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SUMMARY 

EVALUATION OF POLYPHENOL CONTENT AND TYROSINASE INHIBITION 

CAPACITY OF CALLISIA FRAGRANS LEAF EXTRACTS 

Callisia fragrans (C. fragrans) belongs to the family Commelinaceae and has wide applications in 

the pharmaceutical field. The leaves were extracted by distillation in 40% methanol. The volatile extract (M) 

was collected, while the extract remaining in the flask was fractionated with the obtained ethyl acetate 

extract (Y) and the remaining extract after passing ethyl acetate (B). Total polyphenols (TPCs) of extracts in 

(M), (Y) and (B) were determined spectrophotometrically using Folin Ciocalteu reagent, with Gallic acid 

used as standard. The TPCs of (M), (Y) and (B) were determined as 4.7 ± 0.22 mg GAE/g, 17.91 ± 0.0031 

mg GAE/g, 47.11 ± 0.22 mg GAE/g dry weight, respectively. By liquid chromatography – mass spectrum, 

gallic acid and 1-O-(E)-caffeoyl-4,6-di-O-galloyl-β-D-glucopyranose were detected in (B). Furthermore, 

tyrosinase inhibition was detected in extract (B) by tyrosinase inhibition assay due to the highest TPC 

content, using kojic acid as standard due to its tyrosinase inhibitory ability. Relative inhibition of (B) was 

17.29% and IC50 was 64.47 ± 0.06 µg/mL, equivalent to 2/3 the potency of kojic acid. Research has also 

succeeded in creating microcapsules containing TPC. The study on C. fragrans contribute to the 

pharmaceutical field. 

Keywords: Callisia fragrans; Total polyphenol content; Tyrosinase inhibitor activity. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Callisia fragrans (C. fragrans) mọc ở vùng khí hậu 

nhiệt đới và cận nhiệt đới. Lá có hình elip, đầu 

nhọn, dài tới 25 cm và có màu xanh lục hoặc đỏ tía. 

C. fragrans có giá trị y học lớn trong điều trị các 

bệnh ngoài da, bỏng, rối loạn khớp, ngăn ngừa viêm 

nhiễm [1]. C. fragrans chứa nhiều loại hợp chất có 

hoạt tính sinh học cao [2, 3]. Trong các thành phần 

hoá học, polyphenol có rất nhiều hoạt tính sinh học 

có giá trị [4]. Dựa trên cấu trúc hóa học, các 

polyphenol được phân thành 4 nhóm chính bao 

gồm phenolic acid, flavonoid, stilbene và lignans 

[5]. Các phân nhóm này có đặc tính sinh học khác 

nhau và đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ 

cơ thể chống lại các vi sinh vật gây bệnh [6]. Ngoài 

ra, một số nghiên cứu còn chỉ ra khả năng ức chế 

tyrosinase của một nhóm α-keto chứa trong 

flavonoid [7]. 

Tyrosinase là một loại enzyme tham gia vào quá 

trình tổng hợp sắc tố melanin và thường xuất hiện 

ở thực vật và động vật. Melanin là sắc tố có bản 

chất là một polyphenol và phân bố rộng rãi ở da, 

tóc, mắt của động vật và người, giúp bảo vệ da 

khỏi các yếu tố có hại như tia UV [8]. Mặc dù vậy 

nhưng mức độ tăng sắc tố melanin ngày càng cao 

có thể dẫn đến nguy cơ ung thư da, gây ra các đốm 
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đồi mồi, tàn nhang và các dạng tăng sắc tố khác. 

Vì vậy, việc nghiên cứu các chất ức chế tyrosinase 

là điều cần thiết và đáng được quan tâm, cụ thể, 

chúng tôi tiến hành đánh giá thành phần 

polyphenol và hoạt tính ức chế tyrosinase của các 

dịch chiết từ lá và bào chế viên vi nang chứa dịch 

chiết. Viên nang có hình cầu được làm từ các 

thành phần dễ phân huỷ sinh học, chứa các chất có 

hoạt tính đặc biệt với các chất kém bền, dễ bay hơi 

[9]. Kết quả nghiên cứu sẽ là tiềm năng ứng dụng 

trong mỹ phẩm, thực phẩm, và dược phẩm. 

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Mẫu thử nghiệm 

Lá C. fragrans được thu hái khi còn tươi, không bị 

hư hại và nhiễm vi sinh vật. Lá tươi được rửa kỹ 

dưới vòi nước để loại bỏ bụi bẩn và côn trùng, sau đó 

sấy khô trong không khí cho đến khi độ ẩm 10%. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Phương pháp chiết và thu nhận dịch chiết 

380 g lá khô được ngâm trong 1000 mL MeOH 

40% và sau đó được chiết bằng phương pháp 

chưng cất. Sau khi thu phần trên cột (M), phần còn 

lại trong bình được chiết bằng ethyl acetat. Thu 

lớp ethyl acetat được gọi là B. Tất cả các dịch 

chiết (M, Y, B) đều được cô đặc trước khi làm thí 

nghiệm. 

2.2.2 Phương pháp xác định hàm hượng phenol 

tổng (TPC) 

Cao khô thu được được hòa tan trong nước cất. 

Lấy 20 µL dịch chiết cho vào 100 µL Folin 

ciocalteu (FC) và trộn đều trong 5 phút, sau đó 

thêm 80 µL Na2CO3 (2%) vào. Sau đó, mẫu để 

trong tối ở nhiệt độ phòng trong 60 phút. Sau đó, 

các dịch chiết được đo ở bước sóng 765 nm 

(Synergy HT, BioTek Instruments). Đối với 

đường chuẩn, gallic acid được pha loãng ở các 

nồng độ khác nhau (31,25; 62,5; 125; 250 µg/mL). 

TPC được xác định theo gallic acid (GAE) bằng 

công thức sau: 

TPC = (c x V) / m 

Trong đó: 

TPC: tổng hàm lượng phenol tính bằng mg GAE/g 

c: nồng độ gallic acid phân bố từ đường chuẩn 

mg/mL 

V: thể tích dịch chiết (mL) 

m: khối lượng của dịch chiết (g) 

2.2.3 Phương pháp xác định thành phần  

Để sàng lọc thành phần hoá học dịch chiết, 

phương pháp sắc ký lỏng-khối phổ được sử dụng. 

Mẫu thử được đưa vào máy Agilent 6475 triple 

quadrupole LC/MS (Agilent, Mỹ). Dựa vào việc 

phân tách các chất kết hợp với trọng lượng phân 

tử, một số chất được phát hiện. 

2.2.4 Phương pháp xác định chất ức chế đối với 

tyrosinase 

Khả năng ức chế tyrosinase được thực hiện theo 

phương pháp và hoá chất theo Aldrich-Sigma 

(Mỹ). Trong đó, kojic acid được sử dụng làm chất 

đối chứng để xác định hoạt tính ức chế tyrosinase. 

20 µL đệm thử nghiệm tyrosinase pha loãng được 

thêm vào các giếng được đánh dấu là mẫu (S), 

kiểm soát chất ức chế (IC), tương ứng là kojic acid 

và gallic acid. Đối với mỗi giếng, thêm 50µL dung 

dịch tyrosinase có chứa 48µL dung dịch đệm 

tyrosinase và 2µL tyrosinase. Hỗn hợp phản ứng 

được trộn đều và ủ trong ở 25 °C/10 phút. Sau đó, 

chuẩn bị 30 µL dung dịch cơ chất bao gồm 23 µL 

đệm thử nghiệm tyrosinase, 2 µL chất nền 

tyrosinase và 5 µL chất tăng cường tyrosinase. 

Dung dịch này được trộn đều và thêm vào từng 

giếng. So màu ở bước sóng 510nm, 30 - 75 phút. 

Phần trăm ức chế tyrosinase tương đối được tính 

theo công thức sau: 

% ức chế tyrosinase = [Độ dốc của đường ức chế 

tyrosinase của chất kiểm soát ức chế - Độ dốc của 

đường ức chế tyrosinase của mẫu thử] / Độ dốc 

của đường ức chế tyrosinase của chất kiểm soát 

chất ức chế x100 

2.2.5 Phương pháp bào chế vi nang chứa dịch 

chiết 

Phương pháp tạo vi nang theo một số nghiên cứu 

trước [10]. 5 g bột Na-alginate hòa tan trong 100 

mL nước cất để tạo thành dung dịch Na-alginate 

(5%). Sau đó, 4 mL dịch chiết được thêm vào 6 

mL dung dịch Na-alginat và trộn đều. Dung dịch 

CaCl2 (0,1 M) được chuẩn bị bằng cách hòa tan 

1,11g CaCl2 trong 100mL nước cất (có thể thêm 
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tween 80, nếu cần, để giảm sức căng bề mặt của 

dung dịch tạo keo, ngăn viên nang bị vỡ hoặc hòa 

tan trong khi các giọt của hỗn hợp dịch chiết và 

Na-alginate (5%) được nhỏ vào dung dịch CaCl2. 

Các nang thu được đem sấy 50oC để bảo quản. 

2.2.6 Phân tích thống kê 

Tất cả các phân tích được thực hiện ít nhất trong 

ba lần và các kết quả thống kê được trình bày dưới 

dạng giá trị trung bình ± SD. Tập dữ liệu thử 

nghiệm được phân tích bằng Microsoft excel 

2016. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Xác định tổng hàm lượng polyphenol trong 

các dịch chiết xuất khác nhau 

Kết quả tổng hàm lượng phenol (TPC) trong dịch 

chiết lá C. fragrans được biểu thị bằng đương 

lượng gallic acid (mg GAE / g DW) và được tính 

toán từ phương trình hồi quy y = 0,0045x-0,07. 

Như thể hiện trong hình 1, độ tuyến tính của 

đường chuẩn và các giá trị phân tán dẫn đến hệ số 

xác định cao (R2 = 0,9924). Kết quả này giúp cho 

việc định lượng được chính xác. 

 

 

 

 

 

Hình 1. Đường chuẩn của Gallic acid 

TPC của (M) là 5 ± 0,22 mg GAE / g cao hơn TPC 

của chiết xuất ethanol được báo cáo là 3,21 mg 

GAE / g trước đây [3]. Hơn nữa, các nghiên cứu 

gần đây, tổng hàm lượng phenol bị ảnh hưởng bởi 

các dung môi chiết xuất khác nhau hoặc hỗn hợp 

dung môi với tỷ lệ khác nhau [11, 12]. TPC trong 

dịch chiết (Y) được xác định là 18 ± 0,0031 mg 

GAE / g. Đối với B, nồng độ TPC thu được từ 

đường chuẩn là 41 ± 0,0028 mg GAE / g trọng 

lượng khô. Thành phần phenol trong các phân 

đoạn thu được cao hơn so với chiết xuất methanol 

(M), cho thấy có rất nhiều phenol trong Y và B 

không bị bay hơi. Sản lượng các thành phần 

phenol thu được từ chiết xuất methanol bị ảnh 

hưởng bởi các dung môi khác nhau nhưng nhiệt 

độ, pH, thời gian chiết xuất,…[13]. 

3.2. Kết quả xác định thành phần  

Do phần dịch chiết (B) có hoạt tính cao nhất nên 

được dùng để xác định thành phần trong 

polyphenol tổng. Với sự kết hợp giữa khả năng 

phân tách chất của sắc ký lỏng và khả năng cho 

biết trọng lượng phân tử hay số khối của khối phổ 

bằng cách sử dụng chế độ quét. Kết quả như trong 

bảng 1. Dựa vào phân tích sắc ký lỏng – khối phổ, 

gallic acid và 1-O-(E)-caffeoyl-4,6-di-O-galloyl-β-

D-glucopyranose được sàng lọc. 1-O-(E)-caffeoyl-

4,6-di-O-galloyl-β-D-glucopyranose là 1 tannin 

thuỷ phân ngoài gallic acid. Như vậy, dịch chiết C. 

fragrans có các thành phần có hoạt tính sinh học 

nên cần được quan tâm. Hiện nay, trong nước 

cũng như trên thế giới, các nghiên cứu về C. 

fragrans còn quá ít.   

Bảng 1. Kết quả sắc ký lỏng – khối phổ 

STT Thời gian lưu ʎmax M.W MS
+
 Tên chất 

1 8,547 201,1; 232;19; 326,21 Chưa xác định 824,63 Chưa xác định 

2 10,253 215,03; 271,40; 357,71 Chưa xác định 828.75 Chưa xác định 

3 10,970 244,55; 314,90 170,12 226,00 Gallic acid 

4 13,673 243,81; 326,19 484,40 475,97 

1-O-(E)-caffeoyl-4,6-

di-O-galloyl-β-D-

glucopyranose 

5  244,14; 326,46 Chưa xác định 586,45 Chưa xác định 
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3.3. Kết quả xác định ức chế đối với tyrosinase 

Kết quả xác định khả năng ức chế tyrosinase 

(Hình 2), tỷ lệ phần trăm ức chế tương đối của (B) 

và gallic acid được tính lần lượt là 17,29% và 

75,94%. Sự ức chế tương đối dựa trên độ dốc của 

phương trình hồi quy của kiểm soát chất ức chế, 

mẫu, gallic acid được biểu thị bằng y = 0,0133x-

0,1325 (R2 = 0,982), y = 0,011x-0,2095 (R2 = 

0,9912) và y = 0,0032x + 0,0037 (R2 = 0,976), 

tương ứng. Giá trị IC50 được sử dụng làm nồng độ 

của chất ức chế để biểu thị độ mạnh của chất ức 

chế, IC50 của mẫu và chất kiểm soát chất ức chế 

(kojic acid) và gallic acid được xác định theo thứ 

tự tương ứng là 64,47 ± 0,06 µg / mL, 47,54 ± 

0,06 µg/mL và 155,97 ± 1,31 µg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của các hợp chất polyphenol 

chiết xuất từ C. fragrans đối với hoạt động ức chế 

tyrosinase 

Thông thường, giá trị IC50 thấp hơn thì hoạt động 

ức chế tyrosinase càng cao, do đó, IC50 của chiết 

xuất lớn hơn IC50 của kojic acid thì khả năng ức 

chế tyrosinase yếu hơn và được ước tính là bằng 

hai phần ba tác dụng kojic acid. Do đó, dịch chiết 

sẽ được tăng nồng độ để có nhiều hoạt tính hơn. 

Giá trị IC50 của gallic acid lớn hơn nhiều so với 

IC50 của mẫu C. fragrans và kojic acid. Sự ức chế 

hoạt tính tyrosinase của gallic acid rất yếu, phù 

hợp với các nghiên cứu trước đây [14]. Do đó, tác 

động ức chế tyrosinase trong dịch chiết là do các 

polyphenol khác, chứ không phải gallic acid. Các 

polyphenol tiềm năng trong dịch chiết sẽ được 

khai thác. 

3.4. Kết quả bào chế vi nang chứa dịch chiết 

Viên nhỏ hình cầu, kích thước 1,90 ± 0,09 mm. Vì 

tất cả các viên nang nhỏ đều có hình dạng hình cầu 

và kích thước đường kính tương tự nhau và bề mặt 

vỏ viên nang hơi nhẵn (Hình 3), do đó, kết quả tốt 

khi thực hiện phương pháp bao gói dịch chiết 

trong 3% Na-alginate.  

Những hạt này được làm khô ở nhiệt độ phòng. 

Các hạt này được đem định lượng để kiểm tra xem 

TPC của chiết xuất B có bị mất đi hay không sau 

khi thực hiện vi bao. Hàm lượng phenolic trong 

viên nang được tính theo lượng gallic acid (mg 

GAE / g DW) dựa trên đường chuẩn của gallic 

acid. TPC được tính bằng 0,21 ± 0,01 mg GAE / g 

trọng lượng khô / 1 vi nang. Do đó, nghiên cứu có 

thể đóng gói TPC trong vi bao. 

 

 

 

 

Hình 3. Các hạt nhỏ được thu thập từ quá trình vi 

nang. A) Quan sát 40X hiển thị các viên nang nhỏ 

dưới kính hiển vi soi nổi. B) Quan sát viên nang 

nhỏ bằng mắt thường 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu này đã tìm các phân đoạn có hàm 

lượng polyphenol, khả năng ức chế tyrosinase của 

dịch chiết lá của C. fragrans. Nghiên cứu tìm điều 

kiện để tạo vi nang chứa cao chiết dược liệu. Đặc 

biệt, dịch chiết được sàng lọc có gallic acid và 1-

O-(E)-caffeoyl-4,6-di-O-galloyl-β-D-

glucopyranose. Các nghiên cứu sâu về dược liệu 

này cần được nghiên cứu và phát huy để ứng dụng 

dược phẩm.  
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