 15 %). 
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Phụ lục 6. PHỔ MS CỦA 5 DẪN XUẤT MONO-CQA (1, 2, 4, 5, 7) 

 

 

 

 

 

Chất 1 
1-CQA 

Chất 2 
3-CQA 

Chất 4 
5-CQA 

(a. chlorogenic) 

Chất 5 
4-CQA 

Chất 7 
3-ferulolyquinic acid 
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Phụ lục 7. PHỔ MS CỦA 5 DẪN XUẤT DI-CQA (6, 10, 11, 12, 13) 

 

 

 

 

 

Chất 6 
1,3-diCQA (cynarin) 

Chất 12 
1,5-diCQA 

Chất 11 
3,5-diCQA 

Chất 13 
4,5-diCQA 

Chất 10 
3,4-diCQA 
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Phụ lục 8. PHỔ MS CỦA 4 FLAVONOID (8, 9, 15, 17) 

 

 

 

 

 

Chất 17 
Luteolin 

Chất 8 
scolymosid 

Chất 9 
Cynarosid 

Chất 15 
Apigenin-7-rutinosid 
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Phụ lục 9. PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT 3, 16, 18, 19, 20 

 

 

 

 

 

Chất 3 
acid caffeic 

Chất 18 
aldehyd protocatechuic 

Chất 16 
Cynaratriol 

Chất 19 
acid protocatechuic 

Chất 20 
4-p-hydroxy benzaldehyd 
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Phụ lục 10. PHỔ NMR CỦA CÁC DẪN XUẤT MONO-CQA 

✓ Phổ 1H-NMR 

 

✓ Phổ 13C-NMR 

 

CD3OD 

CD3OD 
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Phụ lục 11. PHỔ NMR CỦA CÁC DẪN XUẤT DI-CQA 

✓ Phổ 1H-NMR 

 

✓ Phổ 13C-NMR 

 

CD3OD 

CD3OD 

DMSO-d6 

DMSO-d6 

DMSO-d6 

CD3OD 

DMSO-d6 

DMSO-d6 

CD3OD 

CD3OD 
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Phụ lục 12. PHỔ NMR CỦA CÁC FLAVONOID 

✓ Phổ 1H-NMR 

 

✓ Phổ 13C-NMR 
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Phụ lục 13. PHỔ NMR CỦA CÁC DẪN XUẤT ACID BENZOIC 

a. Phổ 1H-NMR 

 

b. Phổ 13C-NMR 
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Phụ lục 14. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-5. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-6. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất 1 (1-CQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-7. Phổ DEPT của hợp chất 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-8. Phổ HSQC của hợp chất 1 (1-CQA) 



PL.21 

 

 

PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-9. Phổ COSY của hợp chất 1 (1-CQA) 

 

Hình PL-10. Phổ HMBC của hợp chất 1 (1-CQA) 
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Phụ lục 15. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-11. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-12. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất 2 (3-CQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-13. Phổ DEPT của hợp chất 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-14. Phổ HSQC của hợp chất 2 (3-CQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-15. Phổ COSY của hợp chất 2 (3-CQA) 

 

Hình PL-16. Phổ HMBC của hợp chất 2 (3-CQA) 
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Phụ lục 16. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 3 (Acid caffeic) 

 

Hình PL-17. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 500 MHz) của hợp chất 3 (acid caffeic) 

 

Hình PL-18. Phổ 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) của hợp chất 3 (acid caffeic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 3 (Acid caffeic) 

 

Hình PL-19. Phổ DEPT của hợp chất 3 (acid caffeic) 

 

Hình PL-20. Phổ HSQC của hợp chất 3 (acid caffeic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 3 (Acid caffeic) 

 

Hình PL-21. Phổ COSY của hợp chất 3 (acid caffeic) 

 

Hình PL-22. Phổ HMBC của hợp chất 3 (acid caffeic) 



PL.28 

 

 

Phụ lục 17. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 

 

Hình PL-23. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 500 MHz) của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 

 

Hình PL-24. Phổ 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 

 

Hình PL-25. Phổ DEPT của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 

 

Hình PL-26. Phổ HSQC của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 4 (5-CQA = acid chlorogenic) 

 

Hình PL-27. Phổ COSY của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 

 

Hình PL-28. Phổ HMBC của hợp chất 4 (5-CQA=acid chlorogenic) 
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Phụ lục 18. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 5 (4-CQA) 

 

Hình PL-29. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 5 (4-CQA) 

 

Hình PL-30. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất 5 (4-CQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 4 (4-CQA) 

 

Hình PL-31. Phổ DEPT của hợp chất 5 (4-CQA) 

 

Hình PL-32. Phổ HSQC của hợp chất 5 (4-CQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 4 (4-CQA) 

 

Hình PL-33. Phổ COSY của hợp chất 5 (4-CQA) 

 

Hình PL-34. Phổ HMBC của hợp chất 5 (4-CQA) 
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Phụ lục 19. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 6 (1,3-diCQA = cynarin) 

 

Hình PL-35. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 500 MHz) của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 

 

Hình PL-36. Phổ 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 6 (1,3-diCQA = cynarin) 

 

Hình PL-37. Phổ DEPT của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 

 

Hình PL-38. Phổ HSQC của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 6 (1,3-diCQA = cynarin) 

 

Hình PL-39. Phổ COSY của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 

 

Hình PL-40. Phổ HMBC của hợp chất 6 (1,3-diCQA=cynarin) 
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Phụ lục 20. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 7 (Acid 3-feruloylquinic) 

 

Hình PL-41. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 7 (acid 3-feruloylquinic) 

 

Hình PL-42. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất 7 (acid 3-feruloylquinic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 7 (Acid 3-feruloylquinic) 

 

Hình PL-43. Phổ DEPT của hợp chất 7 (acid 3-feruloyquinic) 

 

Hình PL-44. Phổ HSQC của hợp chất 7 (acid 3-feruloylquinic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 7 (Acid 3-feruloylquinic) 

 

Hình PL-45. Phổ COSY của hợp chất 7 (acid 3-feruloylquinic) 

 

Hình PL-46. Phổ HMBC của hợp chất 7 (acid 3-feruloylquinic) 
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Phụ lục 21. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 8 (Scolymosid) 

 

Hình PL-47. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 500 MHz) của hợp chất 8 (scolymosid) 

 

Hình PL-48. Phổ 13C-NMR (CD3OD, 125 MHz) của hợp chất 8 (scolymosid) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 8 (Scolymosid) 

 

Hình PL-49. Phổ DEPT của hợp chất 8 (scolymosid) 

 

Hình PL-50. Phổ HSQC của hợp chất 8 (scolymosid) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 8 (Scolymosid) 

 

Hình PL-51. Phổ COSY của hợp chất 8 (scolymosid) 

 

Hình PL-52. Phổ HMBC của hợp chất 8 (scolymosid) 
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Phụ lục 22. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 9 (Cynarosid) 

 

Hình PL-53. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 9 (cynarosid) 

 

Hình PL-54. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) của hợp chất 9 (cynarosid) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 9 (Cynarosid) 

 

Hình PL-55. Phổ DEPT của hợp chất 9 (cynarosid) 

 

Hình PL-56. Phổ HSQC của hợp chất 9 (cynarosid) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 9 (Cynarosid) 

 

Hình PL-57. Phổ COSY của hợp chất 9 (cynarosid) 

 

Hình PL-58. Phổ HMBC của hợp chất 9 (cynarosid) 
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Phụ lục 23. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 10 (3,4-diCQA) 

 

Hình PL-59. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 400 MHz) của hợp chất 10 (3,4-diCQA) 

 

Hình PL-60. Phổ 13C-NMR (CD3OD; 100 MHz) của hợp chất 10 (3,4-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 10 (3,4-diCQA) 

 

Hình PL-61. Phổ HSQC của hợp chất 10 (3,4-diCQA) 

 

Hình PL-62. Phổ COSY của hợp chất 10 (3,4-diCQA) 
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Phụ lục 24. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 11 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-63. Phổ 1H-NMR (CD3OD; 400 MHz) của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-64. Phổ 13C-NMR (CD3OD; 100 MHz) của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 10 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-65. Phổ HSQC của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-66. Phổ COSY của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 10 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-67. Phổ HMBC của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 

 

Hình PL-68. Phổ HMBC (giãn) của hợp chất 11 (3,5-diCQA) 
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Phụ lục 25. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-69. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-70. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-71. Phổ DEPT của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-72. Phổ HSQC của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-73. Phổ COSY của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-74. Phổ HMBC của hợp chất 12 (1,5-diCQA) 
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Phụ lục 26. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 13 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-75. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-76. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 13 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-77. Phổ DEPT của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-78. Phổ HSQC của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 13 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-79. Phổ COSY của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-80. Phổ HMBC của hợp chất 13 (4,5-diCQA) 
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Phụ lục 27. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 14 (acid succinic) 

 

Hình PL-81. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 14 (acid succinic) 

 

Hình PL-82. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 14 (acid succinic) 
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Phụ lục 28. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 15 (apigenin-7-rutinosid) 

 

Hình PL-83. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 

 

Hình PL-84. Phổ 13C-NMR (CD3OD-d6; 200 MHz) của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 



PL.59 

 

 

PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 15 (4,5-diCQA) 

 

Hình PL-85. Phổ HSQC của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 

 

Hình PL-86. Phổ COSY của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 



PL.60 

 

 

PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 15 (1,5-diCQA) 

 

Hình PL-87. Phổ HMBC của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 

 

Hình PL-88. Phổ HMBC (phổ giãn) của hợp chất 15 (apigenin-7-rutinosid) 

H1”-C7 

H1’”-C6” 
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Phụ lục 29. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-89. Phổ 1H-NMR_phổ giãn 1 (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 15 (cynaratriol) 

 

Hình PL-90. Phổ 1H-NMR_phổ giãn 2 (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 15 (cynaratriol) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-91. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 15 (cynaratriol) 

 

 

Hình PL-92. Phổ DEPT của hợp chất 15 (cynaratriol) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-93. Phổ HSQC của hợp chất 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-94. Phổ COSY của hợp chất 16 (cynaratriol) 



PL.64 

 

 

PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-95. Phổ HMBC của hợp chất 16 (cynaratriol) 

 

Hình PL-96. Phổ HMBC_phổ giãn của hợp chất 16 (cynaratriol) 
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Phụ lục 30. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 17 (luteolin) 

 

Hình PL-97. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 17 (luteolin) 

 

Hình PL-98. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 17 (luteolin) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 17 (luteolin) 

 

Hình PL-99. Phổ DEPT của hợp chất 17 (luteolin) 

 

Hình PL-100. Phổ HSQC của hợp chất 17 (luteolin) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 17 (luteolin) 

 

Hình PL-101. Phổ COSY của hợp chất 17 (luteolin) 

 

Hình PL-102. Phổ HMBC của hợp chất 17 (luteolin) 
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Phụ lục 31. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 18 (aldehyd protocatechuic) 

 

Hình PL-103. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 18 (aldehyd protocatechuic) 

 

Hình PL-104. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 18 (aldehyd protocatechuic) 
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PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 18 (aldehyd protocatechuic) 

 

Hình PL-105. Phổ DEPT của hợp chất 18 (aldehyd protocatechuic) 

 

Hình PL-106. Phổ HSQC của hợp chất 18 (aldehyd protocatechuic) 



PL.70 

 

 

Phụ lục 32. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 19 (acid protocatechuic) 

 

Hình PL-107. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 19 (acid protocatechuic) 

 

Hình PL-108. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 19 (acid protocatechuic) 



PL.71 

 

 

PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 19 (acid protocatechuic) 

 

Hình PL-109. Phổ DEPT của hợp chất 19 (acid protocatechuic) 

 

Hình PL-110. Phổ HSQC của hợp chất 19 (acid protocatechuic) 
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Phụ lục 33. PHỔ NMR CỦA HỢP CHẤT 20 (4-p-hydroxy benzaldehyd) 

 

Hình PL-111. Phổ 1H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) của hợp chất 20 (4-p-hydroxy benzaldehyd) 

 

Hình PL-112. Phổ 13C-NMR (DMSO-d6; 125 MHz) của hợp chất 20 (4-p-hydroxy benzaldehyd) 
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Phụ lục 34. DỰ THẢO CHUYÊN LUẬN LÁ ACTISÔ 

ACTISÔ (Lá) 

Folium Cynarae scolymi 

Lá phơi hoặc sấy khô của cây Actisô (Cynara scolymus L.) họ Cúc (Asteraceae). 

Mô tả 

Lá nhăn nheo, dài khoảng 1 - 1,2 m, rộng khoảng 0,5 m hay được chia nhỏ. Phiến lá xẻ thuỳ sâu hình 

lông chim, mép thuỳ khía răng cưa to, đỉnh răng cưa thường có gai rất nhỏ, mềm. Mặt trên lá màu nâu 

hoặc lục, mặt dưới màu xám trắng, lồi nhiều và những rãnh dọc rất nhỏ, song song. Lá có nhiều lông 

trắng vón vào nhau. Vị hơi mặn và hơi đắng. 

Vi phẫu 

Gân lá: Mặt trên lõm hình chữ V, mặt dưới lồi có nhiều chỗ uốn lượn. Biểu bì trên và biểu bì dưới cấu 

tạo bởi nhiều tế bào hình trứng hoặc gần tròn xếp liên tục đều đặn, được phủ bởi 1 lớp cutin mỏng. Tế 

bào biểu bì mang nhiều lông che chở đa bào một dãy, thường có 4-5 tế bào, nhiều lông dài uốn lượn, 

đan xen nhau; rải rác có các lông tiết đơn bào đầu tròn. Sát lớp biểu bì là mô dày góc, gồm 2-3 lớp tế 

bào. Mô mềm là những tế bào hình tròn, thành mỏng, kích thước không đều nhau. Có 3-5 bó libe-gỗ rời 

nhau, hình trứng thuôn dài, bó ở giữa lớn nhất, các bó hai bên nhỏ dần, gỗ trên - libe dưới và có mô dày 

bao quanh. 

Phiến lá: Biểu bì trên và biểu bì dưới gồm 1 lớp tế bào hình chữ nhật dài, lớn hơn tế bào ở phần gân lá, 

mang nhiều lông che chở đa bào và lông tiết tương tự như ở phần gân lá. Mô mềm giậu gồm 2 hàng tế 

bào hình chữ nhật to thuôn dài, xếp sít nhau và thẳng góc với biểu bì trên, kế đến là mô mềm khuyết. 

Bột 

Mảnh biểu bì phiến lá gồm những tế bào hình nhiều cạnh, mang lỗ khí và lông che chở dài. Mảnh biểu 

bì gân lá gồm tế bào hình chữ nhật, thành mỏng. Sợi riêng lẻ hay tập trung thành từng bó. Lông tiết đơn 

bào, đầu tròn. Mảnh mạch xoắn, mạch mạng, mạch vòng và mạch vạch. Mảnh mô mềm. Nhiều khối 

nhựa màu nâu, kích thước to nhỏ không nhất định. 

Định tính  

A. Cân 0,2 g bột lá, cho vào bình nón, thêm 10 ml ethanol 96 % (TT), đun cách thuỷ trong 5 phút, lọc 

(dung dịch A). 

Lấy 5 ml dung dịch A, bốc hơi trên cách thuỷ cho hết ethanol. Hoà cắn còn lại trong 1 ml dung dịch 

acid hydrocloric 1 N (TT) và 4 ml nước cất, lọc. Thêm vào dịch lọc 1 ml dung dịch natri nitrit 10 % 

(TT), để lạnh ở 10 oC trong 20 phút. Thêm 4 ml dung dịch natri hydroxyd 10 % (TT), xuất hiện màu 

hồng cánh sen bền vững. 

B. Phương pháp sắc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4). 

Bản mỏng: Silica gel 60F254 

Dung môi khai triển: Ethyl acetat - nước - acid formic (8 : 0,5 : 0,5). 

Dung dịch thử: Dung dịch A 

Dung dịch đối chiếu: Dung dịch acid chlorogenic và cynarosid trong methanol (0,01 mg/ml) 

Cách tiến hành: Chấm lên bản mỏng 15 l dung dịch thử, 10 l dung dịch đối chiếu. Sau khi triển khai 

xong, lấy bản mỏng ra để khô ở nhiệt độ phòng. Phun dung dịch FeCl3 5 % (TT). Trên sắc ký đồ của 

dung dịch thử phải có 1 vết màu xanh đen (cynarosid); 1 vết màu xanh rêu (acid chlorogenic) có cùng 

trị số Rf với vết của cynarosid và acid chlorogenic trên sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu. 

Độ ẩm   

Không quá 12 %  (Phụ lục 9.6). 

Tro toàn phần  

 Không quá 15 % (Phụ lục  9.8 ). 
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Tạp chất  

Không được quá  0,5 % (Phụ lục 12.11) 

Định lượng  

Phương pháp sắc ký lỏng (Phụ lục 5.3) 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1% (TT) 

Dung dịch chuẩn: Hòa tan acid chlorogenic chuẩn trong ethanol 50 % (TT) để được dung dịch chuẩn có 

nồng độ chính xác khoảng 100 µg/ml. 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 0,1 g bột dược liệu (qua rây số 355) vào bình nón 100 ml, thêm 

15 ml ethanol 50 % (TT), đun cách thủy ở 80 oC trong 20 phút, lọc vào bình định mức 25 ml, tráng bình 

nón với 8 ml ethanol 50 % (TT), thêm ethanol 50 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 

0,45 µm.  

Điều kiện sắc ký: 

Cột kích thước (25 cm × 4,6 mm) được nhồi pha tĩnh C (5 µm) (Cột SunFire C18 là phù hợp) 

Detector quang phổ tử ngoại ở bước sóng 325 nm 

Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

Thể tích tiêm: 10 µl 

Cách tiến hành: Tiến hành sắc ký theo dung môi như sau: 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1% 

(% tt/tt) 

0 - 15 8 - 20 92 - 80 

15 - 18 20 - 25 80 - 75 

18 - 23 25 - 30 75 - 70 

23 - 25 30 70 

25 - 26 30 - 95 70 - 5 

26 - 31 95 5 

31 - 32 95 - 8 5 - 92 

32 - 37 8 92 

Tiêm lần lượt dung dịch chuẩn, dung dịch thử. Ghi nhận sắc ký đồ. Phép thử chỉ có giá trị khi độ lệch 

chuẩn tương đối (RSD %) của diện tích pic acid chlorogenic ở 6 lần tiêm lặp lại không được lớn hơn 

2,0 %.  

Tính hàm lượng acid chlorogenic trong dược liệu dựa vào diện tích pic trên sắc ký đồ thu được từ dung 

dịch thử, dung dịch chuẩn và hàm lượng acid chlorogenic chuẩn. 

Dược liệu phải chứa không dưới X % acid chlorogenic (C16H18O9) tính theo dược liệu khô kiệt. 

Chế biến 

Lá được thu hái vào năm thứ nhất của thời kỳ sinh trưởng hoặc cuối mùa hoa, đem phơi hoặc sấy khô ở 

50 - 60 oC. Lá cần được ổn định trước rồi mới bào chế thành dạng thuốc, có thể dùng hơi nước sôi có 

áp suất cao để xử lý nhanh lá. Sau đó phơi hoặc sấy khô. 

Bảo quản 

Để nơi khô ráo, thoáng mát, phòng ẩm mốc. 

Tính vị, quy kinh  

Khổ, lương. Vào các kinh can, đởm. 
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Phụ lục 35. DỰ THẢO CHUYÊN LUẬN CAO KHÔ ACTISÔ 

CAO KHÔ ACTISÔ 

Extractum Folii Cynarae scolymi siccum 

Cao khô Actisô được bào chế từ lá cây Actisô (Cynara scolymus L.) họ Cúc (Asteraceae) theo phương 

pháp thích hợp, để chế phẩm có hàm lượng cynarin ổn định.  

Chế phẩm phải đáp ứng các yêu cầu trong chuyên luận “Cao thuốc” (Phụ lục 1.1) và các yêu cầu sau 

đây: 

Mô tả 

Cao khô Actisô có thể chất bột vô định hình, dễ hút ẩm, màu vàng nâu sáng. Vị hơi mặn chát và hơi 

đắng. 

Định tính 

A. Hoà tan 0,5 g chế phẩm trong khoảng 20 ml ethanol 96 % (TT), siêu âm 15 phút, lọc, thu được dịch 
lọc A. 

Lấy 1 ml dịch lọc A cho vào một ống nghiệm, thêm 0,1 g bột magnesi (TT) và 2 ml acid hydrocloric 
(TT), để yên, xuất hiện màu vàng cam đến cam. 

Lấy 1 ml dịch lọc A cho vào ống nghiệm, thêm 0,5 ml dung dịch acid hydrocloric 1 N (TT) và 0,5 ml 
dung dịch natri nitrit 10 % (TT). Để lạnh ở 10 oC trong khoảng 20 phút. Thêm 2 ml dung dịch natri 
hydroxyd 10 % (TT), sẽ xuất hiện màu hồng bền vững.  

B. Phương pháp sắc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4). 

Bản mỏng: Silica gel F254. 

Dung môi khai triển: Ethyl acetat - nước - acid formic (8 : 0,5 : 0,5) 

Dung dịch thử: Cân 50 mg cao chế phẩm, thêm 5 ml ethanol 60 % (TT), siêu âm, để nguội, lọc. 

Dung dịch đối chiếu: Hòa tan cynarin và acid chlorogenic trong methanol (TT) (1 mg/ml). 

Cách tiến hành: Chấm riêng biệt lên bản mỏng 15 l dung dịch thử và 10 l dung dịch đối chiếu. Triển 
khai sắc ký đến khi dung môi đi được khoảng 8 cm, lấy bản mỏng ra, để khô ở nhiệt độ phòng. Phun 
dung dịch FeCl3 5 % (TT). Trên sắc ký đồ thu được của dung dịch thử phải có vết màu xanh rêu có trị 
số Rf tương đương với vết cynarin và acid chlorgenic chuẩn trong sắc ký đồ thu được của dung dịch đối 
chiếu. 

Cắn không tan trong nước 

Hoà tan 1,0 g chế phẩm trong 50 ml nước cất, lọc, rửa cắn bằng nước cất đến khi nước rửa không màu, 

thu cắn và sấy khô ở 100 đến 105 oC đến khối lượng không đổi. Lượng cắn không được quá 3,0 % tính 

theo chế phẩm khô kiệt. 

pH 

Dung dịch cao khô Actisô 1 % (kl/tt) trong nước phải có pH từ 5,0 đến 6,0 (Phụ lục 6.2). 

Mất khối lượng do làm khô 

Không quá 6 % (Phụ lục 9.6). 

Tro toàn phần 

Không quá 30,0 % (Phụ lục 9.8). 
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Định lượng 

Phương pháp sắc ký lỏng (Phụ lục 5.3) 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % (TT) 

Dung dịch chuẩn: Hòa tan acid chlorogenic và cynarin chuẩn trong methanol (TT) để được dung dịch 

chuẩn có nồng độ chính xác khoảng 50 µg/ml. 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 20 mg cao chế phẩm cho vào ống ly tâm eppendorf (1,5 ml), thêm 

1 ml methanol 40 % (TT), trộn đều, siêu âm 10 phút ở nhiệt độ 40 oC, ly tâm ở tốc độ 12.000 vòng/phút 

trong 2 phút, hút và chuyển dịch chiết vào bình định mức 5 ml. Phần cắn còn lại được chiết tiếp lần 2 

với 1 ml methanol 40% (TT) tương tự như trên. Gộp chung dịch chiết của 2 lần chiết vào bình định mức 

5 ml và điều chỉnh methanol 40 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 µm. 

Điều kiện sắc ký: 

Cột kích thước (25 cm × 4,6 mm) được nhồi pha tĩnh C (5 µm) (Cột SunFire C18 là phù hợp) 

Detector quang phổ tử ngoại ở bước sóng 325 nm 

Nhiệt độ cột: 25 oC 

Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

Thể tích tiêm: 10 µl 

Cách tiến hành: 

Tiến hành sắc ký theo dung môi như sau: 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1% 

(% tt/tt) 

0 - 20 8 - 15 92 - 85 

20 - 21 15 85 

21 - 30 15 - 30 85 - 70 

30 - 35 30 70 

35 - 36 30 - 95 70 - 5 

36 - 39 95 5 

39 - 40 95 - 8 5 - 92 

40 - 45 8 92 

Tiêm lần lượt dung dịch chuẩn, dung dịch thử. Ghi nhận sắc ký đồ. Tiêm lần lượt dung dịch chuẩn, dung 

dịch thử. Ghi nhận sắc ký đồ. Phép thử chỉ có giá trị khi độ lệch chuẩn tương đối (RSD %) của diện tích 

pic acid chlorogenic và cynarin ở 6 lần tiêm lặp lại không được lớn hơn 2,0 %.  

Tính hàm lượng của acid chlorogenic và cynarin trong mẫu cao chiết dược liệu dựa vào diện tích pic 

trên sắc ký đồ thu được từ dung dịch thử, dung dịch chuẩn và hàm lượng của acid chlorogenic và cynarin 

chuẩn. 

Hàm lượng acid chlorogenic (C16H18O9) không được nhỏ hơn X % và cynarin (C25H24O12) không được 
nhỏ hơn Y % tính theo chế phẩm khô kiệt. 

Bảo quản 

Trong bao bì kín, chống ẩm. Để nơi khô, mát. 
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Phụ lục 36. PHIẾU KIỂM NGHIỆM CĐC CYNARIN 
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Phụ lục 37. PHỔ IR, MS, DSC CỦA CĐC CYNARIN 

Phổ IR 

 

Phổ MS 

 

Phân tích nhiệt vi sai DSC 
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Phụ lục 38. COA (CERTIFICATE OF ANALYSIS) CỦA CHUẨN SƠ CẤP CYNARIN 
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Phụ lục 39. KẾT QUẢ XỬ LÝ THỐNG KÊ THIẾT LẬP CĐC CYNARIN 

Kết quả xử lý thống kê thiết lập CĐC 

Bảng PL-5. Kết quả định lượng cynarin tại hai phòng thí nghiệm 

Số thứ tự PTN 1 PTN 2 

1 93,66 94,26 

2 94,45 94,37 

3 94,69 94,72 

4 94,18 94,13 

5 94,14 94,07 

6 94,08 94,44 

Trung bình 94,20 94,33 

Bảng PL-6. Kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm theo ANOVA 

Nguồn sai số Tổng bình phương Bậc tự do 
Bình phương 

trung bình 
Ftn Ftc 

Giữa các nhóm 0,052008 1 0,052008 0,583784 4,964603 

Trong từng nhóm 0,890883 10 0,089088 
  

Tổng cộng 0,942892 11    

Nhận xét: Ftn = 0,584 < Ftc = 4,965 

Kết luận: Kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau không có nghĩa 

Bảng PL-7. Kết quả tính giá trị ấn định hàm lượng cyanrin 

 x*0 x*1 x*2 x*3 x*4 

δ = 1,5 x s* - 0,334 0,362 0,359 0,358 

x* - δ - 93,89 93,90 93,90 93,90 

x* + δ - 94,55 94,62 94,62 94,62 

Trung bình 94.27 94,26 94,26 94,26 94,26 

Độ lệch s 0,293 0,213 0,211 0,211 0,210 

x* mới 94,22 94,26 94,26 94,26 94,26 

s* mới 0,222 0,242 0,240 0,239 0,239 

Hàm lượng: 94,26 % 

Độ lệch s: 0,210 

Độ không đảm bảo đo µ: 0,086.  

Kết quả chung: Hàm lượng cynarin là 94,26 % tính trên chế phẩm nguyên trạng, độ không 

đảm bảo đo = 0,086; độ lệch = 0,210 (n = 12). 
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Phụ lục 40. PHIẾU KIỂM NGHIỆM CĐC CYNAROSID 

Phiếu kiểm nghiệm CĐC cynarosid 
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Phụ lục 41. PHỔ IR, MS VÀ DSC CỦA CYNAROSID 

Phiếu kiểm nghiệm CĐC cynarosid 

Phổ IR 

 

Phổ MS 

 

Phân tích nhiệt vi sai DSC 
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Phụ lục 42. COA (CERTIFICATE OF ANALYSIS) CỦA CHUẨN SƠ CẤP 

CYNAROSID 
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Phụ lục 43. KẾT QUẢ XỬ LÝ THỐNG KÊ THIẾT LẬP CĐC CYNAROSID 

Kết quả giá trị ấn định z-score của cynarosid 

Bảng PL-8. Kết quả định lượng cynarosid tại hai phòng thí nghiệm 

Số thứ tự PTN 1 PTN 2 

1 91,89 92,09 

2 91,66 91,73 

3 91,57 91,29 

4 91,91 91,38 

5 91,23 91,27 

6 91,32 91,42 

Trung bình 91,60 91,36 

Bảng PL-9. Kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm theo ANOVA 

Nguồn sai số Tổng bình phương Bậc tự do 
Bình phương 

trung bình 
Ftn Ftc 

Giữa các nhóm 0,163333 1 0,163333 2,606383 4,964603 

Trong từng nhóm 0,626667 10 0,062667   

Tổng cộng 0,79 11    

Nhận xét: Ftn = 2,606 < Ftc = 4,964 

Kết luận: Kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau không có nghĩa. 

➢ Xác định giá trị công bố trên phiếu kiểm nghiệm 

Bảng PL-10. Kết quả tính giá trị ấn định hàm lượng cynarosid 

 x*0 x*1 x*2 

δ = 1,5 x s* - 0,40 0,41 

x* - δ - 91,13 91,13 

x* + δ - 91,93 91,93 

Trung bình 91,56 91,53 91,53 

Độ lệch s 0,29 0,24 0,24 

x* mới 91,495 91,53 91,53 

s* mới 0,220 0,270 0,270 

Nhận xét: Sau 2 lần thay đổi, s* = 0,270  không đổi, x* = 91,53% được chọn. 

Từ kết quả tính theo z-score, tất cả giá trị đều có |𝑧|< 2.  

- Hàm lượng: 91,53% (trên nguyên trạng). 

- Độ lệch s: 0,24. 

- Độ không đảm bảo đo µ: 0,097.  

-  
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Phụ lục 44. PHIẾU KIỂM NGHIỆM CĐC ACID CHLOROGENIC 

Phiếu kiểm nghiệm CĐC acid chlorogenic 
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Phụ lục 45. PHỔ IR, MS, DSC CỦA ACID CHLOROGENIC 

Phiếu kiểm nghiệm CĐC acid chlorogenic 

Phổ IR 

 

Phổ MS 

 

Phân tích nhiệt vi sai DSC 
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Phụ lục 46. COA (CERTIFICATE OF ANALYSIS) CỦA CHUẨN SƠ CẤP             

ACID CHLOROGENIC 
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Phụ lục 47. KẾT QUẢ XỬ LÝ THỐNG KÊ THIẾT LẬP CHUẨN ĐỐI CHIẾU 

ACID CHLOROGENIC 

Kết quả giá trị ấn định z-score của  acid chlorogenic 

a. Đánh giá chất chuẩn liên phòng thí nghiệm 

Bảng PL-11. Kết quả định lượng acid chlorogenic tại hai phòng thí nghiệm 

Số thứ tự PTN 1 PTN 2 

1 92,55 92,44 

2 92,68 92,10 

3 92,81 92,22 

4 92,19 92,20 

5 92,24 92,30 

6 92,42 92,86 

Trung bình 92,48 92,35 

 

Bảng PL-12. Kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm theo ANOVA 

Nguồn sai số Tổng bình phương Bậc tự do 
Bình phương 

trung bình 
Ftn Ftc 

Giữa các nhóm 0,049408 1 0,049408 0,735663 4,964603 

Trong từng nhóm 0,671617 10 0,067162   

Tổng cộng 0,721025 11    

Nhận xét: Ftn = 0,736 < Ftc = 4,965 

Vậy, kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau không có nghĩa 

b. Xác định giá trị công bố trên phiếu kiểm nghiệm 

Bảng PL-13. Kết quả tính giá trị ấn định hàm lượng acid chlorogenic 

 x*0 x*1 x*2 x*3 

δ = 1,5 x s* - 0,37 0,367 0,367 

x* - δ - 92,03 92,03 92,03 

x* + δ - 92,76 92,76 92,76 

Trung bình 92,42 92,39 92,39 92,39 

Độ lệch s 0,26 0,22 0,22 0,22 

x* mới 92,36 92,39 92,39 92,39 

s* mới 0,22 0,24 0,245 0,245 

Nhận xét: sau 3 lần thay đổi, s* =  0,245 không đổi, x* = 92,39% được chọn. 

- Hàm lượng: 92,39% (trên nguyên trạng). 

- Độ lệch s: 0,22 

- Độ không đảm bảo đo µ: 0,088.  
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Phụ lục 48. XÂY DỰNG QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 3 POLYPHENOL 

Quy trình định lượng đồng thời 3 polyphenol (AC, CR, SCO) trong lá khô Actisô  

 Cách tiến hành: 

A. Chuẩn bị mẫu: 

Dung dịch chuẩn: Hòa tan các chuẩn acid chlorogenic, cynarosid và scolymosid trong ethanol 50 % 

(TT) để được 3 dung dịch chuẩn gốc có nồng độ chính xác khoảng 1,0 mg/ml. Từ các dung dịch này, 

pha dãy hỗn hợp chuẩn có nồng độ 1, 10, 20, 50, 100, 200 µg/ml. 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 0,1 g bột dược liệu (qua rây số 355) vào bình nón 100 ml, thêm 

15 ml ethanol 50 % (TT), đun cách thủy ở 80 oC trong 20 phút, lọc vào bình định mức 25 ml, tráng bình 

nón với 8 ml ethanol 50 % (TT), thêm ethanol 50 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 

0,45 µm.  

B. Điều kiện sắc ký: 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % (TT) 

Cột HPLC SunFire C18 (25 cm × 4,6 mm, 5 µm)  

Phát hiện: 325 nm (acid chlorogenic) và 349 nm 

(cynarosid và scolymosid) 

Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

Thể tích tiêm: 10 µl 

Chương trình dung môi: Tiến hành sắc ký theo 

chương trình như sau 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1 % 

(% tt/tt) 

0 - 15 8 - 20 92 - 80 

15 - 18 20 - 25 80 - 75 

18 - 23 25 - 30 75 - 70 

23 - 25 30 70 

25 - 26 30 - 95 70 - 5 

26 - 31 95 5 

31 - 32 95 - 8 5 - 92 

32 - 37 8 92 
 

Kiểm tra tính phù hợp của hệ thống: Tiến hành sắc ký 6 lần đối với dung dịch chuẩn và thử. Độ 

lệch chuẩn tương đối (RSD %) của diện tích pic và thời gian lưu của 3 pic định lượng (acid chlorogenic, 

scolymosid và cynarosid) không lớn hơn 2,0 %. Độ phân giải giữa 3 pic định lượng với pic gần nhất 

trên sắc ký đồ dung dịch thử không được nhỏ hơn 1,5.  

Tiến hành sắc ký với dung dịch chuẩn đã pha ở trên. Vẽ đường chuẩn biểu diễn sự liên quan giữa 

diện tích pic định lượng (acid chlorogenic, scolymosid và cynarosid) và nồng độ các dung dịch tương ứng. 

Tiến hành sắc ký dung dịch thử. Xác định các pic định lượng trên sắc ký đồ của dung dịch thử bằng 

cách so sánh thời gian lưu với pic của acid chlorogenic, scolymosid và cynarosid trên sắc ký đồ của 

dung dịch chuẩn. Thời gian lưu của 3pic định lượng trong dung dịch chuẩn và thử khác nhau không 

được lớn hơn 5 %.  

C. Tính kết quả: 

Tính hàm lượng acid chlorogenic, cynarosid và scolymosid trong dược liệu dựa vào diện tích pic 

của các hợp chất này trên sắc ký đồ của dung dịch thử, đường chuẩn đã lập của các chuẩn tương ứng 

của chúng. Hàm lượng của 3 chất định lượng được tính toàn theo công thức sau đây: 

 

Trong đó: 

X :  Hàm lượng của chất định lượng có trong mẫu thử (%) 

St:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu thử (μV × s) 

a:   Hệ số của phương trình hồi qui đường tuyến tính của chuẩn 

k:  Độ pha loãng của mẫu đo (ml) 

m:  Khối lượng mẫu thử (dược liệu) (mg) 

h : Độ ẩm của mẫu thử 

p : Độ tinh khiết của chất chuẩn hoặc CĐC (%) 

𝑋 =
𝑆𝑡

𝑎
  × 

𝑘

𝑚(1  − ℎ)
  ×  𝑝  ×  100 
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KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 3 POLYPHENOL 

A. Khảo sát tính tương thích hệ thống 

 
Hình PL-113. SKĐ khảo sát tính tương thích hệ thống của mẫu thử (6 lần tiêm) 

Bảng PL-14. Kết quả khảo sát độ lặp lại của 6 lần tiêm mẫu thử 

  

Bảng PL-15. Các thông số sắc ký của 3 pic định lượng 

 

Nhận xét: Diện tích đỉnh và thời gian lưu của các pic định lượng trong mẫu thử đều có RSD < 

2,0 % (Bảng PL-14). Tất cả 3 pic định lượng đều đạt độ tinh khiết pic với giá trị purity angle 

(PA) < purity threshold (PT); độ phân giải (Rs) của các pic từ 5,54 – 34,33; hệ số kéo đuôi từ 

1,03 – 1,07 và số đĩa lý thuyết (N) từ 52354 – 229351 (xem Bảng PL-15).  

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính tương thích hệ thống. 

b. Khảo sát tính chọn lọc 
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Hình PL-114. SKĐ khảo sát độ đặc hiệu 

 

Hình PL-115. Kết quả khảo sát tính chọn lọc của quy trình định lượng 3 polyphenol 

Nhận xét:  

− Thời gian lưu của 3 pic cần định lượng (acid chlorogenic, scolymosid, cynarosid) trong 

mẫu thử tương đương thời gian lưu của mẫu đối chiếu, đồng thời mẫu trắng không có 

đỉnh trùng với đỉnh của thành phần cần định lượng (xem Hình PL-114) 

− Phổ UV của acid chlorogenic, scolymosid và cynarosid trong mẫu chuẩn, mẫu thử và 

Mẫu trắng  

Mẫu chuẩn  

Mẫu thử  

Mẫu thử + chuẩn 
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 c
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thử thêm chuẩn tương đương nhau (Hình PL-115). 

− Khi thêm 1 lượng chất đối chiếu vào mẫu thử, diện tích đỉnh của hợp chất cần định 

lượng tăng lên so với trước khi thêm chất đối chiếu và pic của chất cần định lượng phải 

đạt độ tinh khiết pic (Hình PL-114 và Hình PL-115). 

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính chọn lọc. 

c. Khảo sát khoảng tuyến tính 

 

Hình PL-116. Khoảng tuyến tính của AC, SCO và CR 

 

Bảng PL-16. Khoảng tuyến tính của AC, SCO, CR của quy trình định lượng 3 polyphenol 

Nồng độ (ppm) A. chlorogenic Scolymosid Cynarosid 

200 4686417 2222630 3301645 

100 2163504 1053387 1555398 

50 1149651 563312 833734 

25 512756 254345 373492 

10 219078 115341 157019 

5 111032 58369 74708 

2,5 47295 28691 38005 

1 23528 15170 12120 

Phương trình hồi quy y= 23255x - 29715 y= 11028x - 3520.8 y = 16424x - 14573 

R2 0,9986 0,9992 0,9991 

Phân tích ý nghĩa của phương trình hồi quy bằng thống kê Anova 

F0.05 5,9874 5,9874 5,9874 
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Nồng độ (ppm) A. chlorogenic Scolymosid Cynarosid 

F 4289,08 7532,31 7017,10 

F > F0,05: PT tương thích Tương thích Tương thích Tương thích 

t0,05 2,4469 2,4469 2,4469 

Giá trị t của hệ số a (ta) 65,4911 86,7888 83,7681 

Giá trị t của hệ số b (tb) -1,0256 -0,3396 -0,9109 

ta > t0,05: a có ý nghĩa Có nghĩa Có nghĩa Có nghĩa 

tb < t0,05: b không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa 

Kết luận PT hồi quy y= 23255x y= 11028x y = 16424x 

Nhận xét: Từ kết quả khảo sát khoảng tuyến tính của 3 polyphenol định lượng được trình bày 

ở Hình PL-116 và Bảng PL-16 có thể thấy 3 chất đối chiếu AC, SCO và CR có tính tuyến 

tính trong khoảng nồng độ từ 1,0 – 200 ppm. 

d. Khảo sát LOD và LOQ 

 
Hình PL-117. SKĐ của 3 polyphenol định lượng tại LOD và LOQ 

Bảng PL-17. LOD và LOQ của 3 polyphenol định lượng 

STT Hợp chất LOD (µg/ml) aLOQ (µg/ml) 

1 A. chlorogenic 0,025 0,083 

2 Scolymosid 0,06 0,198 

3 Cynarosid 0,06 0,198 

aGiá trị LOQ được suy ra từ LOD 

e. Độ tinh khiết của chất đối chiếu: 

Bảng PL-18. Độ tinh khiết của các chất đối chiếu dùng trong định lượng 3 polyphenol 

Hợp chất A. chlorogenica Scolymosidb Cynarosida 

Độ tinh khiết (%) 92,39 99,63 91,53 

                  aĐã được thiết lập CĐC ở Mục 3.2.1; bĐộ tinh khiết sắc ký (HPLC-PDA) 

Hợp chất scolymosid được khảo sát độ tinh khiết trên HPLC. Mẫu chuẩn được pha ở 

nồng độ 1.000 ppm, tiến hành phân tích ở điều kiện HPLC của quy trình định lượng 3 

polyphenol đã khảo sát. Hàm lượng % của pic scolymosid được tính bằng cách qui về 

phần trăm trên tổng diện tích pic trên SKĐ. 
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f. Độ chính xác 

 

Độ lặp lại trong ngày 
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Độ lặp lại liên ngày 

 

Nhận xét: Quy trình định lượng có độ lặp lại trong ngày của 3 polyphenol định lượng có RSD 

là 0,9 - 1,2 % và độ lặp lại liên ngày từ 1,1 - 1,2 %.  

g. Độ đúng: 

Bảng PL- 19. Kết quả khảo sát độ đúng của quy trình định lượng 3 polyphenol 

Chất 

Chuẩn 

thêm vào 

(%) 

KL cân 

mẫu  

(mg) 

Lượng 

sẵn có 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Diện tích 

pic  

(µV×s) 

KL tìm 

thấy  

(mg) 

Tỷ lệ 

phục hồi 

(%) 

Kết quả 

A
ci

d
 c

h
lo

ro
g

en
ic

 50% 

100,1 2,399 1,199 3406467 1,198 99,9 TB: 102,14 

100,0 2,397 1,198 3415272 1,210 101,0 SD: 3,01 

100,3 2,404 1,202 3477722 1,269 105,6 RSD%: 2,94 

80% 

100,2 2,401 1,921 3996259 1,819 94,7 TB: 98,58 

100,1 2,399 1,919 4081297 1,911 99,6 SD: 0,32 

100,4 2,406 1,925 4128614 1,954 101,5 RSD%: 3,52 

100% 

100,1 2,399 2,401 4525556 2,380 99,1 TB: 102,51 

100,0 2,397 2,399 4626944 2,489 103,8 SD: 2,97 

100,2 2,401 2,406 4658479 2,518 104,6 RSD%: 2,90 

S
co

ly
m

o
si

d
 

50% 

100,1 0,433 0,217 305810 0,221 102,09 TB: 100,80 

100,0 0,433 0,217 305406 0,220 101,69 SD: 1,90 

100,3 0,433 0,217 302297 0,214 98,62 RSD%: 1,88 

80% 

100,2 0,433 0,346 360198 0,337 97,38 TB: 100,46 

100,1 0,433 0,346 370199 0,359 103,56 SD: 3,08 

100,4 0,433 0,346 365131 0,348 100,43 RSD%: 3,07 

100% 

100,1 0,433 0,433 410634 0,445 102,82 TB: 99,74 

100,0 0,433 0,433 401165 0,425 98,14 SD: 2,67 

100,2 0,433 0,433 401401 0,425 98,26 RSD%: 2,67 

C
y

n
a

ro
si

d
 

50% 

100,1 0,263 0,132 255277 0,127 96,64 TB: 96,28 

100,0 0,263 0,132 253049 0,124 94,05 SD: 2,07 

100,3 0,263 0,132 256583 0,129 98,15 RSD%: 2,16 

80% 

100,2 0,263 0,210 307626 0,207 98,42 TB: 96,95 

100,1 0,263 0,210 304268 0,202 95,98 SD: 1,29 

100,4 0,263 0,210 304926 0,203 96,46 RSD%: 1,33 

100% 

100,1 0,263 0,263 357874 0,284 107,93 TB: 103,47 

100,0 0,263 0,263 346643 0,267 101,40 SD: 3,86 

100,2 0,263 0,263 346100 0,266 101,09 RSD%: 3,73 

Kết luận: Quy trình định lượng 4 polyphenol có độ phục hồi từ 96,3 - 103,5 % (RSD = 1,3 - 3,7 %) 
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ĐỘ ĐÚNG CỦA QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 3 POLYPHENOL 

Tỉ lệ thêm vào 50 % 

325 nm 

 

349 nm 
 

 

Tỉ lệ thêm vào 80 % 

325 nm 

 

349 nm 
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Tỉ lệ thêm vào 100 % 

325 nm 

 

349 nm 
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Phụ lục 49. XÂY DỰNG QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 4 POLYPHENOL 

Định lượng 4 polyphenol (AC, CY, CR, SCO) trong cao khô Actisô  

 Cách tiến hành: 

A. Chuẩn bị mẫu: 

Dung dịch chuẩn: Hòa tan các chuẩn acid chlorogenic, cynarin, cynarosid và scolymosid trong 

methanol 40 % (TT) để được 4 dung dịch chuẩn gốc có nồng độ chính xác khoảng 1,0 mg/ml. Từ các 

dung dịch này, pha dãy hỗn hợp chuẩn có nồng độ 5, 10, 20, 50, 100, 200 µg/ml. 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 20 mg cao chế phẩm cho vào ống ly tâm eppendorf (1,5 ml), 

thêm 1 ml methanol 40 % (TT), trộn đều, siêu âm 10 phút ở nhiệt độ 40 oC, ly tâm ở tốc độ 12.000 

vòng/phút trong 2 phút, hút và chuyển dịch chiết vào bình định mức 5 ml. Phần cắn còn lại được chiết 

tiếp lần 2 với 1 ml methanol 40% (TT) tương tự như trên. Gộp chung dịch chiết của 2 lần chiết vào bình 

định mức 5 ml và điều chỉnh methanol 40 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 µm. 

B. Điều kiện sắc ký: 

Pha động: Acetonitril - acid formic 0,1 % (TT) 

Cột HPLC SunFire C18 (25 cm × 4,6 mm, 5 µm)  

Phát hiện: 325 nm (acid chlorogenic, cynarin) và 

349 nm (cynarosid và scolymosid) 

Tốc độ dòng: 1 ml/phút 

Thể tích tiêm: 10 µl 

Chương trình dung môi: Tiến hành sắc ký theo 

chương trình như sau 

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1 % 

(% tt/tt) 

0 - 20 8 - 15 92 - 85 

20 - 21 15 85 

21 - 30 15 - 30 85 - 70 

30 - 35 30 70 

35 - 36 30 - 95 70 - 5 

36 - 39 95 5 

39 - 40 95 - 8 5 - 92 

40 - 45 8 92 
 

Kiểm tra tính phù hợp của hệ thống: Tiến hành sắc ký 6 lần đối với dung dịch chuẩn và thử. Độ 

lệch chuẩn tương đối (RSD %) của diện tích pic và thời gian lưu của 4 pic định lượng (acid chlorogenic, 

cynarin, scolymosid và cynarosid) không lớn hơn 2,0 %. Độ phân giải giữa 4 pic định lượng với pic gần 

nhất trên sắc ký đồ dung dịch thử không được nhỏ hơn 1,5.  

Tiến hành sắc ký với dung dịch chuẩn đã pha ở trên. Vẽ đường chuẩn biểu diễn sự liên quan giữa 

diện tích pic định lượng (acid chlorogenic, cynarin, scolymosid và cynarosid) và nồng độ các dung dịch 

tương ứng. 

Tiến hành sắc ký dung dịch thử. Xác định các pic định lượng trên sắc ký đồ của dung dịch thử bằng 

cách so sánh thời gian lưu với pic của acid chlorogenic, cynarin, scolymosid và cynarosid trên sắc ký 

đồ của dung dịch chuẩn. Thời gian lưu của 4 pic định lượng trong dung dịch chuẩn và thử khác nhau 

không được lớn hơn 5 %.  

C. Tính kết quả: 

Tính hàm lượng acid chlorogenic, cynarin, cynarosid và scolymosid trong cao chiết dựa vào diện 

tích pic của các hợp chất này trên sắc ký đồ của dung dịch thử, đường chuẩn đã lập của các chuẩn tương 

ứng của chúng. Hàm lượng của 4 chất định lượng được tính toán theo công thức sau đây: 

 

Trong đó: 

X :  Hàm lượng của chất định lượng có trong mẫu thử (%) 

St:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu thử (μV × s) 

a:   Hệ số của phương trình hồi qui đường tuyến tính của chuẩn 

k:  Độ pha loãng của mẫu đo (ml) 

m:  Khối lượng mẫu thử (cao chiết/ chế phẩm) (mg) 

h : Độ ẩm của mẫu thử 

p : Độ tinh khiết của chất chuẩn hoặc CĐC (%) 

 

𝑋 =
𝑆𝑡

𝑎
  × 

𝑘

𝑚(1  − ℎ)
  ×  𝑝  ×  100 
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KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 4 POLYPHENOL 

a. Khảo sát tính tương thích hệ thống 

 

Hình PL-118. SKĐ khảo sát tính tương thích hệ thống của mẫu thử (6 lần tiêm) 

Bảng PL-20. Độ lặp lại của 4 pic định lượng của 6 lần tiêm mẫu thử 

 

Bảng PL-21. Các thông số sắc ký của 4 pic định lượng trong mẫu thử 

 

Nhận xét: Diện tích đỉnh và thời gian lưu của các pic định lượng trong mẫu thử đều có RSD < 

2,0 % (Bảng PL-20). Tất cả 4 pic định lượng đều đạt độ tinh khiết pic với giá trị purity angle 
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(PA) < purity threshold (PT); độ phân giải (Rs) của các pic từ 5,52 – 16,90; hệ số kéo đuôi từ 

1,01 – 1,10 và số đĩa lý thuyết (N) từ 49717 – 346263 (xem Bảng PL-21).  

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính tương thích hệ thống. 

b. Khảo sát tính đặc hiệu 

 

Hình PL-119. SKĐ khảo sát tính chọn lọc của quy trình định lượng 4 polyphenol

 

Hình PL-120. Kết quả khảo sát tính chọn lọc của quy trình định lượng 4 polyphenol 

Nhận xét:  

− Thời gian lưu của 4 pic cần định lượng (cynarin, acid chlorogenic, scolymosid, 

cynarosid) trong mẫu thử tương đương thời gian lưu của mẫu đối chiếu, đồng thời mẫu 

trắng không có đỉnh trùng với đỉnh của thành phần cần định lượng (xem Hình PL-119) 

− Phổ UV của cynarin, acid chlorogenic, scolymosid và cynarosid trong mẫu chuẩn, mẫu 

thử và thử thêm chuẩn tương đương nhau (Hình PL-120). 

Mẫu trắng 

Mẫu thử + chuẩn 
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− Khi thêm 1 lượng chất đối chiếu vào mẫu thử, diện tích đỉnh của hợp chất cần định 

lượng tăng lên so với trước khi thêm chất đối chiếu và pic của chất cần định lượng phải 

đạt độ tinh khiết pic (Hình PL-119 và Hình PL-119). 

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính chọn lọc. 

c. Khảo sát khoảng tuyến tính 

 

Hình PL-121. Khoảng tuyến tính của AC, CY, SCO và CR 

Bảng PL-22. Khoảng tuyến tính của AC, SCO, CR của quy trình định lượng 3 polyphenol 

Nồng độ (ppm) A. chlorogenic Cynarin Scolymosid Cynarosid 

300 24327731 24117536 4964558 6870843 

200 16871621 16514684 3432392 4380562 

100 8385310 8505832 1594185 2290281 

50 3982207 4064295 755026 1092398 

25 1978633 2007364 378729 544897 

10 685327 707639 131171 191499 

5 326477 342313 64574 95352 

Phương trình hồi quy y= 82344x - 39980 y= 81150x - 38031 y= 16857x - 44357 y = 22762x - 34308 

R2 0,9994 0,9994 0,9991 0,9993 

Phân tích ý nghĩa của phương trình hồi quy bằng thống kê Anova 

F0.05 6,6078 6,6078 6,6078 6,6078 

F 6940,81 8520,83 5875,71 7060,93 

F > F0,05: PT tương 

thích 
Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích 

t0,05 2,5706 2,5706 2,5706 2,5706 

Giá trị t của hệ số a (ta) 83,3115 92,3083 76,6532 84,0293 

Giá trị t của hệ số b (tb) -0,2451 0,3024 -1,41 -0,8853 
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Nồng độ (ppm) A. chlorogenic Cynarin Scolymosid Cynarosid 

ta > t0,05: a có ý nghĩa Có nghĩa Có nghĩa Có nghĩa Có nghĩa 

tb < t0,05: b không ý 

nghĩa 
Không ý nghĩa Không ý nghĩa 

Không ý nghĩa Không ý nghĩa 

Kết luận PT hồi quy y= 82344x y= 81150x y= 16857x y = 22762x 

Nhận xét: Từ kết quả khảo sát khoảng tuyến tính của 4 polyphenol định lượng được trình bày 

ở Hình PL-116 và Bảng PL-16 có thể thấy 4 chất đối chiếu AC, CY, SCO và CR có tính 

tuyến tính trong khoảng nồng độ từ 5,0 – 300 ppm. 

d. Khảo sát LOD và LOQ 

 

 
Hình PL-122. SKĐ của 4 polyphenol định lượng tại LOD và LOQ 

Bảng PL-23. LOD và LOQ của 4 polyphenol định lượng 

STT Hợp chất LOD (µg/ml) aLOQ (µg/ml) 

1 A. chlorogenic 0,125 0,417 

2 Cynarin 0,125 0,417 

3 Scolymosid 0,062 0,206 

4 Cynarosid 0,031 0,103 

aGiá trị LOQ được suy ra từ LOD 

e. Độ tinh khiết của chất đối chiếu 

Bảng PL-24. Độ tinh khiết của các chất đối chiếu dùng trong định lượng 4 polyphenol 

Hợp chất A. chlorogenica Cynarina Scolymosidb Cynarosida 

Độ tinh khiết (%) 92,39 94,26 99,42 91,53 

                  aĐã được thiết lập CĐC ở Mục 3.2.1; bĐộ tinh khiết sắc ký (HPLC-PDA) 

Hợp chất scolymosid được khảo sát độ tinh khiết trên HPLC. Mẫu chuẩn được pha ở 

nồng độ 1000 ppm, tiến hành phân tích ở điều kiện HPLC của quy trình định lượng 3 

polyphenol đã khảo sát. Hàm lượng % của pic scolymosid được tính bằng cách qui về 

phần trăm trên tổng diện tích pic trên SKĐ. 
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f. Độ chính xác 

  

Độ lặp lại trong ngày Độ lặp lại liên ngày 

 

 
 

Nhận xét: Quy trình định lượng có độ lặp lại trong ngày của 4 polyphenol định lượng có RSD 

là 1,44 - 1,88 % và độ lặp lại liên ngày từ 1,73 - 2,26 %.  

g. Khảo sát độ đúng: 

325 nm 349 nm 
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Chất 

Chuẩn 

thêm vào 

(%) 

Lượng 

sẵn có 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Diện tích 

pic 

(µV× s) 

KL đo 

được 

(mg) 

KL tìm 

thấy  

(mg) 

Tỷ lệ 

phục hồi 

(%) 

Kết quả 

A
ci

d
 c

h
lo

ro
g
en

ic
 80 % 

0,870 0,696 4957801 1,551 0,681 97,83 TB: 95,80 

0,869 0,695 4888364 1,529 0,660 94,98 SD: 1,77 

0,869 0,695 4879824 1,526 0,657 94,59 RSD: 1,85 

100 % 

0,870 0,869 5427340 1,697 0,827 95,19 TB: 96,17 

0,869 0,870 5497134 1,719 0,850 97,70 SD: 1,34 

0,870 0,869 5439361 1,701 0,831 95,64 RSD: 1,39 

120 % 

0,869 1,043 5955680 1,863 0,994 95,27 TB: 98,02 

0,870 1,044 6123636 1,915 1,045 100,14 SD: 2,50 

0,869 1,043 6070680 1,899 1,029 98,66 RSD: 2,55 

C
y

n
a

ri
n

 

80 % 

0,4771 0,382 2393716 0,843 0,366 95,86 TB: 93,02 

0,4766 0,381 2353202 0,829 0,352 92,38 SD: 2,58 

0,4766 0,381 2336369 0,823 0,346 90,83 RSD: 2,77 

100 % 

0,4772 0,477 2641789 0,930 0,453 95,04 TB: 97,60 

0,4769 0,477 2692623 0,948 0,471 98,79 SD: 2,23 

0,4772 0,477 2694942 0,949 0,472 98,98 RSD: 2,28 

120 % 

0,4768 0,572 2997874 1,056 0,579 101,22 TB: 102,00 

0,4772 0,573 3026571 1,066 0,589 102,82 SD: 0,80 

0,4769 0,572 3010823 1,060 0,583 101,96 RSD: 0,78 

S
co

ly
m

o
si

d
 

80 % 

0,5438 0,435 2063633 0,996 0,452 103,92 TB: 103,97 

0,5431 0,434 2036592 0,983 0,440 101,19 SD: 2,81 

0,5431 0,434 2087252 1,007 0,464 106,81 RSD: 2,71 

100 % 

0,5439 0,543 2305785 1,113 0,569 104,67 TB: 102,76 

0,5434 0,544 2284131 1,102 0,559 102,74 SD: 1,89 

0,5439 0,543 2262914 1,092 0,548 100,88 RSD: 1,84 

120 % 

0,5433 0,652 2524989 1,218 0,675 103,55 TB: 104,50 

0,5438 0,653 2543744 1,227 0,684 104,76 SD: 0,86 

0,5435 0,652 2548158 1,230 0,686 105,20 RSD: 0,82 

C
y

n
a
ro

si
d

 

80 % 

0,3230 0,258 1559890 0,591 0,268 103,66 TB: 103,37 

0,3226 0,258 1581199 0,599 0,276 107,06 SD: 3,85 

0,3226 0,258 1528881 0,579 0,256 99,38 RSD: 3,72 

100 % 

0,3230 0,323 1672297 0,633 0,310 96,15 TB: 93,94 

0,3228 0,323 1637454 0,620 0,297 92,07 SD: 2,06 

0,3230 0,323 1650497 0,625 0,302 93,61 RSD: 2,19 

120 % 

0,3227 0,387 1868212 0,708 0,385 99,38 TB: 97,88 

0,3230 0,388 1861536 0,705 0,382 98,57 SD: 1,95 

0,3228 0,387 1830853 0,693 0,371 95,68 RSD: 1,99 

Nhận xét: Quy trình định lượng có độ phục hồi của 4 hợp chất polyphenol như sau: 

- Acid chlorogenic: 95,8 - 98,0 % (RSD = 1,39 - 2,55 %) 

- Cynarin: 93,0 - 103,0 % (RSD = 0,78 - 2,77 %) 

- Scolymosid: 102,7 - 104,5 % (RSD = 0,82 - 2,71 %) 

- Cynarosid: 93,9 - 103,4 % (RSD = 1,99 - 3,72 %) 
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ĐỘ ĐÚNG CỦA QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 4 POLYPHENOL 

Tỉ lệ thêm vào 80 % 

325 nm 
 

 

349 nm 
 

 

Tỉ lệ thêm vào 100 % 

325 nm 
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349 nm 
 

 

Tỉ lệ thêm vào 120 % 

325 nm 
 

 

349 nm 
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Phụ lục 50. XÂY DỰNG QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 12 POLYPHENOL 

Định lượng 12 polyphenol trong cao khô Actisô  

 Cách tiến hành: 

A. Chuẩn bị mẫu: 

Dung dịch chuẩn: Hòa tan các chuẩn acid 1-caffeoylquinic (1-CQA), 3-CQA, acid caffeic (CF), 

acid chlorogenic (AC), 4-CQA, cynarin (CY), cynarosid (CR), scolymosid (SCO), acid 3,4-

dicaffeoylquinic (3,4-diCQA); 3,5-diCQA, 1,5-diCQA và 4,5-diCQA trong methanol 40 % (TT) để 

thu được 12 dung dịch chuẩn gốc có nồng độ chính xác khoảng 1,0 mg/ml. Từ các dung dịch này, pha 

dãy hỗn hợp chuẩn có nồng độ 5, 10, 20, 50, 100, 200 µg/ml. 

Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 20 mg cao chế phẩm cho vào ống ly tâm eppendorf (1,5 ml), 

thêm 1 ml methanol 40 % (TT), trộn đều, siêu âm 10 phút ở nhiệt độ 40 oC, ly tâm ở tốc độ 12.000 

vòng/phút trong 2 phút, hút và chuyển dịch chiết vào bình định mức 5 ml. Phần cắn còn lại được chiết 

tiếp lần 2 với 1 ml methanol 40 % (TT) tương tự như trên. Gộp chung dịch chiết của 2 lần chiết vào bình 

định mức 5 ml và điều chỉnh methanol 40 % (TT) vừa đủ đến vạch, lắc đều, lọc qua màng lọc 0,45 µm. 

  B. Điều kiện sắc ký: 

Pha động: Acetonitril (ACN) - acid trifluoroacetic 

(TFA) 0,1 % 

Cột ThermoFisher C18 (10 cm × 2,1 mm; 2,6 µm)  

Detector PDA: 325 nm (mono-CQA và di-CQA); 

349 nm (SCO, CR) 

Tốc độ dòng: 0,8 ml/phút 

Thể tích tiêm: 5 µl 

Nhiệt độ cột: 35 oC 

Chương trình dung môi:  

Thời gian 

(phút) 

Acetonitril 

(% tt/tt) 

Acid formic 0,1 % 

(% tt/tt) 

0 0 100 

20 3 97 

22 3 97 

25 10 90 

27 10 90 

29,5 12 88 

32 12 88 

34 15 85 

38 15 85 

39 90 10 

42 90 10 

43 0 100 
 

Kiểm tra tính phù hợp hệ thống: Tiến hành sắc ký 6 lần đối với dung dịch chuẩn và thử. Độ lệch 

chuẩn tương đối (RSD %) của diện tích pic và thời gian lưu của 12 pic định lượng không lớn hơn 2,0 

%. Độ phân giải giữa 12 pic định lượng với pic gần nhất trên SKĐ dung dịch thử không được nhỏ hơn 1,5.  

Tiến hành sắc ký với dung dịch chuẩn đã pha ở trên. Vẽ đường chuẩn biểu diễn sự liên quan giữa 

diện tích của 12 pic định lượng và nồng độ các dung dịch tương ứng. 

Tiến hành sắc ký dung dịch thử. Xác định các pic định lượng trên sắc ký đồ của dung dịch thử bằng 

cách so sánh thời gian lưu với pic của 12 chất định lượng trên sắc ký đồ của dung dịch chuẩn. Thời gian 

lưu của 12 pic định lượng trong dung dịch chuẩn và thử khác nhau không được lớn hơn 5 %.  

C. Tính kết quả: 

Tính hàm lượng của 12 hợp chất định lượng trong mẫu thử dựa vào diện tích pic của các hợp chất 

này trên sắc ký đồ của dung dịch thử, đường chuẩn đã lập của các chuẩn tương ứng của chúng. Hàm 

lượng của 12 chất định lượng được tính theo công thức dưới đây. Các pic định lượng nếu không có 

chuẩn thì hàm lượng có thể được tính dựa vào đường tuyến tính của các đồng phân tương ứng (các mono-

CQA được tính hàm lượng theo chuẩn AC, các di-CQA có thể được tính hàm lượng theo chuẩn CY).  

 

Trong đó: 

X :  Hàm lượng của chất định lượng có trong mẫu thử (%) 

St:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu thử (μV × s) 

a:   Hệ số của phương trình hồi qui đường tuyến tính của chuẩn 

k:  Độ pha loãng của mẫu đo (ml) 

m:  Khối lượng mẫu thử (cao chiết/ chế phẩm) (mg) 

h : Độ ẩm của mẫu thử 

p : Độ tinh khiết của chất chuẩn hoặc CĐC (%) 

 

𝑋 =
𝑆𝑡

𝑎
  × 

𝑘

𝑚(1  − ℎ)
  ×  𝑝  ×  100 
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KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 12 POLYPHENOL 

a. Tính tương thích hệ thống 

 

Hình PL-123. SKĐ khảo sát tính tương thích hệ thống của mẫu thử (6 lần tiêm) 

Ghi chú: CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffeic); AC (acid chlorogenic); 

CY (cynarin); CR (cynarosid); SCO (scolymosid). 

Bảng PL-25. Kết quả khảo sát tính tương thích hệ thống của mẫu thử 

 

Bảng PL-26. Các thông số sắc ký của 12 pic định lượng trong mẫu thử 

 

Nhận xét: Diện tích đỉnh của các pic định lượng trong mẫu thử đều có RSD < 1,0 % (Bảng 

PL-25). Tất cả 12 pic định lượng đều đạt độ tinh khiết pic với giá trị purity angle (PA) < purity 
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threshold (PT); độ phân giải (Rs) của các pic từ 3,26 – 37,11; hệ số kéo đuôi từ 1,00 – 1,39 và 

số đĩa lý thuyết (N) từ 5142 – 1211920 (xem Bảng PL-26).  

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính tương thích hệ thống. 

d. Khảo sát tính chọn lọc 

  

Hình PL-124. Sắc ký đồ khảo sát tính chọn lọc 

   

   

   

   

   

   

Chuẩn Thử 

349 nm 
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Hình PL-125. Phổ UV khảo sát tính chọn lọc của các chất trong mẫu thử  

 
Hình PL-126. Kết quả khảo sát tính chọn lọc của quy trình định lượng 12 polyphenol 

Nhận xét:  

− Thời gian lưu của 12 pic cần định lượng trong mẫu thử tương đương thời gian lưu của 

mẫu đối chiếu, đồng thời mẫu trắng không có đỉnh trùng với đỉnh của thành phần cần 

định lượng (xem Hình PL-125) 

− Phổ UV của 12 pic định lượng trong mẫu chuẩn, mẫu thử và thử thêm chuẩn tương 

đương nhau (Hình PL-126). 

− Khi thêm 1 lượng chất đối chiếu vào mẫu thử, diện tích đỉnh của hợp chất cần định 

lượng tăng lên so với trước khi thêm chất đối chiếu và pic của chất cần định lượng phải 

đạt độ tinh khiết pic (Hình PL-125 và Hình PL-126). 

Kết luận: Quy trình định lượng đạt tính chọn lọc. 
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c. Khảo sát khoảng tuyến tính 

 

 

 
 

Hình PL-127.  Đường tuyến tính của 8 chất đối chiếu dùng để định lượng 12 polyphenol 

Nhận xét: Từ kết quả khảo sát khoảng tuyến tính của 8 polyphenol định lượng được trình bày 

Hình PL-127 và  Bảng PL-27 có thể thấy 4 chất đối chiếu AC, CY, SCO và CR có tính tuyến 

tính trong khoảng nồng độ từ 5,0 – 300 ppm. 
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 Bảng PL-27. Tổng hợp kết quả khảo sát đường tuyến tính và phân tích phương trình hồi quy của các chất 

Nồng độ (ppm) 1-CQA CF AC CY CR SCO 1,5-diCQA 4,5-diCQA 

500 6699111 12700380 8802131 8806573 8221800 6040206 11017581 10465954 

250 3385042 6513343 4415501 4361589 4107491 3106078 5602279 5169866 

100 1327605 2520057 1704258 1621414 1560130 1192687 2216377 2013027 

50 660582 1253567 846975 810515 768154 588967 1103964 1006807 

25 325561 614745 416129 400720 382011 293511 540297 490165 

12.5 162112 300915 202775 197912 182038 141492 267025 240012 

5 64560 116137 75915 76533 70904 57275 97565 87519 

1 12425 20361 8362 14301 13634 8751 17902 14598 

Phương trình tương 

quan hồi quy 

y = 13433x -

4577,8 

y = 25533x -

6417,8 

y = 17659x -

23612 

y = 17657x -

46270 

y = 16497x-

32379 

y = 12151x -

4462 

y = 22109x + 

446,72 

y = 20950x -

34776 

R2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9998 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999 

F0.05 5,9874 

F 170236,0418 35470,7875 156013,5530 27611,3974 63542,2374 27779,7164 84439,4371 106832,2827 

F > F0.05: phương trình 

tương thích 
Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích Tương thích 

t0.05 2.4469 

Giá trị t của hệ số a 412,5967 188,3369 394,9855 166,1668 252,0759 166,6725 290,5846 326,8521 

ta > t0.05: a có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa Có ý nghĩa 

Giá trị t của hệ số b -0,6968 -0,2346 -2,6172 -2,1577 -2,4516 -0,3033 0,0291 -2,6886 

tb < t0.05: b không có ý 

nghĩa 
Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa Không ý nghĩa 

Kết luận phương trình 

tuyến tính 
y = 13433x y = 25533x y = 17659x y = 17657x y = 16497x y = 12151x y = 22109x y = 20950x 
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d. Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) 

   

   

 

Hình PL-128. Sắc ký đồ của các chất tại LOD và LOQ 

Bảng PL-28. Nồng độ của LOD và LOQ của các chất 

STT Hợp chất LOD (µg/ml) LOQ (µg/ml) 

1 1-O-caffeoylquinic 0,125 0,4125 

2 Acid caffeic 0,125 0,4125 

3 Acid chlorogenic 0,125 0,4125 

4 Cynarin 0,05 0,165 

5 Cynarosid 0,0625 0,2063 

6 Scolymosid 0,0625 0,2063 

7 1,5-dicaffeoylquinic 0,0625 0,2063 

8 4,5-dicaffeoylquinic 0,0625 0,2063 

         a Giá trị LOQ được suy ra từ LOD 

e. Độ tinh khiết của chất đối chiếu 

Bảng PL-29. Kết quả độ tinh khiết trên UPLC-PDA của các chất đối chiếu 

Chất b1-CQA bCF aAC aCY aCR bSCO 
b1,5-

diCQA 

b4,5-

diCQA 

Độ tinh khiết 

(%) 
99,44 99,21 98,52 93,77 99,35 97,43 96,27 93,48 

                  aĐã được thiết lập CĐC ở Mục 3.2.1; bĐộ tinh khiết sắc ký (HPLC-PDA) 

LOQ 

LOD 
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Acid 1-caffeoylquinic 

  

 

Acid caffeic 

   

 

Scolymosid 
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Acid 1,5-dicaffeoylquinic 

  

 

Acid 4,5-dicaffeoylquinic 

  

 

Hình PL-129. Kết quả khảo sát độ tinh khiết của các chất đối chiếu 

e. Khảo sát độ lặp lại 

  
Hình PL-130. Sắc ký đồ khảo sát độ lặp lại 

Ghi chú: CQA (caffeoylquinic acid); CF (acid caffei); AC (acid chlorogenic); 

CY (cynarin); SCO (scolymosid); CR (cynarosid) 
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❖ Độ lặp lại trong ngày: 

 
Nhận xét: RSD của diện tích pic của 12 pic định lượng đạt từ 0,62 – 0,96 % 

❖ Độ chính xác trung gian: 

 
Hình PL-131. RSD% của các chất trong khảo sát độ lặp lại 

Nhận xét: RSD của diện tích pic của 12 pic định lượng đạt từ 0,91 – 2,01 % 
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Bảng PL-30. Kết quả khảo sát độ lặp lại và hàm lượng của 12 hợp chất polyphenol trong cao khô Actisô 

Mẫu 
KL cân 

(mg) 
1-CQA 3-CQA  CF AC 4-CQA  CY CR SCO 

3,4-

diCQA 

3,5-

diCQA 

1,5-

diCQA 

4,5-

diCQA 

Diện tích pic (µV.s) 

1 20,01 45192 1236229 123123 1621101 1311930 754546 269651 397532 494181 238319 128038 584716 

2 20,01 45125 1244384 125224 1644219 1325005 758917 267712 398115 497147 238773 128106 592771 

3 20,02 45934 1256788 125668 1648129 1326788 761362 271580 401193 494111 239949 128226 595631 

4 20,08 45349 1248936 123693 1635204 1322155 757790 267577 396529 499659 238745 127602 589673 

5 20,05 45369 1234827 125545 1625124 1315253 750959 265062 391608 492714 236419 125923 587071 

6 20,00 45046 1231393 124782 1606110 1306067 745904 262922 389683 491233 235366 125698 582784 

TB 45336 1242093 124673 1629981 1317866 754913 267417 395777 494841 237929 127266 588774 

SD 318,82 9692,16 1042,00 15694,71 8127,03 5706,66 3104,35 4311,90 3067,28 1700,58 1148,77 4879,56 

RSD % 0,71 0,78 0,84 0,96 0,62 0,76 0,96 1,63 0,62 0,71 0,90 0,83 

Hàm lượng (%) 

1 20,01 0,088 1,819 0,126 2,386 1,931 1,057 0,428 0,841 0,692 0,334 0,143 0,685 

2 20,01 0,088 1,831 0,128 2,420 1,950 1,063 0,425 0,842 0,696 0,335 0,143 0,695 

3 20,02 0,090 1,849 0,129 2,424 1,952 1,066 0,431 0,848 0,692 0,336 0,143 0,698 

4 20,08 0,088 1,832 0,126 2,398 1,939 1,058 0,424 0,836 0,698 0,333 0,142 0,689 

5 20,05 0,088 1,814 0,128 2,387 1,932 1,050 0,420 0,827 0,689 0,331 0,140 0,687 

6 20,00 0,088 1,813 0,128 2,365 1,923 1,046 0,418 0,825 0,689 0,330 0,140 0,683 

TB 0,088 1,826 0,127 2,397 1,938 1,057 0,424 0,837 0,693 0,333 0,142 0,689 

SD 0,001 0,014 0,001 0,022 0,011 0,008 0,005 0,009 0,004 0,002 0,001 0,006 

RSD% 0,92 0,755 0,960 0,934 0,589 0,717 1,140 1,076 0,530 0,695 1,038 0,849 

Phân tích kết quả 

P = 0,95; t = 2,57 

Giá trị e là: 
0,002 0,035 0,003 0,058 0,029 0,019 0,012 0,023 0,009 0,006 0,004 0,015 

Hàm lượng (mg/g) 

TB ± SD 

0,88 ±  

0,01 

18,26± 

0,14 

1,27 ± 

0,01 

23,97 ± 

0,22 

19,38 ± 

0,11 

10,57± 

0,08  

4,24± 

0,05  

8,37 ± 

0,09 

6,93 ± 

0,04 

3,33± 

0,02 

1,42 ± 

0,01 

6,89 ± 

0,06 

Ghi chú: Giá trị hàm lượng của 3- và 4-CQA được tính theo AC (5-CQA); giá trị hàm lượng của 3,4- và 3,5-diCQA được tính theo CY (1,5-diCQA) 

Nhận xét: Độ lặp lại của quy trình định lượng có giá trị RSD % từ 0,54 - 1,17%. 
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g. Khảo sát độ đúng  

Bảng PL-31. Độ đúng của quy trình định lượng 12 polyphenol trong cao khô Actisô 

Chất 
Chuẩn 

thêm vào 

Lượng 

sẵn có 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Diện tích 

pic (µV*s) 

Lượng 

đo được 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Tỷ lệ 

phục hồi 

(%) 

Kết quả 

A
ci

d
 1

-c
a

ff
eo

y
lq

u
in

ic
 

80% 

0,0177 0,014 82261 0,030 0,0127 89,54 TB: 90,02 

0,0178 0,014 82542 0,031 0,0128 90,06 SD: 0,45 

0,0177 0,014 82529 0,031 0,0128 90,46 RSD%: 0,51 

100% 

0,0178 0,018 94084 0,035 0,0170 95,81 TB: 95,22 

0,0178 0,018 93331 0,035 0,0168 94,54 SD: 0,64 

0,0177 0,018 93663 0,035 0,0169 95,33 RSD%: 0,67 

120% 

0,0177 0,021 103936 0,038 0,0207 97,47 TB: 100,41 

0,0177 0,021 106479 0,039 0,0217 101,80 SD: 2,54 

0,0178 0,021 106723 0,040 0,0217 101,95 RSD%: 2,53 

A
ci

d
 c

a
ff

ei
c
 

80% 

0,0252 0,020 236970 0,046 0,0209 103,53 TB: 103,07 

0,0252 0,020 235717 0,046 0,0206 102,32 SD: 0,65 

0,0252 0,020 236796 0,046 0,0208 103,36 RSD%: 0,63 

100% 

0,0252 0,025 266179 0,052 0,0265 105,36 TB: 106,34 

0,0252 0,025 269344 0,052 0,0271 107,59 SD: 0,46 

0,0252 0,025 266856 0,052 0,0267 106,09 RSD%: 0,43 

120% 

0,0252 0,030 296315 0,058 0,0324 107,17 TB: 106,11 

0,0252 0,030 293359 0,057 0,0318 105,27 SD: 0,97 

0,0251 0,030 293854 0,057 0,0319 105,88 RSD%: 0,91 

A
ci

d
 c

h
lo

ro
g

en
ic

 80% 

0,4776 0,382 3002851 0,838 0,3600 94,22 TB: 94,75 

0,4776 0,382 3009425 0,839 0,3619 94,70 SD: 0,56 

0,4776 0,382 3018121 0,842 0,3643 95,34 RSD%: 0,59 

100% 

0,4776 0,478 3298584 0,920 0,4425 92,65 TB: 91,94 

0,4781 0,478 3274517 0,913 0,4353 91,05 SD: 0,81 

0,4772 0,477 3286322 0,917 0,4396 92,12 RSD%: 0,88 

120% 

0,4776 0,573 3652740 1,019 0,5413 94,44 TB: 93,49 

0,4776 0,573 3605469 1,006 0,5281 92,14 SD: 1,20 

0,4769 0,572 3635843 1,014 0,5373 93,89 RSD%: 1,28 

C
y

n
a

ri
n

 

80% 

0,2105 0,168 1390848 0,369 0,1588 94,27 TB: 95,61 

0,2105 0,168 1403540 0,373 0,1621 96,27 SD: 0,16 

0,2105 0,168 1403627 0,373 0,1622 96,29 RSD%: 1,21 

100% 

0,2105 0,211 1559521 0,414 0,2036 96,69 TB: 96,12 

0,2107 0,211 1561653 0,415 0,2039 96,76 SD: 1,06 

0,2103 0,210 1543785 0,410 0,1996 94,90 RSD%: 1,10 

120% 

0,2105 0,253 1701061 0,452 0,2412 95,45 TB: 95,66 

0,2105 0,253 1707169 0,453 0,2428 96,09 SD: 0,37 

0,2102 0,252 1698402 0,451 0,2408 95,44 RSD%: 0,39 

C
y

n
a

ro
si

d
 

80% 

0,0850 0,068 493863 0,149 0,0637 107,05 TB: 91,40 

0,0850 0,068 489314 0,147 0,0624 91,74 SD: 2,54 

0,0850 0,068 482461 0,145 0,0603 88,71 RSD%: 2,78 

100% 

0,0850 0,085 543790 0,164 0,0788 92,70 TB: 94,40 

0,0851 0,085 554114 0,167 0,0818 96,16 SD: 1,73 

0,0849 0,085 547902 0,165 0,0801 94,35 RSD%: 1,83 

120% 

0,0850 0,102 599388 0,180 0,0955 93,67 TB: 95,09 

0,0850 0,102 610421 0,184 0,0988 96,93 SD: 1,66 

0,0848 0,102 601940 0,181 0,0964 94,69 RSD%: 1,75 



PL.122 

 

 

Chất 
Chuẩn 

thêm vào 

Lượng 

sẵn có 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Diện tích 

pic (µV*s) 

Lượng 

đo được 

(mg) 

Lượng 

thêm vào 

(mg) 

Tỷ lệ 

phục hồi 

(%) 

Kết quả 

S
co

ly
m

o
si

d
 

80% 

0,1641 0,131 744482 0,299 0,1344 102,34 TB: 102,81 

0,1641 0,131 747901 0,300 0,1357 103,39 SD: 0,53 

0,1641 0,131 745699 0,299 0,1349 102,71 RSD%: 0,51 

100% 

0,1641 0,164 838422 0,336 0,1720 104,82 TB: 103,57 

0,1643 0,164 825868 0,331 0,1668 101,56 SD: 1,76 

0,1640 0,164 835597 0,335 0,1711 104,34 RSD%: 1,70 

120% 

0,1641 0,197 933947 0,374 0,2103 106,80 TB: 105,07 

0,1641 0,197 916378 0,367 0,2033 103,22 SD: 1,79 

0,1639 0,197 924609 0,371 0,2068 105,18 RSD%: 1,70 

1
,5

-d
iC

Q
A

 

80% 

0,0285 0,023 236575 0,050 0,0214 93,82 TB: 94,88 

0,0285 0,023 238978 0,050 0,0219 96,05 SD: 1,11 

0,0285 0,023 237591 0,050 0,0216 94,76 RSD%: 1,17 

100% 

0,0285 0,029 268310 0,057 0,0281 98,54 TB: 97,90 

0,0286 0,029 266787 0,056 0,0278 97,22 SD: 0,66 

0,0285 0,029 267241 0,056 0,0279 97,95 RSD%: 0,68 

120% 

0,0285 0,034 297921 0,063 0,0344 100,38 TB: 101,07 

0,0285 0,034 299799 0,063 0,0348 101,54 SD: 0,61 

0,0285 0,034 298949 0,063 0,0346 101,29 RSD%: 0,60 

4
,5

-d
iC

Q
A

 

80% 

0,1366 0,109 1062099 0,236 0,0993 90,81 TB: 91,74 

0,1366 0,109 1061505 0,236 0,0991 90,69 SD: 1,71 

0,1366 0,109 1076406 0,239 0,1024 93,71 RSD%: 1,87 

100% 

0,1366 0,137 1192277 0,265 0,1282 93,81 TB: 95,26 

0,1368 0,137 1206039 0,268 0,1311 95,85 SD: 1,26 

0,1365 0,136 1205323 0,268 0,1312 96,12 RSD%: 1,33 

120% 

0,1366 0,164 1293225 0,287 0,1506 91,85 TB: 92,59 

0,1366 0,164 1300013 0,289 0,1521 92,77 SD: 0,67 

0,1364 0,164 1301015 0,289 0,1525 93,17 RSD%: 0,73 

Nhận xét: Quy trình định lượng có độ phục hồi của 8 hợp chất polyphenol như sau 

- Acid 1-caffeoylquinic: 90,0 - 100,4% (RSD = 0,5 - 2,5 %) 

- Acid caffeic: 103,1 - 106,3 % (RSD = 0,4 - 0,9 %) 

- Acid chlorogenic: 91,9 - 94,7 % (RSD = 0,6 - 1,3 %) 

- Cynarin: 95,6 - 96,1 % (RSD = 0,4 - 1,2 %) 

- Cynarosid: 91,4 - 95,1 % (RSD = 1,7 - 2,8 %) 

- Scolymosid:102,8 - 105,1 % (RSD = 0,5 - 1,7 %) 

- Acid 1,5-dicaffeoylquinic: 94,9 - 101,1 % (RSD = 0,6 - 1,2 %) 

- Acid 4,5-di-caffeoylquinic: 91,7 - 95,3 % (RSD = 0,7 - 1,9 %) 
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ĐỘ ĐÚNG CỦA QUY TRÌNH ĐỊNH LƯỢNG 12 POLYPHENOL 

Tỉ lệ thêm vào 80 % 

325 nm 

 

 

 

 

 

 

349 nm 
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Tỉ lệ thêm vào 100 % 

325 nm 

 

 

 

 

 

 

349 nm 
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Tỉ lệ thêm vào 120 % 

325 nm 

 

 

 

 

 

 

349 nm  
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Phụ lục 51. NGUYÊN LIỆU DÙNG TRONG NGHIÊN CỨU ĐỘNG THÁI 

TÍCH LŨY 

Nguyên liệu (Các bộ phận dùng của cây Actisô) 

 
 

Lá tươi Phiến lá khô 

 

 

Giống xanh (AX) 

 

Giống tím (AT) 

Thân và rễ Hoa 
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Phụ lục 52. ĐỊNH LƯỢNG CÁC CHẾ PHẨM TRÀ TÚI LỌC ACTISÔ 

Thông tin các chế phẩm trong nước 

Bảng PL-32. Một số chế phẩm trà túi lọc trên thị trường Việt Nam 

STT 
Chế 

phẩm 

Kí 

hiệu 
Độ ẩm Thành phẩn 

1 HP Tr1 12,16 Lá Actisô  

2 HD Tr2 8,57 70 % Actisô, 30 % Sâm 

3 DG Tr3 5,26 Actisô, Cỏ ngọt 5 % 

4 VT Tr4 7,06 Actisô (40 % rễ, 40 % thân, 10 % hoa), Cam thảo 

5 LDX Tr5 6,52 Lá Actisô  

6 LDD Tr6 7,54 Cao Actisô, Lá Actisô, Thảo quyết minh 

7 TC Tr7 7,09 Hoa Actisô 

8 TA Tr8 7,69 60 % Hoa, 20 % thân, 20 % rễ Actisô 

9 BC Tr9 6,93 Rễ, thân Actisô 

10 TB Tr10 6,18 Actisô (Thân, lá 50 %, rễ 35 %, hoa 7 %), Cỏ ngọt 8 % 

Bảng PL-33. Một số chế phẩm từ Actisô trên thị trường 

STT 
Chế 

phẩm 
Kí hiệu Độ ẩm 

Dạng bào chế 

Quy cách đóng gói 
Thành phần 

Năm 

sx 

1 JF N.CP1 5,15 
Viên nang cứng 

180 viên/chai 
500 mg cao Actisô, tá dược 2019 

2 SL N.CP2 5,16 
Viên nang cứng 

180 viên/chai 
600 mg cao Actisô, tá dược 2018 

3 RP N.CP3 5,65 
Viên bao đường 245 mg 

30 viên x 2 vỉ 
200 mg cao Actisô, tá dược 2017 

4 COV N.CP4 5,62 
Viên bao đường 245 mg 

30 viên x 2 vỉ 
200 mg cao chiết Actisô, tá dược 2019 

5 HD N.CP5 6,45 Nang cứng 350 mg cao Actisô 2020 

6 LW N.CP6 3,28 Nang cứng 700 mg cao Actisô 2021 

7 BT N.CP7 2,45 Nang cứng 550 mg cao Actisô 2020 

8 HB N.CP8 5,36 Nang cứng 400 mg cao Actisô 2019 

9 CI V.CP9 3,08 
Viên bao 245 mg 

Lọ 60 viên 

Cao khô Actisô 100 mg 

Cao khô Chi tử 100 mg 

Cao khô Mã đề 100 mg 

2019 

10 HG V.CP10 5,96 
Ống uống 

10 ống x 10 ml 

Cao khô Actisô 280mg 

Tá dược vừa đủ 10 ml 
2020 

11 ND V.CP11 2,06 
Ống uống 

10 ống x 10 ml 
100% cao lỏng Actisô 2020 

12 TU V.CP12 2,68 
Ống uống 

10 ống x 10 ml 

Cao đặc Lá Atisô 900 mg 

Nước vừa đủ 10 ml 
2020 

13 LDO V.CP13 2,78 
Ống uống 

10 ống x 10 ml 

Cao đặc thân, rễ Actisô 300 mg 

Cao đặc Lá Actisô 200 mg 

Phụ liệu (Cỏ ngọt, nước) vđ 10 ml 

2019 

14 LDU V.CP14  
Ống uống 

10 ống x 10 ml 

Cao đặc Actisô 0,2 g 

Tá dược vừa đủ 10 ml 
2020 

15 LDD V.CP15 11,29 Cao đặc. Gói 100 g Cao đặc 100% 2019 

16 TPM V.CP16 11,59 Cao mềm. Lọ 130 g 
Lá tươi Actisô 23,34g 

Cỏ ngọt 0,20g. Phụ liệu 
2020 

17 L1 NC.CP17 8,42 

Viên bao phim 375 mg 
Cao khô Actisô 200mg 

Tá dược vừa đủ 1 viên 

2016 

18 L2 NC.CP18 8,47 2016 

19 L3 NC.CP19 8,04 2016 
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Phụ lục 53. THÔNG TIN CHẾ PHẨM NƯỚC NGOÀI CHỨA CAO ACTISÔ 

Thông tin các chế phẩm nước ngoài 

  

 

 

Ký hiệu: N.CP1 

NSX: Mỹ 

Quy cách: Viên nang cứng 

Thành phần: 500 mg cao 

Actisô 

Hàm lượng: 5 % CQA toàn 

phần 

Liều dùng: 1 viên/ngày 

Ký hiệu: N.CP2 

NSX: Mỹ 

Quy cách: Viên nang cứng 

Thành phần: 600 mg cao Actisô 

Hàm lượng: 5 % CQA toàn 

phần 

Liều dùng: 2 viên/ngày 

Ký hiệu: N.CP3 và N.CP4 

NSX: Pháp (mua tại Pháp-CP3; mua 

tại Việt Nam-CP4) 

Quy cách: Viên bao đường 

Thành phần: 200 mg cao Actisô 

Liều dùng: 3 - 6 viên/ngày 

   

 
 

 

Ký hiệu: N.CP5 

NSX: Đức 

Quy cách: Viên nang cứng 

Thành phần: 350 mg cao 

Actisô 

Hàm lượng: 2,5 % cynarin 

Liều dùng: 3 viên/ngày 

Ký hiệu: N.CP6 

NSX: Đức 

Quy cách: Viên nang cứng 

Thành phần: 700 mg cao Actisô 

Hàm lượng: 2,5 % cynarin 

Liều dùng: 2 viên/ngày 

Ký hiệu: N.CP7 

NSX: Đức 

Quy cách: Viên nang cứng 

Thành phần: 350 mg cao Actisô 

Hàm lượng: 2,5 % cynarin 

Liều dùng: 3 viên/ngày 
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Phụ lục 54. SKĐ ĐỊNH LƯỢNG CHẾ PHẨM CHỨA CAO CHIẾT ACTISÔ 

✓ Các chế phẩm nước ngoài (N.CP1 – N.CP8) 

 

✓ Các chế phẩm trong nước (V.CP9 – 14) và 2 chế phẩm nghiên cứu 
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Phụ lục 55. ĐỊNH LƯỢNG POLYPHENOL TRONG CHẾ PHẨM CHỨA 

CAO ACTISÔ 

Tỉ lệ % của acid chlorogenic (AC) trong các nguyên liệu của chế phẩm: 

 

Tỉ lệ % của cynarin (CY) trong các nguyên liệu của chế phẩm: 

 

Tỉ lệ % của polyphenol trong các nguyên liệu của chế phẩm: 

 

N.CP1 N.CP2 N.CP3 N.CP4 V.CP9 V.CP10 V.CP11 V.CP12 V.CP13 V.CP14 V.CP15
NC.CP1

6
NC.CP1

7

1-CQA 9.8 17.2 13.4 7.4 3.3 6.6 7.4 0.0 5.0 1.6 2.5 5.0 10.1

3-CQA 22.6 32.5 26.6 28.4 19.2 27.2 25.0 33.3 20.7 20.3 18.1 26.7 25.9

AC 38.7 30.5 34.5 38.3 54.3 39.5 34.1 37.9 47.5 49.8 54.7 34.7 36.9

4-CQA 29.0 19.8 25.6 25.8 23.2 26.7 33.5 28.8 26.8 28.2 24.7 33.6 27.1
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N.CP1 N.CP2 N.CP3 N.CP4 V.CP9 V.CP10 V.CP11 V.CP12 V.CP13 V.CP14 V.CP15
NC.CP1

6
NC.CP1

7

CY 57.3 52.6 62.6 64.5 27.6 87.0 77.0 64.9 58.4 42.0 33.0 67.4 76.6

3,4-diCQA 5.5 16.9 6.1 3.5 34.6 4.4 9.6 11.8 11.0 16.6 16.6 10.4 0.5

3,5-diCQA 2.4 5.9 4.0 2.2 8.5 4.0 3.1 8.6 7.0 9.7 9.2 5.2 0.0

1,5-diCQA 12.4 13.7 12.2 19.3 10.8 0.8 0.9 5.5 10.5 12.8 19.4 6.2 15.8

4,5-diCQA 22.4 10.9 15.1 10.5 18.5 3.8 9.3 9.2 13.2 18.9 21.8 10.8 7.0
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N.CP1 N.CP2 N.CP3 N.CP4 V.CP9 V.CP10 V.CP11 V.CP12 V.CP13 V.CP14 V.CP15
NC.CP1

6
NC.CP1

7

mono-CQA 58.5 15.4 52.9 50.7 53.8 70.4 63.3 68.9 52.5 68.7 68.4 55.9 57.4

di-CQA 24.3 12.4 28.6 11.6 31.7 18.0 22.1 12.2 14.8 21.1 21.6 21.6 30.9

Flavonoid 17.2 71.6 18.4 37.6 13.7 11.5 14.6 18.9 32.7 10.2 9.8 21.7 11.7
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Phụ lục 56. THÔNG TIN CÁC CAO CHIẾT THỬ NGHIỆM 

Các cao chiết thử nghiệm sinh học 

Bảng PL-34. Khối lượng và độ ẩm của các cao chiết thử nghiệm sinh học 

STT Cao chiết 
Khối lượng 

dược liệu (g) 

Độ ẩm  

dược 

liệu % 

Khối lượng 

cao chiết 

(g) 

Độ ẩm     

cao chiết % 

Hiệu suất 

chiết % 

1 ALT.H2O 150  - 7,93 9,33 -  

2 ILT.H2O 150  - 7,84 9,80  - 

3 AL.H2O 20 10,61 6,41 7,48 21,61 

4 IL.H2O 20 10,57 6,65 10,29 32,28 

5 AG.H2O 60 13,60 7,96 7,37 6,71 

6 IG.H2O 60 11,85 16,01 8,23 17,78 

7 AT.H2O 15 11,76 3,38 8,22 15,12 

8 IT.H2O 20 11,70 3,14 4,72 5,46 

9 AR.H2O 20 11,49 5,25 10,46 23,67 

10 IR.H2O 20 10,64 9,62 12,17 55,73 

11 AH.H2O 20 12,82 4,64 10,67 18,98 

12 IH.H2O 20 13,92 3,29 7,12 7,79 

13 AL.96 20 10,61 4,14 5,85 10,45 

14 IL.96 20 12,09 3,40 10,98 15,30 

15 AG.96 20 13,60 3,81 6,03 7,60 

16 IG.96 20 11,85 3,07 5,79 6,78 

17 AT.96 20 11,76 2,36 10,92 10,88 

18 IT.96 20 11,70 4,62 8,34 15,85 

19 AR.96 20 11,49 3,19 10,41 14,31 

20 IR.96 20 10,64 4,09 4,42 7,26 

21 AH.96 20 12,82 2,05 7,59 5,71 

22 IH.96 20 13,92 2,50 9,36 8,09 

23 AL.40 20 10,61 6,88 7,06 21,69 

24 IL.40 20 12,09 6,04 10,48 25,82 

Cao chiết lá tươi (ALT và ILT): 150 g phiến lá tươi được chiết với 500 ml nước sôi (lần 1) và 200 

ml nước sôi (lần 2). 

Cao chiết BPD khác (lá, rễ, thân, gân lá, hoa): 20 g dược liệu khô được chiết với 100 ml lần 1 với 

dung môi (nước sôi hoặc ethanol 40, 96 %) và 50 ml dung môi tương tự ở lần 2. 
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Phụ lục 57. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM DPPH CỦA 9 CHẤT TINH KHIẾT 

 

Bảng PL-35. Dãy nồng độ của 9 chất tinh khiết và chứng dương trong thử nghiệm DPPH (µg/ml) 

Mẫu 

STT 

1-

CQA 

3-

CQA 
AC 

4-

CQA 
CY SCO CR 

1,5-

diCQA 

4,5-

diCQA 
Vit.C Silymarin 

1 40 17,5 10 10 7,5 7,5 5 7,5 5 10 100 

2 20 15 7,5 7,5 5 5 4 5 2,5 8 75 

3 10 10 5 5 2,5 1 3 2,5 1 4 40 

4 5 5 1 1 1 0,5 1 1 0,5 1,6 30 

5 1 1 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,25 0,4 20 

 

Bảng PL-36. % HTCO của các cao chiết, chất tinh khiết và chứng dương theo nồng độ 

Nồng độ 

Mẫu 
1 2 3 4 5 

Chất tinh 

khiết 

1-CQA 88,91±0,004 45,95±0,002 25,15±0,003 15,75±0,003 5,62±0,004 

3-CQA 91,52±0,002 79,84±0,002 63,52±0,005 28,06±0,001 3,91±0,001 

AC 83,77±0,001 64,63±0,004 45,88±0,002 13,62±0,000 9,82±0,002 

4-CQA 92,79±0,002 79,02±0,003 52,85±0,002 11,86±0,007 12,77±0,003 

CY 84,43±0,002 65,65±0,017 33,25±0,003 17,51±0,006 11,02±0,004 

SCO 77,03±0,005 56,82±0,001 14,11±0,001 8,77±0,002 2,79±0,002 

CR 85,31±0,001 74,57±0,002 61,80±0,007 18,85±0,002 14,35±0,007 

1,5-diCQA 85,89±0,001 63,83±0,011 35,58±0,007 20,21±0,002 14,58±0,004 

4,5-diCQA 71,74±0,010 34,21±0,006 17,88±0,002 9,62±0,002 4,87±0,002 

Chứng 

dương 

Vit.C 80,60±0,003 67,58±0,007 35,97±0,004 14,73±0,002 5,11±0,000 

Silymarin 80,64±0,001 70,02±0,006 46,15±0,003 40,36±0,001 35,21±0,002 

Tukey Pairwise Comparisons 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Hợp chất N Mean Grouping 

silymarin 3 87.337 A         

1-CQA 3 61.623  B        

Vit.C 3 33.523   C       

3-CQA 3 25.5817    D      

AC 3 15.8800     E     

4-CQA 3 13.5919      F    

SCO 3 7.7883       G   

CY 3 7.7657       G   

1,5-diCQA 3 7.5067       G   

4,5-diCQA 3 6.6533        H  

CR 3 5.7123         I 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Hợp chất N Mean StDev 95% CI 

1-CQA 3 61.623 0.630 (61.301, 61.944) 

1,5-diCQA 3 7.5067 0.0306 (7.1852, 7.8282) 

3-CQA 3 25.5817 0.1218 (25.2602, 25.9032) 

4-CQA 3 13.5919 0.0208 (13.2704, 13.9134) 

4,5-diCQA 3 6.6533 0.1617 (6.3318, 6.9748) 

AC 3 15.8800 0.0794 (15.5585, 16.2015) 

CR 3 5.7123 0.0642 (5.3908, 6,0338) 

CY 3 7.7657 0.1139 (7.4442, 8.0872) 

SCO 3 7.7883 0.0564 (7.4668, 8.1098) 

silymarin 3 87.337 0.542 (87.015, 87.658) 

Vit.C 3 33.523 0.186 (33.202, 33.845) 

Pooled StDev = 0.268509 

Analysis of Variance 

Sour

ce DF 

Adj 

SS 

Adj 

MS 

F-

Value P-Value 

HC 10 2136

2.7 

2136.

27 

29630.

57 

0.000 

Error 22 1.6 0.07     

Total 32 2136

4.3 

      

Model Summary 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.268509 99.99% 99.99% 99.98% 
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Phụ lục 58. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM MDA CỦA 9 CHẤT TINH KHIẾT 

 

Bảng PL-37. Dãy nồng độ của 9 chất tinh khiết và chứng dương trong thử nghiệm MDA (µg/ml) 

Mẫu 

STT 

1-

CQA 

3-

CQA 
AC 

4-

CQA 
CY SCO CR 

1,5-

diCQA 

4,5-

diCQA 
Silymarin 

1 200 100 25 50 2,5 10 10 10 10 100 

2 300 200 50 100 5,0 25 25 20 25 200 

3 500 250 75 150 10 50 50 40 50 400 

4 600 350 125 250 20 100 100 60 100 600 

5 700 450 150 300 30 200 150 80 150 800 

 

Bảng PL-38. %HTCO của các cao chiết, chất tinh khiết và chứng dương theo nồng độ 

Nồng độ 

Mẫu 
1 2 3 4 5 

Chất tinh khiết 

1-CQA 1,65±0,01 14,07±0,03 33,98±0,03 45,66±0,02 57,78±0,02 

3-CQA 18,56±0,03 28,89±0,03 33,23±0,02 46,26±0,04 59,43±0,04 

AC 9,88±0,02 13,32±0,01 17,66±0,02 31,44±0,03 34,28±0,03 

4-CQA 6,59±0,01 15,72±0,02 27,84±0,03 42,07±0,04 59,28±0,04 

CY 10,01±0,02 30,34±0,04 44,84±0,03 69,06±0,05 80,27±0,04 

SCO 9,57±0,03 16,14±0,02 25,41±0,02 30,94±0,04 81,76±0,03 

CR 17,24±0,04 21,08±0,01 37,18±0,04 61,68±0,02 83,48±0,02 

1,5-diCQA 19,66±0,02 31,05±0,03 57,83±0,03 72,51±0,03 87,32±0,03 

4,5-diCQA 0,23±0,001 15,60±0,02 42,82±0,04 75,28±0,03 87,24±0,04 

Chứng dương Silymarin 7,18±0,002 19,48±0,03 34,51±0,04 59,34±0,03 70,05±0,04 

Tukey Pairwise Comparisons 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Hợp chất N Mean Grouping 

1-CQA 3 1820.8 A               

Silymarin 3 1115.8   B             

3-CQA 3 1060.9   B             

4-CQA 3 772.4     C           

AC 3 637.7       D         

SCO 3 253.20         E       

CR 3 171.58         E F     

4,5-diCQA 3 127.33           F G   

1,5-diCQA 3 66.80             G H 

CY 3 24.670               H 

Means that do not share a letter are significantly 

different. 

Hợp chất N Mean StDev 95% CI 

1-CQA 3 1820.8 75.9 (1782.6, 1859.0) 

1,5-diCQA 3 66.80 2.19 (28.57, 105.03) 

3-CQA 3 1060.9 36.4 (1022.7, 1099.2) 

4-CQA 3 772.4 36.5 (734.1, 810.6) 

4,5-diCQA 3 127.33 5.30 (89.10, 165.56) 

AC 3 637.7 29.7 (599.5, 675.9) 

CR 3 171.58 6.39 (133.35, 209.81) 

CY 3 24.670 0.812 (13.557, 62.897) 

SCO 3 253.20 6.49 (214.97, 291.43) 

Silymarin 3 1115.8 25.7 (1077.6, 1154.0) 

Pooled StDev = 31.7412 

   Analysis of Variance 

Source DF Adj SS Adj MS 

F-

Value 

P-

Value 

Tên HC 9 9426630 1047403 1039.60 0.000 

Error 20 20150 1008     

Total 29 9446781       

   Model Summary 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

31.7412 99.79% 99.69% 99.52% 
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Phụ lục 59. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM DPPH CỦA CÁC CAO CHIẾT 

Bảng PL-39. Dãy nồng độ của các mẫu cao chiết nước trong thử nghiệm DPPH (µg/ml), n=2 

Mẫu 

STT 

Lá xanh Lá tím 

X.LT X.L X.G X.T X.R X.H X.CNC T.LT T.L T.G T.T T.R T.H T.CNC 

1 30 40 100 30 70 250 30 30 50 100 30 125 250 50 

2 20 30 70 20 50 200 20 20 30 70 20 100 125 30 

3 10 20 30 10 30 150 10 15 20 50 10 50 100 10 

4 5 10 10 5 10 50 5 10 10 30 5 20 50 5 

5 2,5 2,5 5 2,5 5 10 2,5 5 2,5 5 2,5 5 10 2,5 

 

 

Bảng PL-40. Dãy nồng độ của các mẫu cao chiết EtOH trong thử nghiệm DPPH (µg/ml), n=2 

Mẫu 

STT 

Lá xanh Lá tím 

X.L40 X.L96 X.G96 X.T96 X.R96 X.H96 T.L40 T.L96 T.G96 T.T96 T.R96 T.H96 

1 50 70 125 30 50 250 50 70 250 30 125 200 

2 30 50 100 20 40 125 30 50 125 20 100 125 

3 20 30 50 10 30 50 20 30 50 10 50 100 

4 10 10 10 5 10 10 10 10 10 5 10 50 

5 2,5 5 5 2,5 5 5 2,5 5 5 2,5 5 10 

 

 

Bảng PL-41. Phương trình hồi quy và IC50 (μg/ml ± SD, n=2) của cao chiết nước của AX và AT 

Giống STT Mẫu thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

Lá xanh 

1 X.LT y = 2,624x + 6,153 0,997 16,71 ± 0,160 

2 X.L y = 2,094x + 4,833 0,993 21,56 ± 0,165 

3 X.G y = 0,722x + 5,025 0,999 60,57 ± 1,410 

4 X.T y = 2,512x + 4,993 0,996 17,91 ± 0,277 

5 X.R y = 1,172x + 8,248 0,990 35,61 ± 0,131 

6 X.H y = 0,209x + 3,480 0,998 45,41 ± 0,200 

7 X.CNC y = 2,251x + 4,947 0,999 20,05 ± 0,609 

Lá tím 

8 T.LT y = 3,204x - 7,817 0,980 18,04 ± 0,128 

9 T.L y = 1,449x + 5,354 0,981 30,80 ± 0,172 

10 T.G y = 0,622x + 6,081 0,995 70,60 ± 0,938 

11 T.T y = 2,351x + 4,309 0,996 19,43 ± 0,074 

12 T.R y = 0,551x + 3,610 0,991 84,19 ± 0,254 

13 T.H y = 0,342x + 5,687 0,982 129,56 ± 1,11 

14 T.CNC y = 1,488x + 5,784 0,998 29,70 ± 0,208 

Chứng 

dương 

15 Vitamin C y = 7,952x + 2,624 0,998 5,96 ± 0,021 

16 Silymarin y = 0,589x + 23,24 0,993 45,41 ± 0,200 
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Bảng PL-42. Phương trình hồi quy và IC50 (μg/ml ± SD, n=2) của cao chiết EtOH của AX và AT 

Giống STT Mẫu thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

Lá xanh 

1  X.L96 y = 1,013x + 5,215 0,989 44,20 ± 0,038 

2  X.G96 y = 0,526x - 0,763 0,991 96,61 ± 1,838 

3  X.T96 y = 2,813x + 7,620 0,996 15,06 ± 0,077 

4  X.R96 y = 1,527x + 8,371 0,998 27,26 ± 0,420 

5  X.H96 y = 0,322x + 5,572 0,988 137,68 ± 0,888 

6  X.L40 y = 1,585x + 7,247 0,992 26,96 ± 0,164 

Lá tím 

7  T.L96 y = 1,184x + 9,445 0,980 34,24 ± 0,602 

8  T.G96 y = 0,287x + 6,980 0,982 149,95 ± 1,318 

9  T.T96 y = 2,389x + 6,900 0,999 18,04 ± 0,166 

10  T.R96 y = 0,702x + 7,950 0,987 59,86 ± 0,284 

11  T.H96 y = 0,401x + 2,548 0,992 118,17 ± 0,797 

12  T.L40 y = 1,670x + 4,108 0,999 27,49 ± 0,715 

 

 

Bảng PL-43. %HTCO của các cao chiết và chứng dương theo nồng độ 

Nồng độ 

Mẫu 
1 2 3 4 5 

Cao 

nước  

Lá 

xanh 

X.LT 83,9±0,010 59,4±0,009 34,6±0,002 18,9±0,002 11,2±0,001 

X.L 85,87±0,013 70,63±0,009 48,9±0,007 23,69±0,003 9,8±0,006 

X.G 77,18±0,007 55,9±0,014 26,26±0,017 13,56±0,007 7,65±0,002 

X.T 80,02±0,007 54,83±0,009 31,94±0,007 18,81±0,001 8,96±0,017 

X.R 87,67±0,003 68,12±0,005 48,46±0,002 18,48±0,003 12,02±0,002 

X.H 54,94±0,005 45,58±0,004 36,14±0,009 13,94±0,005 5,02±0,008 

X.CNC 71,77±0,016 51,03±0,021 27,66±0,007 16,16±0,004 10,09±0,006 

Lá tím 

T.LT 84,87±0,009 57,86±0,016 46,89±0,017 23,35±0,003 4,28±0,004 

T.L 80,55±0,000 46,89±0,007 28,69±0,011 22,70±0,009 10,95±0,002 

T.G 68,33±0,001 48,10±0,025 38,41±0,006 26,71±0,007 7,62±0,001 

T.T 76,18±0,003 49,36±0,003 26,91±0,006 17,83±0,003 9,96±0,004 

T.R 67,72±0,002 63,01±0,001 29,91±0,005 13,80±0,006 7,00±0,004 

T.H 88,11±0,004 55,3±0,003 39,66±0,007 22,84±0,009 5,70±0,010 

T.CNC 79,11±0,004 52,44±0,012 20,54±0,005 12,21±0,001 9,73±0,004 

Cao 

EtOH 

Lá 

xanh 

X.L40 83,96±0,003 58,87±0,007 39,83±0,007 22,56±0,003 9,42±0,003 

X.L96 73,88±0,001 56,73±0,003 40,19±0,001 14,82±0,005 7,71±0,007 

X.G96 64,34±0,014 54,54±0,011 21,41±0,013 5,56±0,004 2,86±0,005 

X.T96 90,11±0,002 66,9±0,008 35,8±0,002 21,53±0,001 13,67±0,005 

X.R96 85,82±0,007 67,73±0,010 54,64±0,011 23,96±0,008 15,92±0,002 

X.H96 83,37±0,007 50,99±0,004 24,11±0,003 6,08±0,004 4,81±0,003 

 

Lá tím 

T.L40 87,63±0,009 54,46±0,014 36,86±0,026 21,4±0,007 8,1±0,002 

T.L96 87,55±0,005 72,67±0,014 50,55±0,013 19,98±0,006 11,92±0,002 

T.G96 75,78±0,010 47,54±0,002 25,04±0,006 8,17±0,003 4,64±0,002 

T.T96 78,57±0,006 54,65±0,006 31,15±0,005 18,36±0,001 13,08±0,003 

T.R96 91,3±0,001 81,36±0,008 48,19±0,003 15,35±0,004 7,24±0,003 

T.H96 80,63±0,006 53,36±0,006 46,48±0,007 23,02±0,008 4,03±0,004 

Chứng dương 
Vit.C 80,60±0,003 67,58±0,007 35,97±0,004 14,73±0,002 5,11±0,000 

Silymarin 80,64±0,001 70,02±0,006 46,15±0,003 40,36±0,001 35,21±0,002 
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Phụ lục 60. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM MDA CỦA CÁC CAO CHIẾT 

Bảng PL-44. Dãy nồng độ của các mẫu cao chiết nước trong thử nghiệm MDA (µg/ml) (n=2) 

Mẫu 

STT 

Lá xanh Lá tím 

X.LT X.L X.G X.T X.R X.H X.CNC T.LT T.L T.G T.T T.R T.H T.CNC 

1 50 50 100 25 100 250 200 50 50 200 50 200 400 300 

2 75 75 300 50 150 500 300 75 100 400 100 300 600 400 

3 125 100 500 75 200 1000 400 125 150 800 150 400 800 500 

4 150 125 700 100 250 1250 700 150 200 1000 200 450 1000 600 

5 200 200 1000 125 350 1750 800 175 300 1200 300 500 1400 800 

  

Bảng PL-45. Dãy nồng độ của các mẫu cao chiết EtOH trong thử nghiệm MDA (µg/ml) (n=2) 

Mẫu 

STT 

Lá xanh Lá tím 

X.L40 X.L96 X.G96 X.T96 X.R96 X.H96 T.L40 T.L96 T.G96 T.T96 T.R96 T.H96 

1 50 300 250 50 50 250 50 300 500 25 100 500 

2 100 400 500 100 100 500 100 400 1500 50 200 750 

3 150 500 750 125 150 750 150 500 2000 100 300 1000 

4 250 600 1000 150 200 1000 250 600 2500 125 400 1500 

5 350 800 1500 200 250 1500 300 700 3500 150 500 1750 

 

Bảng PL-46. Phương trình hồi quy và IC50 (μg/ml ± SD, n=2) của cao chiết nước của AX và AT  

Giống STT Mẫu thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

AX 

1 X.LT y = 0,0008x2 + 0,1382x + 16,553 0,9897 135,59 

2 X.L y = -0,0013x2 + 0,6793x - 10,544 0,9806 114,00 

3 X.G y = -5E-05x2 + 0,104x + 6,4983 0,9979 580,04 

4 X.T y = -0,0003x2 + 0,559x - 14,203 0,9904 122,97 

5 X.R y = 0,0002x2 + 0,0652x + 0,5415 0,9998 360,32 

6 X.H y = -7E-06x2 + 0,0477x + 3,0808 0,9876 1192,22 

7 X.CNC y = -0,0001x2 + 0,2409x - 35,789 0,9856 434,48 

AT 

8 T.LT y = 0,0007x2 + 0,2881x + 5,4252 0,9867 119,83 

9 T.L y = 1E-05x2 + 0,1682x + 11,168 0,989 227,78 

10 T.G y = -3E-06x2 + 0,0447x + 19,803 0,9802 709,32 

11 T.T y = -0,0006x2 + 0,3974x + 1,3887 0,9979 161,90 

12 T.R y = -6E-05x2 + 0,1583x - 23,641 0,9873 603,03 

13 T.H y = -2E-05x2 + 0,0974x - 3,1045 0,982 625,58 

14 T.CNC y = -5E-05x2 + 0,1533x - 30,383 0,9823 671,36 

Chứng 

dương 
15 Silymarin y = -2E-05x2 + 0,1097x - 3,2544 0,9886 538,3 
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Bảng PL-47. %HTCO của các cao chiết và chứng dương theo nồng độ 

Nồng độ 

Mẫu 
1 2 3 4 5 

Cao nước  

AX 

X.LT 26,73±0,06 28,78±0,12 48,75±0,12 53,74±0,14 75,77±0,23 

X.L 19,79±0,04 32,29±0,13 44,05±0,13 59,52±0,21 69,79±0,15 

X.G 16,74±0,03 32,45±0,07 48,02±0,14 55,80±0,14 63,73±0,24 

X.T 1,74±0,06 10,25±0,04 24,95±0,04 37,72±0,23 50,68±0,21 

X.R 9,86±0,07 15,41±0,02 23,66±0,02 32,62±0,15 54,12±0,12 

X.H 16,25±0,05 22,01±0,03 46,53±0,15 50,96±0,26 65,29±0,11 

X.CNC 12,33±0,04 23,49±0,04 36,71±0,06 80,32±0,24 86,49±0,22 

AT 

T.LT 22,77±0,12 29,46±0,02 49,26±0,21 69,79±0,14 75,00±0,13 

T.L 21,00±0,14 25,26±0,12 37,30±0,12 46,55±0,03 62,26±0,04 

T.G 27,46±0,15 40,23±0,41 49,49±0,25 62,26±0,07 72,25±0,04 

T.T 19,76±0,08 36,25±0,12 47,08±0,27 59,45±0,12 70,27±0,06 

T.R 4,11±0,05 22,00±0,06 31,53±0,02 33,00±0,17 39,24±0,01 

T.H 35,01±0,16 42,98±0,03 61,74±0,08 76,22±0,11 91,29±0,27 

T.CNC 13,07±0,12 21,29±0,07 28,78±0,22 42,58±0,05 61,82±0,08 

Cao 

EtOH 

AX 

X.L40 3,64±0,02 16,39±0,03 17,72±0,04 39,74±0,42 61,42±0,06 

X.L96 8,11±0,04 13,90±0,04 26,45±0,02 39,19±0,45 64,86±0,21 

X.G96 5,80±0,01 6,48±0,006 20,48±0,01 26,96±0,13 43,69±0,11 

X.T96 41,70±0,12 55,21±0,02 67,25±0,02 70,04±0,09 81,50±0,12 

X.R96 6,32±0,02 13,68±0,01 29,32±0,04 36,24±0,04 48,72±0,07 

X.H96 15,04±0,13 22,11±0,03 26,47±0,01 28,87±0,05 44,96±0,05 

 

AT 

T.L40 19,05±0,11 26,19±0,04 30,95±0,05 37,86±0,11 47,62±0,04 

T.L96 3,94±0,01 21,33±0,06 31,72±0,04 42,11±0,02 54,66±0,01 

T.G96 6,79±0,02 35,01±0,02 60,27±0,12 77,55±0,17 93,50±0,17 

T.T96 7,85±0,03 15,70±0,01 24,38±0,11 31,40±0,02 43,53±0,05 

T.R96 8,42±0,07 19,10±0,12 29,62±0,32 35,94±0,06 50,68±0,03 

T.H96 4,70±0,01 24,52±0,04 30,25±0,20 55,21±0,04 68,72±0,01 

Chứng dương Silymarin 7,18±0,02 19,48±0,10 34,51±0,04 44,87±0,07 59,34±0,05 

 

Bảng PL-48. Phương trình hồi quy và IC50 (μg/ml ± SD, n=2) của cao chiết EtOH của AX và AT 

Giống STT Mẫu thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

Lá xanh 

13  X.L96 y = -3E-05x2 + 0,1404x - 34,774 0,9865 712,18 

14  X.G96 y = 2E-06x2 + 0,0319x - 7,8498 0,9912 1644,02 

15  X.T96 y = -0,0005x2 + 0,4055x + 22,394 0,9855 75,02 

16  X.R96 y = -4E-05x2 + 0,2263x - 5,9336 0,9953 259,03 

17  X.H96 y = 6E-06x2 + 0,0118x + 12,924 0,9929 1689,92 

18  X.L40 y = 0,0002x2 + 0,1212x - 1,3242 0,9875 287,3 

Lá tím 

19  T.L96 y = -7E-05x2 + 0,1946x - 48,175 0,9915 662,26 

20  T.G96 y = -4E-06x2 + 0,045x - 16,945 0,981 1764,38 

21  T.T96 y = 0,0006x2 + 0,1455x + 4,7593 0,9911 178,92 

22  T.R96 y = 4E-05x2 + 0,0483x + 4,8018 0,9898 618,73 

23  T.H96 y = -1E-05x2 + 0,0742x - 28,36 0,9867 1275,23 

24  T.L40 y = 2E-05x2 + 0,0948x + 15,301 0,9871 341,43 
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Phụ lục 61. KẾT QUẢ XỬ LÝ THỐNG KÊ CỦA THỬ NGHIỆM (DPPH VÀ MDA) 

CỦA CÁC CAO CHIẾT 

Phân tích thống kê ANOVA – 1 yếu tố theo phương pháp Tukey 

A. So sánh IC50 của các cao chiết trong thử nghiệm DPPH 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Mẫu  N Mean Grouping 

AH.H2O 3 224.25 A                               

IG.96 3 149.95   B                             

AH.96 3 134.207     C                           

IH.H2O 3 129.41     C                           

IH.96 3 118.313       D                         

AG.96 3 92.89         E                       

IR.H2O 3 84.917           F                     

IG.H2O 3 70.617             G                   

AG.H2O 3 62.757               H                 

IR.96 3 60.290               H                 

AL.96 3 44.1800                 I               

Silymarin 3 42.133                 I               

AR.H2O 3 35.220                   J             

IL.96 3 34.243                   J             

IL.H2O 3 30.833                   J K           

IL.40 3 27.477                     K           

AR.96 3 27.113                     K           

AL.40 3 26.890                     K L         

AL.H2O 3 21.913                       L M       

IT.H2O 3 19.4333                         M N     

IT.96 3 18.040                         M N O   

AT.H2O 3 17.913                         M N O   

ILT.H2O 3 16.713                           N O   

AT.96 3 15.0633                           N O   

ALT.H2O 3 13.1800                             O   

Vit.C 3 5.9033                               P 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Mẫu thử N Mean StDev 95% CI 

AG.96 3 92.89 5.26 (91.04, 94,74) 

AG.H2O 3 62.757 0.768 (60.909, 64,605) 

AH.96 3 134.207 1.288 (132.359, 136.055) 

AH.H2O 3 224.25 4.36 (222.40, 226.09) 

AL.40 3 26.890 0.248 (25.042, 28.738) 

AL.96 3 44.1800 0.0608 (42.3320, 46.0280) 

AL.H2O 3 21.913 0.304 (20.065, 23.761) 

ALT.H2O 3 13.1800 0.0854 (11.3320, 15.0280) 

AR.96 3 27.113 0.569 (25.265, 28.961) 

AR.H2O 3 35.220 0.347 (33.372, 37.068) 

AT.96 3 15.0633 0.1320 (13.2153, 16.9114) 

AT.H2O 3 17.913 0.479 (16,065, 19.761) 

IG.96 3 149.95 2.28 (148.11, 151.80) 

IG.H2O 3 70.617 1.634 (68.769, 72.465) 

IH.96 3 118.313 1.310 (116.465, 120.161) 

IH.H2O 3 129.41 1.79 (127.56, 131.25) 

IL.40 3 27.477 1.152 (25.629, 29.325) 

IL.96 3 34.243 1.042 (32.395, 36.091) 

IL.H2O 3 30.833 0.230 (28.985, 32.681) 

ILT.H2O 3 16.713 0.277 (14.865, 18.561) 

IR.96 3 60.290 0.857 (58.442, 62.138) 

IR.H2O 3 84.917 0.446 (83.069, 86.765) 

IT.96 3 18.040 0.285 (16.192, 19.888) 

IT.H2O 3 19.4333 0.1274 (17.5853, 21.2814) 

Silymarin 3 42.133 0.258 (40.285, 43.981) 

Vit.C 3 5.9033 0.0351 (4.0553, 7.7514) 

Pooled StDev = 1.59513 

Analysis of Variance 

Source DF Adj SS Adj MS 

F-

Value 

P-

Value 

Mẫu thử 25 216416 8656.64 3402.18 0.000 

Error 52 132 2.54     

Total 77 216548       

 

Model Summary 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1.59513 99.94% 99.91% 99.86% 

 

 

B. So sánh IC50 của các cao chiết trong thử nghiệm MDA  

Tukey Pairwise Comparisons 

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

Mẫu thử N Mean Grouping 

IG.96 3 1764.4 A                         

AH.96 3 1689.9   B                       

AG.96 3 1644.0   B                       

IH.96 3 1275.2     C                     

AH.H2O 3 1192.2       D                   

AL.96 3 712.2         E                 

IG.H2O 3 709.32         E                 

IL.96 3 662.26         E F               

IH.H2O 3 625.58           F G             

IR.96 3 618.73           F G             

IR.H2O 3 603.03           F G H           

AG.H2O 3 580.0             G H           

Silymarin 3 537.633               H           

AR.H2O 3 360.32                 I         

IL.40 3 341.43                 I         

AL.40 3 287.30                 I J       

AR.96 3 259.03                   J       

IL.H2O 3 227.78                   J K     

IT.96 3 178.92                     K L   

IT.H2O 3 161.90                     K L   

ILT.H2O 3 135.59                       L M 

AT.H2O 3 122.97                       L M 

ALT.H2O 3 119.83                       L M 

AL.H2O 3 114.00                       L M 

AT.96 3 75.02                         M 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Mẫu thử N Mean StDev 95% CI 

AG.96 3 1644.0 55.6 (1617.1, 1670.9) 

AG.H2O 3 580.0 18.0 (553.1, 606.9) 

AH.96 3 1689.9 52.7 (1663.0, 1716.8) 

AH.H2O 3 1192.2 61.0 (1165.3, 1219.1) 

AL.40 3 287.30 10.76 (260.41, 314.19) 

AL.96 3 712.2 21.7 (685.3, 739.1) 

AL.H2O 3 114.00 2.79 (87.11, 140.89) 

ALT.H2O 3 119.83 3.90 (92.94, 146.72) 

AR.96 3 259.03 3.80 (232.14, 285.92) 

AR.H2O 3 360.32 10.10 (333.43, 387.21) 

AT.96 3 75.02 3.47 (48.13, 101.91) 

AT.H2O 3 122.97 3.04 (96.08, 149.86) 

IG.96 3 1764.4 22.7 (1737.5, 1791.3) 

IG.H2O 3 709.32 12.57 (682.43, 736.21) 

IH.96 3 1275.2 35.0 (1248.3, 1302.1) 

IH.H2O 3 625.58 9.72 (598.69, 652.47) 

IL.40 3 341.43 14.32 (314.54, 368.32) 

IL.96 3 662.26 14.55 (635.37, 689.15) 

IL.H2O 3 227.78 4.76 (200.89, 254.67) 

ILT.H2O 3 135.59 2.93 (108.70, 162.48) 

IR.96 3 618.73 9.90 (591.84, 645.62) 

IR.H2O 3 603.03 12.59 (576.14, 629.92) 

IT.96 3 178.92 6.20 (152.03, 205.81) 

IT.H2O 3 161.90 7.31 (135.01, 188.79) 

Silymarin 3 537.633 0.833 (510.742, 564.524) 

Pooled StDev = 23.1890 

Analysis of Variance 

Source DF Adj SS 

Adj 

MS 

F-

Value 

P-

Value 

Mẫu thử 24 19517370 813224 1512.33 0.000 

Error 50 26886 538     

Total 74 19544256       

 

Model Summary 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

23.1890 99.86% 99.80% 99.69% 

 

 

 



PL.139 

 

 

Phụ lục 62. MỐI TƯƠNG QUAN GIỮA HÀM LƯỢNG VÀ POLYPHENOL 

TRONG CAO CHIẾT ACTISÔ 

 
Bảng PL-49. Hệ số tương quan Pearson (r) trong thử nghiệm HTCO và định lượng TPHH của 

các mẫu cao chiết Actisô trên 36 mẫu thử nghiệm 

 DPPH MDA CY 1,5-CQA TPC AC SCO CR 

DPPH 1 0.996 -0.610 -0.374 -0.835 -0.611 -0.472 -0.465 
MDA 0.996 1 -0.606 -0.382 -0.813 -0.591 -0.457 -0.449 

CY -0.610 -0.606 1 0.805 0.834 0.041 0.041 0.102 
1,5-CQA -0.374 -0.382 0.805 1 0.154 -0.238 -0.367 -0.367 

TPC -0.835 -0.813 0.834 0.154 1 0.559 0.822 0.821 
AC -0.611 -0.591 0.041 -0.238 0.559 1 0.939 0.888 

SCO -0.472 -0.457 0.041 -0.367 0.822 0.939 1 0.989 
CR -0.465 -0.449 0.102 -0.367 0.821 0.888 0.989 1 

 Hàm lượng hoạt chất (%); DPPH (IC50, μg/ml); MDA (IC50, μg/ml) 

Giá trị hệ số tương quan Pearson (r) được phân tích trên phần mềm online MetaboAnalyst 5.0  

 

Bảng PL-50. Hệ số tương quan Pearson (r) trong thử nghiệm HTCO và định lượng TPHH của 

các mẫu cao chiết Actisô trên 72 mẫu thử nghiệm 

  DPPH MDA Total AC SCO CR CY 1,5-CQA 

DPPH 1 0.86 -0.68 -0.57 -0.47 -0.45 -0.53 -0.40 

MDA 0.86 1 -0.68 -0.46 -0.32 -0.32 -0.64 -0.45 

Total -0.68 -0.68 1 0.89 0.85 0.85 0.64 0.24 

AC -0.57 -0.46 0.89 1 0.96 0.90 0.24 -0.08 

SCO -0.47 -0.32 0.85 0.96 1 0.96 0.23 -0.16 

CR -0.45 -0.32 0.85 0.90 0.96 1 0.31 -0.07 

CY -0.53 -0.64 0.64 0.24 0.23 0.31 1 0.77 

1,5-CQA -0.40 -0.45 0.24 -0.08 -0.16 -0.07 0.77 1 

 

 

 

 

 


