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Tóm tắt 

Mục đích của nghiên cứu này là để xác định hoạt tính kháng oxy hóa in vitro của 

bốn cao chiết phân đoạn theo độ phân cực khác nhau của cây ngải cứu (Artemisia 

vulgaris) gồm có cao chiết n-hexan, chloroform, etyl axetate, và nước. Nghiên cứu được 

tiến hành bằng cách sử dụng hai thử nghiệm là DPPH (2,2 diphenylpicryl-hydrazyl) và 

thử nghiệm đánh giá năng lực khử sắt kali ferricyanide của bốn loại cao chiết phân đoạn 

ở các nồng độ khác nhau. Kết quả cho thấy, so với các phân đoạn khác, cao chiết etyl 

axetat và nước đã cho thấy có tiềm năng kháng oxy hóa vượt trội trong thử nghiệm DPPH. 

Trong khi đó ở thử nghiệm đánh giá năng lực khử sắt thì khi nồng độ của cao chiết phân 

đoạn tăng lên thì khả năng khử sắt cũng tăng theo. 

Từ khóa: cao chiết phân đoạn, DPPH, ngải cứu, phương pháp khử sắt 

Abstract 

INVESTIGATING THE ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF WORMWOOD 

EXTRACT FRACTIONS USING THE DPPH AND PFRAP METHODS 

The purpose of this study was to determine the in vitro antioxidant activity of four 

different fractions of Artemisia vulgaris (n-hexane, chloroform, ethyl acetate, and 

aqueous). Our research investigated at various concentrations using two primary 

models: the DPPH (2.2 diphenylpicryl-hydrazyl) assay and the potassium ferricyanide 

reducing power assay. In comparison to other fractions, ethyl acetate and aqueous 

extract demonstrated superior antioxidant potential in the DPPH assay. When 

determining the reducing ability, as the fraction concentration increases, the reducing 

power also increases. 

 

1. Đặt vấn đề 

Một phân tử tồn tại một hoặc nhiều electron chưa ghép đôi trong quỹ đạo nguyên 

tử của nó được gọi là gốc tự do, các gốc này được hình thành thông qua sự phá vỡ liên 
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kết hóa học, chẳng hạn như thông qua phản ứng oxy hóa khử (Lobo và nnk., 2010; Pham-

Huy và nnk., 2008). Một số gốc tự do không ổn định, chúng có thể cho hoặc nhận thêm 

điện tử, vì vậy chúng vừa có tính khử vừa có tính oxi hóa. Chúng thường có tác động xấu 

đến màng tế bào, axit nucleic, hoạt động của protein, có thể dẫn đến stress oxy hóa và tổn 

thương tế bào (Lobo và nnk., 2010). Điều này lâu dài làm phát sinh các bệnh khác nhau 

chẳng hạn như hội chứng suy hô hấp cấp tính, bệnh Alzheimer, tiểu đường và đặc biệt là 

ung thư (Reuter và nnk., 2010). Tuy cơ thể cũng có các cơ chế để trung hòa các gốc tự do 

này (Lobo và nnk., 2010), nhưng để thúc đẩy quá trình này nhanh hơn thì xu hướng hiện 

nay trên thế giới là đẩy mạnh việc tiêu thụ thực phẩm giàu chất chống oxy hóa. Hiện nay, 

nguồn tài nguyên của các hợp chất chống oxy hóa tự nhiên vẫn chưa được khám phá đầy 

đủ, nên nhu cầu về khám phá hoạt tính kháng oxi hóa của các hợp chất tự nhiên vẫn rất 

cần được nghiên cứu.  

Chi Artemisia là một trong những chi chứa nhiều loài nhất và có độ phân bố rộng 

rãi nhất trong họ Cúc (Compositae) (Wright, 2002). Artemisia vulgaris, tên thường gọi 

là Ngải cứu, được tìm thấy lần đầu tiên ở Châu Âu và hiện đã xuất hiện ở rất nhiều nơi 

trên thế giới (Barney và nnk., 2003). A. vulgaris được sử dụng rộng rãi trong các sản 

phẩm thương mại vì có mùi hương nồng nàn và vị đặc trưng, cay và đắng. Trong y học 

cổ truyền, ngải cứu được dùng để điều trị một số bệnh và trị các triệu chứng như ho, 

cảm lạnh, mụn nhọt, và chủ yếu là cầm máu (chữa lành vết thương hoặc điều hòa kinh 

nguyệt). Ngải cứu đã được phát hiện là có nhiều hoạt tính sinh học đa dạng, bao gồm 

các hoạt tính kháng viêm, kháng u, chống co thắt, kháng khuẩn, chống sốt rét, kháng 

nấm và chống oxy hóa (Abiri và nnk., 2018). Để tìm ra cơ chế liên quan giải thích cho 

những đặc tính này, một số đặc điểm về hóa thực vật của ngải cứu đã được nghiên cứu 

và xác định. Các hợp chất hiện diện nhiều nhất trong tinh dầu là thujone, 1,8-cineole, 

borneol và camphor, nhưng các thành phần và sản lượng rất khác nhau giữa các nghiên 

cứu, phụ thuộc rất nhiều vào các yếu tố địa lý (Abiri và nnk., 2018). Các nghiên cứu về 

thành phần hóa học trên toàn cây ngải cứu cho thấy ở loài này nhóm hợp chất hiện diện 

chủ yếu là nhóm flavonoid và axit phenolic (Ekiert và nnk., 2020). Các hợp chất này đã 

được chứng minh là có khả năng kháng oxy hóa tốt trong các loại mô hình thí nghiệm 

khác nhau (Heim và nnk., 2002; Hernández và nnk., 2009).  

Một số các nghiên cứu trước đây về đặc tính chống oxy hóa của ngải cứu tập trung 

nhiều vào tinh dầu của cây này. Cao chiết xuất thô của ngải cứu bằng các phương pháp 

khác nhau bao gồm chiết cổ điển, chiết siêu âm, chiết soxhlet được phát hiện là có hiệu 

quả cao trong việc loại bỏ các gốc DPPH có giá trị EC50 ở 22,2 ± 0,3μg/ml; 26,5 ± 

0,1μg/ml; 28,1 ± 0,1μg/ml, tương ứng (Karabegović và nnk., 2011). Một số nghiên cứu 

cũng so sánh tiềm năng kháng oxy hóa giữa chiết xuất metanol và tinh dầu của ngải cứu. 

Nhóm nghiên cứu rút ra kết luận rằng chiết xuất metanol có hoạt tính kháng oxy hóa mạnh 

hơn nhiều so với tinh dầu (Pandey và nnk., 2017). Mặc dù vậy, nghiên cứu về khả năng 

kháng oxy hóa của phân đoạn có độ phân cực khác nhau từ cây ngải cứu vẫn chưa được 

thực hiện do đó nghiên cứu này đã được tiến hành. 
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2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên liệu và chuẩn bị nguyên liệu 

Dịch chiết metanol thô của ngải cứu (Ly và nnk., 2020) được pha với nước và phân 

đoạn với các dung môi theo độ phân cực tăng dần, từ n-hexan tiếp theo là chloroform 

(CHCl3) và sau đó bằng etyl axetat (EtOAc) và cuối cùng là nước. Hexan, CHCl3, EtOAc 

và chiết xuất dạng nước được cô đặc bằng cách sử dụng máy cô quay chân không để tạo 

ra các phân đoạn tương ứng. 

2.2. Phương pháp DPPH (2,2 diphenylpicryl-hydrazyl) 

DPPH là một gốc tự do ổn định điển hình với 1 điện tử tự do làm cho dung dịch 

DPPH thay đổi màu sắc, từ vàng nhạt đến tím đậm, có độ hấp thụ mật độ quang mạnh ở 

bước sóng 517nm (Kedare và nnk., 2011). Do đó, việc đánh giá độ hấp thụ của chất này 

có thể gián tiếp khảo sát khả năng chống oxy hóa của dịch chiết. Cao chiết ở các nồng độ 

khác nhau (0 đến 200 µg/mL) được thêm vào dung dịch DPPH 0,3mM, ủ ở 37oC trong 

30 phút, trong điều kiện tối. Độ hấp thụ OD được ghi nhận ở bước sóng 517nm. Vitamin 

C được sử dụng làm chất chuẩn, dung môi được sử dụng làm mẫu chứng âm. Phần trăm 

đo khả năng trung hòa gốc tự do DPPH được xác định theo công thức sau: 

% Trung hòa gốc tự do DPPH = [(A0 - As)/A0] 

Trong đó, A là độ hấp thụ của mẫu trắng và As là độ hấp thụ của mẫu. 

 2.3. Phương pháp đánh giá năng lực khử sắt 

Năng lực khử của cao chiết được đánh giá thông qua khả năng khử kali ferricyanide 

(K3[Fe(CN)6]) để tạo thành kali ferrocyanide (K4[Fe(CN)6]), dẫn đến tạo thành dung dịch 

màu xanh lam. Trong bài nghiên cứu này chúng tôi áp dụng quy trình của thử nghiệm đã 

được mô tả trước đó với một vài sửa đổi nhỏ (Singh và nnk., 2012). Theo đó dung dịch 

phản ứng được chuẩn bị ngay trước khi sử dụng với 10ml đệm axetat (300mmol l, pH 

3,6), 1ml TPTZ (10mmol/l trong 40mmol/l HCl) và 1ml clorua sắt (20mmol/l), sử dụng 

ngay trong vòng 3 giờ. 10µl dung dịchTrolox (75% etanol) hoặc chiết xuất phân đoạn 

(nồng độ từ 0 đến 3200µg/ml) được thêm 240µl dung dịch phản ứng ở trên, ủ ở 37oC 

trong khoảng 5 phút sau đó tiến hành đo quang phổ hấp thụ ở bước sóng 593nm. 

2.4. Phương pháp phân tích số liệu 

Mỗi thử nghiệm được thực hiện ít nhất ba lần. Giá trị EC50 được tính bằng phần 

mềm Graphpad Prism phiên bản 9.0. Sự khác biệt đáng kể được xác định bởi giá trị p với 

giá trị p nhỏ hơn 0,001 (****), 0,01 (***), 0,1 (**) và 0,5 (*). Dữ liệu được trình bày 

dưới dạng trung bình ± sai số chuẩn của giá trị trung bình. 

 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

Thử nghiệm DPPH được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu để đánh giá khả năng 

kháng oxy hóa của hợp chất liên quan nằm sàng lọc sơ bộ chọn ra các hợp chất có tiềm năng. 
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Kết quả khảo sát thử nghiệm DPPH với các phân đoạn chiết mẫu được tổng hợp trong Hình 

1. Giá trị EC50 của các phân đoạn có sự dao động khá đáng kể theo ghi nhận trong bảng 1.  
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Hình 1. Hoạt tính kháng oxy hóa của các phân đoạn Ngải cứu  

đo bằng phương pháp DPPH 

Bảng 1. Giá trị EC50 của cao chiết phân đoạn ngải cứu bằng phương pháp DPPH 

Nhìn chung, việc tăng nồng độ của cao chiết hoặc vitamin C đều dẫn đến tăng tỷ lệ 

trung hòa gốc tự do DPPH. Đáng chú ý là kết quả chỉ ra rằng dung môi phân cực (etyl 

axetate và nước) có thể chứa nhiều hợp chất sinh học có tác dụng kháng oxy hóa nhiều 

hơn các hợp chất được chiết xuất từ dung môi không phân cực. Giá trị EC50 của cao chiết 

etyl axetate và của nước đo được trong nghiên cứu lần này cho thấy có giá trị tương đối 

cao hơn so với giá trị của dịch chiết metanol tổng số ở một nghiên cứu trước đó của nhóm 

chúng tôi (Giá trị EC50 là 145,10 ± 6,34μg/ml cho cao chiết methanol thô) (Ly và nnk., 

2020), do đó các phân đoạn có thể chứa lượng hợp chất có hoạt tính sinh học kháng oxy 

hóa lớn hơn so với dịch chiết thô. 

Khả năng khử của một hợp chất cũng được xem xét là một tiêu chí tham khảo về 

khả năng kháng oxy hóa của hợp chất đó. Kết quả của thí nghiệm khảo sát khả năng khử 

của các cao chiết phân đoạn (PFRAP) đã được ghi nhận tại hình 2. 

Tên chất Giá trị EC50 (µg/mL) 

Vitamin C 6,39 ± 0,42 

Phân đoạn n-Hexan 461,40 ± 73,98 

Phân đoạn chloroform > 500 

Phân đoạn Etyl axetate 34,71 ± 2,92 

Phân đoạn nước 66,86 ± 4,68 
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Hình 2. Năng lực khử sắt các cao chiết phân đoạn từ ngải cứu 

Độ hấp thụ quang phổ tăng khi nồng độ dịch chiết tăng lên, điều này phản ánh rằng 

năng lực khử của các cao chiết tỷ lệ thuận với nồng độ của dịch chiết. Đáng chú ý, năng 

lực khử của phân đoạn cao nước là thấp nhất so với các phân đoạn khác, trong khi đó 

phân đoạn etyl axetate được ghi nhận có năng lực khử mạnh nhất. Một nghiên cứu khác 

cũng đã quan sát thấy sự khác biệt về dữ liệu giữa hai phương pháp. Giá trị EC50 của dịch 

chiết metanol thô của ngải cứu là 48,77 ± 0,11μg/mL, trong khi giá trị EC50 của tinh dầu 

ngải cứu là 63,82 ± 0,08μg/mL trong cùng thử nghiệm DPPH. Mặt khác, đối với năng lực 

khử sắt, giá trị EC50 của cao chiết methanol thô và tinh dầu lần lượt là 296,44 ± 0,50μg/mL 

và 380,43 ± 0,46μg/mL (Pandey và nnk., 2017).  

Tóm lại, trong số bốn phân đoạn khác nhau, chiết xuất ethyl acetate và chiết xuất 

nước cho thấy có nhiều tiềm năng kháng oxy hóa hơn trong phản ứng trung hòa gốc tự 

do DPPH. Trong thử nghiệm đánh giá năng lực khử thì khi tăng nồng độ của cao chiết 

phân đoạn chúng tôi nhận thấy năng lực khử của các phân đoạn của tăng theo tương ứng. 
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