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MỞ ĐẦU 

Hiện nay với xu hƣớng trở về thiên nhiên, việc sử dụng các chế phẩm từ hợp chất tự 

nhiên ngày càng gia tăng, những chế phẩm này phù hợp với quy luật sinh lý của cơ thể 

con ngƣời mà rất ít những tác động có hại [1]. Các hợp chất tự nhiên có hoạt tính sinh 

học nhƣ curcumin, flavonoid,…đƣợc tìm thấy trong thực vật và một số loại thực phẩm. 

Cơ thể con ngƣời không thể tự tổng hợp tất cả các loại vitamin, khoáng chất, chất 

chống oxy hóa,…mà cần thông qua chế độ ăn uống, bổ sung từ thực phẩm để cân bằng 

dinh dƣỡng, chống lại các gốc tự do. Vì vậy, các hợp chất tự nhiên có hoạt tính sinh 

học đang đƣợc các nhà nghiên cứu chuyên sâu xem xét để đánh giá tác động tới sức 

khỏe. Trong 20 năm trở lại đây, các hợp chất thiên nhiên này ngày đƣợc sử dụng rộng 

rãi và có hiệu quả trong sản xuất các thực phẩm chức năng (Functional Foods), chất bổ 

sung dinh dƣỡng (Food Supplements) hay thực phẩm dạng thuốc (Nutraceuticals) là 

các sản phẩm đƣợc sử dụng với mục đích nâng cao sinh lực, nâng cao sức khỏe con 

ngƣời, chống oxy hóa, chống lão hóa, tăng cƣờng miễn dịch, phòng và hỗ trợ điều trị 

bệnh tật, nâng cao tuổi thọ. Tuy nhiên, nhƣợc điểm chính là sự kém tan trong nƣớc của 

các thành phần hoạt tính trong các sản phẩm này, làm cho chúng khó đƣợc hấp thu vào 

cơ thể, sinh khả dụng thấp, dễ bị chuyển hóa trong hệ tiêu hóa, hiệu quả thấp nên 

không phát huy đƣợc dƣợc tính của các sản phẩm.  

Taxifolin ((2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-2,3-dihydrochromen-

4-on), còn đƣợc gọi là dihydroquercetin, là một flavonoid thuộc phân nhóm 

euflavonoid, đƣợc tìm thấy trong các loại thực vật nhƣ trái cây cam quýt, củ hành tây, 

hạt cây kế sữa, vỏ thông, trong đó hoạt chất đƣợc tách chiết với hàm lƣợng cao từ cây 

tùng Siberia (Larix sibirica) [2]. Taxifolin (TAX) có hoạt tính dƣợc lý rộng, bao gồm 

chống oxy hóa, bảo vệ mao mạch máu, chống viêm, bảo vệ dạ dày và gan, hạ lipit máu 

lợi tiểu; không gây đột biến tế bào, không thể hiện bất kỳ độc tính nào trong khi 

quercetin sở hữu các đặc tính gây đột biến và gây ung thƣ [2]. Tuy nhiên, cũng giống 

nhƣ các hợp chất tự nhiên khác, TAX tan kém trong nƣớc (1,16 mg/ml), sinh khả dụng 

của TAX tinh khiết 99% theo đƣờng uống chỉ đạt 0,49%, làm hạn chế đáng kể việc sử 

dụng nó trong thực hành lâm sàng [2]. Do đó, nhu cầu cấp bách là cần phát triển các 

phƣơng pháp giúp làm tăng độ tan trong nƣớc của TAX để nó có thể phát huy tối đa 

dƣợc tính vốn có của mình. Sự phát triển vƣợt trội của công nghệ nano trong thời gian 

gần đây đã tạo ra những bƣớc tiến đáng kể trong tất cả các lĩnh vực khoa học công 

nghệ, kĩ thuật và đời sống. Trong hóa lý, ngƣời ta thƣờng sử dụng các hệ mang dƣợc 
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phẩm kích thƣớc nano khác nhau cho chế tạo dƣới dạng micelle, liposome, 

polymersome, phytosome, nhũ tƣơng nano (nanoemulsion)…cho phép tăng độ phân 

tán của hợp chất tự nhiên trong nƣớc, tăng sinh khả dụng của chúng [3].  

Các nghiên cứu về phân tán mẫu nano TAX thể rắn với kích thƣớc tiểu phân nằm 

trong khoảng 119 – 201 nm cho thấy rằng TAX thực tế đƣợc giải phóng hoàn toàn 

trong dung dịch nƣớc với tốc độ giải phóng nhanh hơn 5 – 23 lần so với mẫu TAX ở 

dạng tự do (chỉ giải phóng đƣợc ~20 %), sự khác biệt này là do diện tích bề mặt tiếp 

xúc của TAX với môi trƣờng nƣớc ở mẫu nano lớn hơn rất nhiều so với mẫu ở dạng tự 

do có mức độ kết tập phân tử lớn. Nghiên cứu chỉ ra rằng, thời gian duy trì trạng thái 

phân tán có thể đƣợc kéo dài đáng kể (tối đa 3 giờ trở lên) với ~90% TAX đƣợc giải 

phóng bằng cách sử dụng các hệ nano vi nhũ tƣơng với kích thƣớc tiểu phân từ 10 – 20 

nm. Do đó, việc bao gói TAX sử dụng hệ mang lỏng dạng vi nhũ tƣơng 

(nanoemulsion) cũng nhƣ khi sử dụng hệ mang rắn ví dụ nhƣ β-cyclodextrin (β-CD) 

(dạng Glucose Oligomer) cho phép tăng sinh khả dụng qua đƣờng uống của nó nhờ cấu 

trúc nano giúp cải thiện khả năng hòa tan trong dung dịch nƣớc, và TAX có thể đƣợc 

giải phóng khỏi hệ mang (vỏ nhũ tƣơng, hoặc khoang bên trong β-CD) trong vài giờ, 

điều này giúp kéo dài sự tích tụ của TAX trong máu [2].  

Đặc tính quan trọng nhất của TAX có đƣợc trong việc bảo vệ tế bào là nhờ chủ yếu 

vào khả năng chống oxy hóa và trung hòa gốc tự do, vì vậy phép đo khả năng chống 

oxy hóa sẽ cung cấp thông tin hữu ích về hiệu quả sinh học của các chế phẩm nano. 

Theo các kết quả nghiên cứu đã công bố, mặc dù hoạt chất TAX đã đƣợc nghiên cứu 

rộng rãi trên thế giới nhƣng việc chế tạo các cấu trúc nano và khảo sát hoạt tính chống 

oxy hóa của TAX chƣa đƣợc nghiên cứu chuyên sâu tại Việt Nam, vì vậy lĩnh vực này 

vẫn đang thu hút sự quan tâm của các nhà nghiên cứu trong nƣớc. Ngoài ra, với mục 

đích đánh giá hiệu quả của các phƣơng pháp chế tạo nano, việc đo đạc, so sánh hoạt 

tính chống oxy hóa của các hệ nano TAX dạng rắn (sử dụng hệ mang β-CD) và hệ 

nano lỏng tự tạo nhũ tƣơng (self-nanoemulsifying drug delivery system - SNEDDS) hy 

vọng sẽ đem lại nhiều thông tin hữu ích cho cả mục đích nghiên cứu và ứng dụng thực 

tế của các hợp chất tự nhiên nói chung cũng nhƣ của hoạt chất TAX nói riêng. 

Dựa vào thực tế nghiên cứu, chúng tôi lựa chọn “Nghiên cứu chế tạo và đánh giá 

khả năng chống oxy hóa của hệ nano Taxifolin” làm đề tài cho luận văn.  
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Mục tiêu: Chế tạo hệ nano rắn và hệ vi nhũ tƣơng nano của hợp chất tự nhiên có 

hoạt tính sinh học là TAX, làm cơ sở và nguồn dữ liệu cần thiết góp phần trong việc 

chế tạo các hệ nano hợp chất tự nhiên khác. So sánh, đánh giá khả năng chống oxy hóa 

của các hệ nano đã chế tạo. 

Nội dung luận văn gồm ba phần chính: 

Chƣơng 1: Tổng quan 

Tổng quan lý thuyết về hoạt chất TAX. Tổng hợp tài liệu về một số hệ mang nano 

đƣợc sử dụng trong luận văn. Tổng quan về phƣơng pháp đo khả năng chống oxy hóa 

ABTS. 

Chƣơng 2: Thực nghiệm 

Trình bày phƣơng pháp tổng hợp chế tạo các hệ nano (hệ TAX – β-CD và hệ nhũ 

tƣơng nano TAX), các phƣơng pháp thực nghiệm khảo sát tính chất vi mô, và khảo sát 

đặc tính chống gốc tự do ABTS
*
 của các hệ nano chế tạo đƣợc. 

Chƣơng 3: Kết quả và thảo luận 

Phân tích, đánh giá chất lƣợng mẫu chế tạo khảo sát các yếu tố ảnh hƣởng đến hình 

dạng, kích thƣớc tiểu phân nano bằng kính hiển vi điện tử truyền qua độ phân giải cao 

(High – Resolution Transmission Electron Microscopy – HR-TEM), kỹ thuật tán xạ 

ánh sáng động DLS (Dynamic Laser Scattering), phƣơng pháp đo phổ hấp thụ UV-Vis 

đánh giá hoạt tính ức chế gốc tự do ABTS
*
 của các hệ nano chế tạo, từ đó đánh giá khả 

năng hoàn thành mục tiêu đề ra của đề tài và cuối cùng là tóm tắt các kết quả thu đƣợc 

sau đó đƣa ra nhận xét, kiến nghị và đề xuất hƣớng nghiên cứu tiếp theo. 
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CHƢƠNG 1: TỔNG QUAN 

1.1. Tổng quan về hoạt chất Taxifolin và hoạt tính sinh học nổi bật của nó 

1.1.1. Nguồn gốc 

Taxifolin còn đƣợc gọi là dihydroquercetin, là một flavonoid thuộc phân nhóm 

euflavonoid. TAX đƣợc tìm thấy nhiều trong dầu ô liu, nho, trong trái cây họ cam quýt 

và hành tây. Cùng với đó, nó cũng đƣợc tìm thấy trong các loài cây lá kim nhƣ thông 

rụng lá Siberia, Larix sibirica, Pinus roxburghii, Cedrus deodara và ở cây thủy tùng 

Trung Quốc, Taxus chinensis var. mairei. Nó cũng thu đƣợc từ chiết xuất silymarin từ 

hạt cây kế sữa và trong giấm ủ trong gỗ anh đào [2]. 

 

Hình 1.1: Nguồn gốc từ tự nhiên của TAX [2] 
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1.1.2. Cấu trúc hóa học 

Cấu trúc cơ bản của TAX (hình 1.2) bao gồm hai nhóm phenyl (vòng A và vòng B) 

đƣợc nối với nhau thông qua mạch ba carbon (vòng C). Cấu trúc chứa nhóm 3-

hydroxyl ở vòng C đƣợc nối với vòng B ở carbon-2. TAX là một pentahydroxyflavone 

chứa năm nhóm hydroxyl ở các vị trí 3-, 3'-, 4'-, 5- và 7. Tên IUPAC của TAX là (2R, 

3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5, 7-trihydroxy-2,3 dihydrochromen-4-one. Trọng 

lƣợng phân tử của TAX là 304,25 g/mol với công thức phân tử C15H12O7 [2]. 

 

Hình 1.2: Cấu trúc hóa học của TAX [2] 

1.1.3. Mối quan hệ cấu trúc – hoạt tính  

TAX có các đặc điểm cấu trúc chung của nhóm hợp chất flavonoid, ngoài ra còn 

đặc điểm riêng góp phần vào việc tăng hoạt tính chống oxy hóa của nó đó là nhóm –

OH ở vị trí B4’. Hoạt tính chống oxy hóa của một phân tử tăng lên khi số lƣợng nhóm 

hydroxyl gắn vào vòng thơm tăng lên. Salah và cộng sự đã chỉ ra rằng sự có mặt của 

nhóm 5 và 7-OH (hydroxyl) và nhóm chức 4-oxo trong vòng A và C chịu trách nhiệm 

cho tác dụng chống oxy hóa còn hai nhóm hydroxyl ở vị trí othor trong vòng B làm 

tăng tính ổn định [4]. Sự có mặt của liên kết đôi C2-C3 rất quan trọng đối với hoạt tính 

ức chế của flavonoid. TAX thiếu liên kết đôi C2-C3 nên rất dễ bị bất hoạt do hình 

thành liên kết hydro mạnh với các đại phân tử.  

1.1.4. Các nghiên cứu trên thế giới về hoạt tính sinh học của Taxifolin  

Trong vòng hơn 50 năm trở lại đây, gần 600 công trình nghiên cứu (chủ yếu tiến 

hành tại Nga) về các tác dụng sinh hóa của TAX đã đƣợc công bố. Về cơ bản, có thể 

khái quát các tác dụng đó vào ba nhóm khả năng: khả năng chống oxy hóa 

(antioxidant), kháng viêm (anti-inflammatory) và kháng vi sinh (antimicrobial). 
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Hình 1.3: Những tác dụng sinh hóa quan trọng của hợp chất TAX 

 

a) Khả năng chống oxy hóa 

Đa số các hợp chất thuộc nhóm phenol, đặc biệt là các flavonoid đều có khả năng 

chống oxy hóa nhất định nhờ vào sự có mặt của các nhóm -OH liên kết với cấu trúc 

vòng thơm [5]. Là một hợp chất thuộc nhóm flavonoid, TAX cũng đƣợc chứng minh 

khả năng chống oxy hóa khả quan [6]. Nghiên cứu của Kolhir và các đồng sự về khả 

năng chống oxy hóa và bảo vệ mao mạch trên chuột trắng cho thấy TAX có hiệu quả 

hơn 3,4 lần ở liều 100 mg/kg và 4,9 lần ở liều 300 mg/kg so với quercetin [7]. Một 

nghiên cứu khác cho thấy TAX giúp làm giảm các tổn thƣơng do stress oxy hóa trên tế 

bào vỏ não chuột, đƣợc giải thích theo cơ chế chống peroxy hóa lipid và bắt gốc tự do 

theo phƣơng pháp DPPH [8]. Trong một bài nghiên cứu gần đây, TAX còn thể hiện 

khả năng ức chế quá trình chết rụng tế bào và sản sinh gốc tự do nội bào của tế bào 

biểu mô sắc tố võng mạc (ARPE-19) gây ra bởi tác nhân oxy hóa H2O2 [9]. 

b) Khả năng kháng viêm 

Nghiên cứu của Gupta và cộng sự vào năm 1971 cho thấy TAX có hoạt tính kháng 

viêm khi làm giảm sự sƣng phù trên chi trƣớc của chuột trắng mắt đỏ albino [10]. Một 

nghiên cứu khác của Wang và cộng sự cho thấy TAX có tác dụng điều hòa sự kích hoạt 

của yếu tố nhân gây viêm NF-κB giúp làm giảm 42% và 62% tổn thƣơng do thiếu máu 

não cục bộ trên chuột thí nghiệm ở các liều tƣơng ứng 0,1 và 1,0 µg/kg [11]. Một 
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nghiên cứu gần đây vào năm 2018 còn chứng minh TAX có tính hiệu quả trong việc 

làm chậm quá trình loãng xƣơng trên cả mô hình thí nghiệm in vitro và in vivo bằng 

cách ức chế NF-κB và làm giảm biểu hiện của các gen liên quan tới quá trình hủy tế 

bào xƣơng nhƣ TRAP, Cathepsin K, Mmp-9, C-Fos và RANK [12]. 

c) Khả năng kháng vi sinh 

Hiện nay, tình trạng các vi khuẩn gây bệnh trở nên nhờn thuốc kháng sinh đang là 

một vấn đề nhức nhối của y học thế giới, đòi hỏi việc phát triển và đa dạng hóa những 

hợp chất kháng sinh mới. Nhóm các flavonoid nguồn gốc thực vật có khả năng kháng 

vi sinh thông qua cơ chế ức chế chức năng của màng tế bào, ngăn cản sự tổng hợp của 

các axit nucleic và làm tê liệt quá trình trao đổi chất của các vi sinh vật [13]. Một báo 

cáo vào năm 2015 cho thấy TAX ở các nồng độ khác nhau (0,5, 1,0, 2,0 và 5,0%) đều 

thể hiện đặc tính kháng vi sinh khi đánh giá trên các chủng vi khuẩn E.coli VL-163, tụ 

cầu khuẩn Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, trực khuẩn mủ xanh 

Pseudomonas aeruginosa 98 và M.luteus ATCC 10240 [14]. TAX cũng cho thấy tác 

dụng ức chế sự sinh sôi của chủng vi khuẩn gây sâu răng S.sobrinus với giá trị IC50 ở 

21,8 µg/ml [15]. Ngoài ra, một nghiên cứu gần đây cho thấy TAX cũng có tác dụng ức 

chế sự sinh sôi của chủng trực khuẩn lao M.tuberculosis H37Rv với nồng độ ức chế tối 

thiểu (MIC) < 12.5 µg/ml [16]. 

1.2. Một số phƣơng pháp chế tạo nano Taxifolin 

Một số phƣơng pháp giúp làm giảm kích thƣớc tiểu phân và sinh khả dụng thông 

qua đƣờng uống của các hợp chất có độ tan kém trong nƣớc nhƣ TAX chẳng hạn nhƣ 

tạo phức với cyclodextrin [17], phƣơng pháp sấy phun [17], nhũ tƣơng nano 

[18]…Trong luận văn này, để làm tăng độ tan trong nƣớc của dƣợc chất, tôi sẽ sử dụng 

phƣơng pháp tạo phức hợp giữa hoạt chất kém tan là TAX với β-CD tạo ra hệ phức 

nano rắn, đồng thời nano hóa TAX sử dụng hệ mang lỏng tự tạo vi nhũ tƣơng (Self-

nanoemulsifying drug delivery system - SNEDDS) với mục đích so sánh hệ nano nào 

đem lại lợi ích về đặc tính lý hóa, độ ổn định của hoạt chất trong hệ.  

1.2.1. β-cyclodextrin và phƣơng pháp tạo phức hợp với TAX 

1.2.1.1. Cấu trúc của β-CD [19] 

β-CD là một trong những cyclodextrin (CD) thuộc họ oligosaccharide mạch vòng 

với lỗ hổng trung tâm ƣa chất béo và bề mặt ngoài ƣa nƣớc. Trong ngành công nghiệp 



8 

dƣợc phẩm và mỹ phẩm, các CD chủ yếu đƣợc sử dụng nhƣ tác nhân tạo phức nhằm 

tăng khả năng hòa tan trong nƣớc của các loại thuốc hòa tan kém, tăng hoạt tính sinh 

dƣợc học và tăng độ ổn định của chúng. Có ba loại CD tự nhiên là α, β, γ-CD lần lƣợt 

tƣơng ứng với 6, 7, 8 đơn vị glucose, khác nhau về kích thƣớc mạch vòng và độ hòa 

tan (bảng 1.1) [20]. Trong các loại CD tự nhiên, β-CD đƣợc sử dụng trên thực tế nhiều 

hơn bởi đặc tính cấu trúc, kích thƣớc khoang và giá thành rẻ hơn. Phân tử -CD chứa 

số lƣợng hydro cho và nhận tƣơng đối lớn. -CD đƣợc mô tả đầu tiên bởi Villiers vào 

năm 1891. Phân tử -CD chứa bảy đơn vị -D-glucopyranose đƣợc liên kết bằng liên 

kết -1,4-glycoside (hình 1.4).  

Bảng 1.1: Một số đặc tính của α, β, γ-CD 

Loại 

CD 

Đƣờng kính 

khoang 

(Å) 

Khối lƣợng phân 

tử (g/mol) 

Độ hòa tan 

trong nƣớc 

(g/100 mL) 

α-CD 4,7-5,3 972 14,5 

β -CD 6,0-6,5 1135 1,85 

γ-CD 7,5-8,3 1297 23,2 
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Hình 1.4: Cấu trúc hóa học (trái) và kích thƣớc (phải) của -CD 

Phân tử -CD có hình dạng giống nhƣ hình nón cụt. Các nhóm chức hydroxyl (OH) 

định hƣớng ở mặt ngoài hình nón, trong đó những nhóm OH bậc một ở rìa hẹp của 

hình nón và những nhóm OH bậc hai ở rìa rộng hơn. Lỗ hổng trung tâm đƣợc bao bọc 

bởi khung carbon và nguyên tử oxy. Vị trí lỗ hổng hẹp của -CD có các nhóm OH bậc 

0,62 

nm 

1,54 

nm 

0,62 

nm 

1,54 

nm 
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một và đƣợc gọi là mặt thứ nhất. Ngƣợc lại, vị trí lỗ hổng rộng của -CD mang các 

nhóm OH bậc hai và đƣợc gọi là mặt thứ hai.  

Đƣờng kính mặt ngoài của phân tử β-CD là 1,54 nm, đƣờng kính lỗ hổng 0,60 – 

0,65 nm (hình 1.4). 

1.2.1.2. Độc tính của -CD 

Trên thực tế, sử dụng β-CD theo đƣờng uống không gây ra độc hại nào. Các phân 

tử thuốc bao gói trong khoang nội phân tử của β-CD đƣợc giảm thiểu tối đa các độc 

tính trên cơ thể do chỉ sử dụng với liều lƣợng thấp nhất, đồng thời hạn chế tiếp xúc với 

màng sinh học do đó tránh đƣợc những kích ứng tại chỗ [21]. 

1.2.1.3. Đặc tính tạo phức của -CD [19] 

Đặc trƣng đáng chú ý nhất của -CD là có khả năng tạo thành phức chất ở trạng 

thái dung dịch và rắn với một phạm vi rộng của các chất ƣa chất béo dạng rắn, lỏng, 

khí bằng hiện tƣợng tạo phức phân tử. 

-CD có khả năng bao các phân tử dƣợc chất ít tan vào trong lỗ hổng của nó bởi vì 

các nhóm OH trên phân tử -CD ở cả hai mặt sắp xếp ở mặt ngoài và mặt trong của lỗ 

hổng là môi trƣờng kỵ nƣớc, -CD có thể bắt lấy các phân tử dƣợc chất ít tan thích hợp 

vào lỗ hổng kỵ nƣớc trong môi trƣờng nƣớc. 

Trong các phức này, phân tử dƣợc chất ít tan đƣợc giữ trong lỗ hổng của -CD. Sự 

hình thành phức là sự phù hợp không gian giữa lỗ hổng của nó và phân tử dƣợc chất ít 

tan.  

Hoạt chất đƣợc giữ trong -CD dẫn đến sự thay đổi các tính chất hóa lý và sinh học 

của nó, đặc biệt, các tính chất chịu ảnh hƣởng nhiều hơn là tăng độ hòa tan trong nƣớc 

của các dƣợc chất không hòa tan tốt, sự ổn định của các dƣợc chất không bền chống lại 

những tác động phân hủy của quá trình oxy hóa, ánh sáng và nhiệt tia cực tím, kiểm 

soát tính dễ bay hơi và thăng hoa, phân tách vật lý các hợp chất không tƣơng thích, 

phân tách sắc ký, giảm mùi bằng cách giấu mùi, vị khó chịu và kiểm soát độ phóng 

thích của thuốc và hƣơng vị.  

1.2.1.4. Phƣơng pháp điều chế nano từ -CD bằng phƣơng pháp phối trộn 

(nghiền) 

Phƣơng pháp nghiền trộn là quá trình phân chia nguyên liệu thành các tiểu phân có 

kích thƣớc nhỏ. Trƣớc khi nghiền, nguyên liệu đƣợc làm khô bằng các phƣơng pháp 

phù hợp. 
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Dụng cụ nghiền trộn khá phong phú, trong quy mô phòng thí nghiệm thƣờng dùng 

các loại cối là dụng cụ dùng để nghiền mịn dƣợc chất. Về chất liệu có cối sứ để nghiền 

phần lớn các dƣợc chất khô giòn; cối thủy tinh để nghiền các dƣợc chất có màu, dễ bị 

oxy hóa; cối mã não để nghiền dƣợc chất rắn cần có độ mịn cao; cối sắt, đồng dùng để 

nghiền khối dẻo. Về hình dáng, phần lớn cối có hình bát để dễ nghiền, xúc và vét dƣợc 

chất ra khỏi cối. Khi nghiền trộn bằng cối chày cần chú ý chọn loại cối chày cho phù 

hợp với bản chất hóa học của dƣợc chất và khối lƣợng, nghiền trộn đúng động tác: phá 

vỡ, giã nhỏ sau đó mới tiến hành nghiền mịn. 

Để đảm bảo yêu cầu đồng nhất, ngƣời ta tiến hành trộn bột có khối lƣợng nhỏ, sau 

đó tăng dần. Quá trình trộn bột là quá trình phân tán tiểu phân giữa hai pha rắn nên khi 

tăng cƣờng độ khuấy trộn có thể làm tăng độ khuếch tán. Thời gian trộn là yếu tố quan 

trọng ảnh hƣởng đến sự đồng nhất của bột. Thời gian này phụ thuộc vào tính chất của 

từng loại bột, nhiều nghiên cứu cho thấy sau khi bột đã phân tán đồng nhất nếu kéo dài 

thời gian trộn sẽ làm ảnh hƣởng đến chất lƣợng. Thiết bị và cách trộn có ảnh hƣởng 

đến sự đồng nhất của bột. Do vậy trong sản xuất, ngƣời ta lựa chọn các loại máy trộn 

khác nhau theo dƣợc chất, quy mô và tính chất của nguyên liệu đƣợc phối trộn. 

1.2.2. Hệ nano tự nhũ hóa (Self-nanoemulsifying drug delivery system- SNEDDS) 

[22] 

1.2.2.1. Khái niệm hệ nano tự nhũ hóa 

Hệ nano tự nhũ hóa ( sefl-nano emulsifying drug delivery system –SNEDDS) là 

dạng tiền nano nhũ tƣơng hoặc dạng khan của nano nhũ tƣơng, chứa hỗn hợp đồng 

nhất của dầu, chất hoạt động bề mặt, chất đồng hoạt động bề mặt và dƣợc chất. Khi hòa 

trộn hệ tổ hợp này vào trong nƣớc chúng sẽ tự hình thành các vi nhũ tƣơng dạng dầu 

trong nƣớc (O/W). 

Khi đƣa vào cơ thể bằng đƣờng uống, SNEDDS tiếp xúc với dịch trong đƣờng tiêu 

hóa, dƣới tác động co bóp của dạ dày và nhu động ruột sẽ tự hình thành nhũ tƣơng có 

kích thƣớc giọt dầu cỡ nanomet. 
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Hình 1.5: Sơ đồ hình thành nhũ tƣơng nano bằng công thức SNEDDS [22] 

Việc chế tạo thành công hệ SNEDDS phụ thuộc vào sự hiểu biết thấu đáo về quá 

trình nhũ tƣơng hóa nano cũng nhƣ các đặc tính hóa lý và sinh học của các thành phần 

đƣợc sử dụng để chế tạo SNEDDS. Các yếu tố ảnh hƣởng đến hiện tƣợng tự nhũ hóa 

nano là: 

+ Bản chất hóa lý và nồng độ của pha dầu, chất hoạt động bề mặt và chất đồng nhũ 

hóa hoặc chất đồng hoạt động bề mặt hoặc chất hòa tan (nếu có);  

+ Tỷ lệ các thành phần, đặc biệt là tỷ lệ dầu-chất hoạt động bề mặt;  

+ Nhiệt độ và độ pH của pha nƣớc nơi sẽ xảy ra quá trình nhũ hóa nano; 

+ Các đặc tính hóa lý của thuốc, chẳng hạn nhƣ tính ƣa nƣớc/ƣa dầu, pKa và sự 

phân cực. 

1.2.2.2. Thành phần hệ nano tự nhũ hóa 

a) Dƣợc chất 

Dƣợc chất thuộc nhóm II và IV trong bảng phân loại sinh dƣợc học, thƣờng thân 

dầu, điểm nóng chảy thấp và liều thấp. 

b) Pha dầu 

Pha dầu là thành phần quan trọng trong công thức SNEDDs do các đặc tính hóa lý 

của dầu (thể tích phân tử, độ phân cực và độ nhớt) chi phối kích thƣớc giọt nhũ tƣơng 

nano, độ hòa tan và sinh dƣợc học của nhũ tƣơng nano. 

Dầu đƣợc lựa chọn cần có khả năng hòa tan tối đa dƣợc chất và tạo ra các giọt 

nano nhũ tƣơng kích thƣớc nhỏ. Các loại dầu có chuỗi hydrocarbon quá dài, nhƣ dầu 

thực vật (dầu đậu nành) hoặc chất béo trung tính chuỗi dài, rất khó để tự nhũ hóa, trong 
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khi các loại dầu có chiều dài chuỗi trung bình (triglyceride chuỗi trung bình) hoặc dầu 

có chuỗi ngắn nhƣ monoglycerid chuỗi trung bình và các este của acid béo (ethyl 

oleate), rất dễ tự nhũ hóa. 

Các chất béo trung tính chuỗi dài có khả năng cải thiện vận chuyển thuốc qua hệ 

bạch huyết ở ruột (tránh chuyển hóa qua gan lần đầu). Monoglycerid chuỗi trung bình 

và di-glyceride hòa tan các thuốc kỵ nƣớc tốt hơn và làm tăng tính thấm. Vì thế, khó có 

thể tìm đƣợc một loại dầu nào tối ƣu đƣợc cả khả năng tự nhũ hóa và vận chuyển 

thuốc. 

c) Chất hoạt động bề mặt 

Thƣờng sử dụng chất hoạt động bề mặt tan đƣợc trong nƣớc. Nồng độ của chất hoạt 

động bề mặt trong SNEDDS có ảnh hƣởng đáng kể đến kích thƣớc giọt của nhũ tƣơng 

nano. 

Nhóm chất hoạt động bề mặt đƣợc sử dụng rộng rãi nhất là nhóm chất không ion 

hóa: polysorbate (Tween), sorbitan ester (span), polyoxyl ( cremophor…), chất có giá 

trị HLB (hydrophilic lipophilic balance) từ 2-18, có thể sử dụng kết hợp với tá dƣợc 

dầu để tạo vi nhũ tƣơng. 

Nhiều chất hoạt động bề mặt không ion hóa nhƣ cremophor EL, có khả năng tăng 

tính thấm và hấp thu các loại thuốc. Một số chất hoạt động bề mặt có thể gây kích ứng 

niêm mạc đƣờng tiêu hóa và da ở nồng độ cao. Vì vậy trong xây dựng công thức nên 

lựa chọn sao cho nồng độ chất hoạt động bề mặt ở mức tối thiểu. 

d) Chất đồng nhũ tƣơng, đồng hoạt động bề mặt và chất hòa tan 

Chất đồng nhũ tƣơng, chất đồng hoạt động bề mặt hoặc chất hòa tan loại dƣợc 

phẩm nhƣ propylene glycol, PEG, ethanol, glycerol thƣờng đƣợc sử dụng trong 

SNEDDS nhằm các mục đích khác nhau, bao gồm: 

Tăng lƣợng thuốc đƣợc đƣa vào hệ SNEDDS; 

Điều chỉnh thời gian tự nano hóa của SNEDDS; 

Điều chỉnh kích thƣớc giọt của nhũ tƣơng nano. 

1.3. Phƣơng pháp đánh giá khả năng chống gốc tự do ABTS 

Hoạt tính chống oxy hóa là một trong những tiêu chí phổ biến và quan trọng nhất 

trong việc đánh giá sàng lọc thực phẩm và dƣợc liệu giúp phòng và chữa bệnh. Các 

dạng oxy hoạt động, bao gồm các gốc tự do và các ion chứa oxy nhƣ hydroxyl / OH
.
, 

peroxyl / ROO
.
, superoxide anion / O2

-
,... đƣợc sinh ra từ quá trình trao đổi chất có 

năng lƣợng cao và kém bền nên dễ dàng tấn công các đại phân tử nhƣ ADN, protein,... 
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gây biến dị, huỷ hoại tế bào, gây ung thƣ, các bệnh tim mạch, tiểu đƣờng, béo phì... và 

gia tốc sự lão hoá của cơ thể [23]. Vì vậy, việc bổ sung các chất chống oxy hóa giúp 

kiểm soát hàm lƣợng gốc tự do mang lại nhiều lợi ích tốt cho cơ thể nhƣ bảo vệ sự toàn 

vẹn của tế bào, ngăn ngừa đƣợc một số tai biến, làm chậm quá trình lão hoá cơ thể, bảo 

vệ chức năng gan, hạn chế các tác nhân gây viêm, bảo vệ chức năng của hệ thần kinh, 

giảm thiểu các tác nhân gây ung thƣ và điều trị bệnh Alzheimer, Parkinson [23]. 

Cho đến nay, đã có rất nhiều phƣơng pháp hóa phân tích đƣợc đƣa ra với mục đích 

đánh giá khả năng chống oxy hóa của các mẫu hóa dƣợc. Về cơ bản, có thể phân nhóm 

các phƣơng pháp trên dựa theo khuynh hƣớng tập trung vào một trong hai cơ chế hoạt 

động của chất chống oxy hóa: cơ chế chuyển nguyên tử hydro (Hydrogen Atom 

Transfer – HAT) và cơ chế chuyển điện tử (Electron Transfer – ET). Cơ chế HAT có 

thể đƣợc biểu diễn bởi phản ứng: 

ROO
.
 + AH/ArOH -----------> ROOH + ArO

.   
          (1.1) 

theo đó một nguyên tử hydro của chất chống oxy hóa (thƣờng là chất thuộc lớp 

phenol – ArOH) đƣợc chuyển sang gốc tự do không bền (thƣờng là gốc peroxyl ROO
.
), 

tạo thành ROOH và gốc aryloxy ArO
.
 bền hơn nhờ cấu trúc cộng hƣởng. Trong phản 

ứng (1.1), AH đóng vai trò là các phân tử sinh học trong cơ thể đƣợc bảo vệ bởi phân 

tử chất chống oxy hóa ArOH khỏi sự tấn công của gốc tự do. Điều này có nghĩa một 

chất chống oxy hóa hiệu quả cần phải có tốc độ phản ứng với gốc tự do nhanh hơn so 

với các phân tử sinh học để có thể bảo vệ chúng khỏi quá trình oxy hóa. Thực tế, phần 

lớn các phƣơng pháp dựa trên cơ chế HAT thƣờng sử dụng phép đo động học (kinetic 

method) để theo dõi sự cạnh tranh của chất chống oxy hóa cần đƣợc nghiên cứu với 

chất chỉ thị nền trong việc phản ứng với gốc tự do peroxyl đƣợc sinh ra từ sự phân hủy 

của một chất nguồn sinh gốc tự do, nổi tiếng nhất là phƣơng pháp ORAC (Oxygen 

Radical Absorbance Capacity) đƣợc phát triển bởi Cao. G và các đồng sự vào năm 

1993. Trong khi đó, các phƣơng pháp dựa trên cơ chế ET lại đánh giá tổng khả năng 

nhƣờng electron của chất chống oxy hóa để khử một chất chỉ thị (bao gồm gốc tự do, 

carbonyl hoặc ion kim loại). Một số phƣơng pháp tiêu biểu dựa trên cơ chế ET gồm 

phƣơng pháp đánh giá khả năng khử ion Fe
3+

, phƣơng pháp khử màu ABTS (ABTS 

decolorization assay), phƣơng pháp Folin-Ciocalteau. Với sự đa dạng và ƣu khuyết 

điểm đặc thù của từng phƣơng pháp, hiện tại vẫn chƣa có một phƣơng pháp nào đƣợc 

coi là “tiêu chuẩn vàng” để đánh giá toàn diện khả năng chống oxy hóa của một mẫu 

hóa dƣợc phẩm [23]. 
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Trong luận văn này, chúng tôi sử dụng phƣơng pháp ABTS đánh giá hoạt tính 

chống oxy hóa dựa trên sự khử gốc tự do cation 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-

6-suldonic acid) (ABTS
*
) có đỉnh hấp thụ UV-Vis đặc trƣng ở bƣớc sóng 734 nm. Để 

sinh ra dạng gốc tự do cation thì hợp chất ABTS cần đƣợc ủ với một chất oxy hóa 

mạnh nhƣ MnO2 hoặc K2S2O8 [24]. Khả năng chống oxy hóa của mẫu dƣợc chất đƣợc 

tính bằng sự sụt giảm tín hiệu quang của ABTS
*
 sau một khoảng thời gian cố định 

(khoảng 5 phút) và so sánh với nồng độ chất chuẩn Trolox cho kết quả tƣơng đƣơng. 

Phƣơng pháp này có nhƣợc điểm là sử dụng gốc tự do tổng hợp, không có trong cơ thể 

sống. Tuy nhiên, việc đánh giá tác dụng ức chế gốc tự do ABTS đƣợc thực hiện đơn 

giản, nhanh, cho kết quả ổn định, chi phí thấp, ngoài ra, còn có ƣu điểm là áp dụng 

đƣợc với cả chất chống oxy hóa ƣa nƣớc và kỵ nƣớc. Vì vậy, chúng thƣờng đƣợc dùng 

để sàng lọc tác dụng ức chế gốc tự do của các mẫu, từ đó định hƣớng cho các nghiên 

cứu tiếp theo. 

 

 



15 

CHƢƠNG 2: THỰC NGHIỆM 

2.1. Tổng hợp hệ nhũ tƣơng nano TAX 

2.1.1. Hóa chất và dụng cụ thực nghiệm  

Dung môi: ethanol 99,5%, nƣớc cất.  

Hóa chất: bột TAX (hàm lƣợng TAX ≥ 95%, tên thƣơng mại: flavitol) đƣợc chiết 

xuất từ cây tùng Siberia (Larix Sibirica) có xuất xứ từ nƣớc Nga, polyethylene glycol 

400 (PEG 400), polysorbate 80 (Tween 80) đƣợc cung cấp bởi hãng Sigma-Aldrich, 

lecithin đậu tƣơng 99% loại dƣợc phẩm của Parul Trading Co., Ấn Độ. 

Dụng cụ thiết bị: Cân phân tích, cốc thủy tinh, pipet, máy khuấy từ, nhiệt kế thủy 

ngân.  

2.1.2. Quy trình tổng hợp hệ nhũ tƣơng nano 

Hệ truyền dẫn thuốc tự tạo nhũ tƣơng nano chứa hoạt chất TAX (taxifolin loaded 

self-nanoemulsifying drug delivery systems - SNEDDS) đƣợc tạo nên bằng cách hòa 

tan TAX trong cồn tuyệt đối, tiếp theo sử dụng các chất hoạt động bề mặt là lecithin 

đậu tƣơng, PEG 400 và Tween 80. Quy trình tạo hệ nhũ tƣơng nano TAX đƣợc tiến 

hành theo ba bƣớc (hình 2.1) 

Bƣớc 1: lấy 10 g bột TAX 95% hòa tan trong 200 ml ethanol 99,5%, đun trong cốc 

500 ml, gia nhiệt 60
o
C, khuấy đều 400-500 rpm trên máy khuấy từ trong 60 phút đến 

khi tan hết. Tiếp theo bổ sung 15g lecithin đậu tƣơng vào dung dịch trên, khuấy đều 

trong 60 phút, hỗn hợp đƣợc tiếp tục rung siêu âm trong 60 phút, thu đƣợc dung dịch 

A. 

Bƣớc 2: pha 85 g hỗn hợp gồm Tween 80:PEG 400:nƣớc cất với tỉ lệ 2:1:1 theo 

khối lƣợng trong cốc 200ml, gia nhiệt lên 60
o
C khuấy đều 400-500 rpm trên máy 

khuấy từ trong 30 phút tạo hệ đồng nhất, thu đƣợc dung dịch B. 

Bƣớc 3: nhỏ giọt từ từ dung dịch B vào dung dịch A, gia nhiệt từ từ lên 80
o
C (tốc 

độ nâng nhiệt 2
0
C/phút), khi đạt nhiệt độ tiếp tục khuấy trong 4 giờ cho đến khi tạo 

thành hệ đồng nhất dạng gel màu nâu. Trong suốt quá trình chế tạo, hệ SNEDDS của 

hỗn hợp sẽ đƣợc đánh giá trực quan theo các mốc thời gian mỗi 30 phút một lần bằng 

cách pha loãng với nƣớc tinh khiết cho tới khi quan sát thấy dung dịch trong suốt, quá 

trình chế tạo kết thúc, sản phẩm thu đƣợc kí hiệu là G1. 
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Hình 2.1: Sơ đồ quy trình tổng hợp hệ nhũ tƣơng nano TAX 

2.2. Tổng hợp chế tạo hệ phức nano TAX – β-CD 

2.2.1. Hóa chất và dụng cụ thực nghiệm 

Mẫu phân tích: β-CD (hãng Sigma) có độ sạch 97%; bột TAX (hàm lƣợng TAX ≥ 

95%, tên thƣơng mại: flavitol) của Nga. 

Dung môi: ethanol 99,5%, nƣớc cất. 

Dụng cụ thiết bị: Cân phân tích, máy trộn, tủ sấy nhiệt. 

2.2.2. Quy trình tổng hợp hệ phức nano rắn 

Hệ nano rắn sử dụng β-CD làm vỏ bao hoạt chất TAX đƣợc tiến hành theo ba bƣớc: 

Bƣớc 1: cân 1g β-CD và 0,1g bột TAX (β-CD: bột TAX với tỉ lệ 10:1 theo khối 

lƣợng) trộn đều trong máy trộn trong thời gian 10 phút, thu đƣợc hỗn hợp A. 

Bƣớc 2: bổ sung ethanol 99,5% vào hỗn hợp A và nghiền trong 1 giờ bằng cối mã 

não, thu đƣợc hỗn hợp dạng ƣớt B. 

Bƣớc 3: làm khô hỗn hợp B bằng tủ sấy ở nhiệt độ 50
0
C, thu đƣợc bột khô C. 

Nghiền khô lại C bằng cối mã não để tạo đƣợc bột mịn. Sản phẩm thu đƣợc kí hiệu là 

G2 đƣợc bảo quản ở nhiệt độ phòng. 
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Hình 2.2: Sơ đồ quy trình tổng hợp hệ nano rắn TAX – β-CD 

2.3. Các phƣơng pháp nghiên cứu khảo sát tính chất vật liệu 

Đặc điểm hình thái học của các mẫu sau quá trình tổng hợp đƣợc khảo sát bởi các 

phép đo sau: phép đo hiển vi điện tử truyền qua độ phân giải cao (HR-TEM) dùng để 

kiểm tra hình thái cấu trúc vật liệu, phƣơng pháp đo DLS xác định kích thƣớc tiểu phân 

(KTTP) trung bình, độ đồng nhất của phân bố KTTP đƣợc biểu diễn bằng hệ số đa 

phân tán (polydispersity index - PDI), phép đo phổ hấp thụ tử ngoại – khả kiến (UV-

Vis) dùng để xác định hàm lƣợng hoạt chất DHQ có trong các mẫu chế tạo, độ ổn định 

của hoạt chất trong hệ và đánh giá hoạt tính ức chế gốc tự do ABTS
*
 mà hai hệ nano 

mang lại.  

2.3.1. Phƣơng pháp hiển vi điện tử truyền qua độ phân giải cao (HR-TEM) [19] 

Đặc điểm hình dạng, kích thƣớc của các tiểu phân nano trong hai hệ đã tổng hợp 

đƣợc xác định bằng cách đo HR-TEM (high-resolution transmission electron 

microscopy - kính hiển vi điện tử truyền qua độ phân giảo cao) JEM-2100 của hãng 

JEOL, Nhật Bản (hình 2.3) đƣợc đặt tại Viện Khoa học vật liệu – Viện hàn lâm khoa 

học và công nghệ Việt Nam. Mẫu G1 đƣợc hòa tan trong nƣớc, sau đó sấy khô bề mặt 

rồi đƣợc nhỏ trên lƣới đồng. Mẫu G2 đƣợc hòa tan trong ethanol 99,5%, sau đó rung 

siêu âm trƣớc khi đƣợc đặt lên lƣới đồng. 

HR-TEM là một thiết bị nghiên cứu vi cấu trúc vật rắn, sử dụng chùm điện tử có 

năng lƣợng cao chiếu xuyên qua mẫu vật rắn mỏng và sử dụng các thấu kính từ để tạo 

ảnh với độ phóng đại lớn (có thể tới hàng triệu lần), ảnh có thể tạo ra trên màn huỳnh 

quang, trên film quang học, hay ghi nhận bằng các máy chụp kỹ thuật số. 
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Ƣu điểm: Tạo ra ảnh cấu trúc vật rắn với độ tƣơng phản, độ phân giải cao, cung cấp 

đồng thời hình ảnh và thông tin nhiễu xạ của mẫu vật. HR-TEM cho ảnh thật của cấu 

trúc bên trong vật rắn nên đem lại nhiều thông tin hơn, đồng thời rất dễ dàng tạo ra các 

hình ảnh này ở độ phân giải tới cấp độ nguyên tử.  

Nhƣợc điểm: Giá thành của nó rất cao, đồng thời đòi hỏi các điều kiện làm việc nhƣ 

chân không cao, sự ổn định về điện và nhiều phụ kiện đi kèm. 

 

Hình 2.3: Máy đo TEM JEM – 2100 của hãng JEOL, Nhật Bản 

2.3.2. Phƣơng pháp tán xạ ánh sáng động DLS [25] 

KTTP là một trong những thông số cơ bản nhất của tiểu phân nano, là yếu tố xác 

định chính khả năng phân bố và lƣu giữ của các tiểu phân nano ở cơ quan đích. Phƣơng 

pháp tán xạ ánh sáng động (dynamic light scattering – DLS) là phƣơng pháp phổ biến 

nhất đƣợc sử dụng để xác định KTTP với kết quả thu đƣợc của phép đo thƣờng là 

KTTP trung bình của các lần đo lặp lại. 

Nguyên tắc của phƣơng pháp DLS là đo sự chuyển động Brown của các tiểu phân 

nano trong hỗn dịch và thể hiện mối liên quan đến vận tốc chuyển động của chúng 

thông qua hệ số khuếch tán D. Hệ số khuếch tán D phụ thuộc vào KTTP của các tiểu 

phân nano đƣợc thể hiện qua phƣơng trình Stokes-Einstein nhƣ sau: 

dkTD 3/      (2.1) 

Trong đó: D: Hệ số khuếch tán, k: Hằng số Boltzmann, T: Nhiệt độ, η: Độ nhớt môi 

trƣờng phân tán, d: đƣờng kính trung bình các hạt nano trong mẫu khảo sát 
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KTTP đƣợc định nghĩa là kích thƣớc của một hạt hình cầu khuếch tán tƣơng tự nhƣ 

các tiểu phân nano cần xác định kích thƣớc. Ngoài KTTP trung bình, phép đo này còn 

đƣa ra kết quả về độ đồng nhất của phân bố KTTP. Độ đồng nhất đƣợc biểu diễn bằng 

hệ số đa phân tán PDI. Giá trị PDI nằm trong khoảng 0,1 đến 0,25 chứng tỏ sự phân bố 

hẹp của KTTP, trong khi giá trị PDI lớn hơn 0,5 sẽ thể hiện một sự phân bố rộng của 

KTTP. 

Thiết bị thƣờng đƣợc sử dụng để đo KTTP của các tiểu phân nano là thiết bị 

Zetasizer của hãng Malvern và phân bố kích thƣớc theo cƣờng độ (Intensity Size 

Distributions) là kết quả chính thu đƣợc từ phƣơng pháp đo DLS. Các thông số cần 

thiết đối với phép đo này đó là độ nhớt và chỉ số khúc xạ của môi trƣờng phân tán. 

Trong luận văn này sử dụng máy đo Zetasizer Nano S90 của hãng Malvern 

Instruments, Vƣơng quốc Anh đƣợc đặt tại Viện Vật Lý, Viện Hàn lâm khoa học và 

công nghệ Việt Nam. 

 

 
 

 

 

Hình 2.4: Máy đo Zetasizer S90 của hãng Malvern Instruments (trái) và nguyên tắc 

hoạt động của nó (phải) 

2.3.3. Phƣơng pháp phổ hấp thụ tử ngoại – khả kiến (UV-Vis) [26] 

Phổ hấp thụ tử ngoại khả kiến UV-Vis là một phƣơng pháp hữu ích trong việc 

nghiên cứu tính chất quang của vật liệu, dựa trên khả năng hấp thụ một cách chọn lọc 

bƣớc sóng của vật liệu để xác định tính chất của chúng. Phổ hấp thụ biểu diễn sự phụ 

thuộc của hệ số hấp thụ α của vật liệu vào bƣớc sóng ánh sáng tới. Nguyên lý cơ bản 

của phép đo UV-Vis là chiếu một chùm ánh sáng đơn sắc có cƣờng độ I0 vào môi 

trƣờng chứa vật liệu có bề dày l (cm), nồng độ vật liệu trong môi trƣờng C (mol/l). Khi 

đó chùm tia này sẽ bị môi trƣờng hấp thụ một phần và truyền qua một phần, bằng cách 
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đo tín hiệu cƣờng độ ánh sáng truyền qua I nhờ hệ thống detector và phân tích tín hiệu 

sẽ cho ra dạng phổ là đƣờng phụ thuộc của hệ số hấp thụ vào bƣớc sóng tới I0. Cƣờng 

độ I của chùm tia truyền qua môi trƣờng tuân theo định luật Lambert-Beer:  

A=ɛlC     (2.2) 

Trong đó A là độ hấp thụ quang của vật liệu hay còn gọi là mật độ quang đƣợc tính 

bằng ln (I0/I), l là độ dày truyền quang (cm), C là nồng độ của mẫu (mol/l), ɛ là hằng số 

tỉ lệ hay độ hấp thụ quang riêng của từng mẫu đƣợc tính theo l/mol.cm, đại lƣợng I/ I0 

gọi là độ truyền qua T. 

Trong luận văn này, phổ UV-Vis đƣợc ghi lại trên thiết bị UV-Vis AvaSpec-

ULS2048x16 của hãng Avantes của Viện Vật Lý. 

 

Hình 2.5: Sơ đồ nguyên lý hệ đo phổ hấp thụ UV-Vis 1 chùm tia UV-Vis AvaSpec-

ULS2048x16 của hãng Avantes 

2.3.4. Xác định hàm lƣợng TAX trong các hệ nano 

Xây đựng đƣờng chuẩn của bột TAX 95%: cân chính xác khoảng 10g bột TAX 

95% hòa tan và vừa đủ bằng nƣớc cất vào bình định mức 100 ml, khuấy từ cho tới khi 

tan hết, thu đƣợc dung dịch gốc. Từ dung dịch gốc, tôi tiến hành pha loãng 5; 10; 12,5; 

20; 25; 50 lần bằng nƣớc cất thu đƣợc dãy dung dịch các nồng độ. Phƣơng pháp đo phổ 

hấp thụ UV-Vis giúp xác định độ hấp thụ tại bƣớc sóng đặc trƣng của hoạt chất TAX ở 

289 nm bằng máy đo quang phổ UV-Vis AvaSpec-ULS2048x16 của hãng Avantes (dải 

đo từ 200 – 1150 nm). 

Hàm lƣợng TAX trong hai mẫu nano chế tạo đƣợc xác định theo công thức: 

 
 

100
10

/%
6







ma

VDbA
klklH     (2.3) 

Trong đó: A: độ hấp thụ của mẫu nano tại λ=289 nm 

 a, b: hệ số trong đƣờng chuẩn tuyến tính của bột TAX 95%  
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 D: độ pha loãng nồng độ dung dịch 

 V: thể tích pha dung dịch ban đầu 

  m: khối lƣợng cân mẫu chế phẩm nano ban đầu 

Cân chính xác khoảng 100 mg mỗi mẫu nano G1 và G2 hòa tan và vừa đủ bằng 

nƣớc cất vào hai bình định mức 50 ml ghi tên từng mẫu, khuấy từ cho tới khi dung dịch 

đồng nhất, thu đƣợc dung dịch gốc. Từ mỗi dung dịch gốc đem pha loãng 10 lần, lần 

lƣợt thu đƣợc dung dịch khảo sát G1-D10, G2-D10 đem đo UV-Vis để xác định độ hấp 

thụ tại bƣớc sóng đặc trƣng của TAX ở 289 nm. Thay số liệu đo đƣợc vào công thức 

(2.3) sẽ tính toán đƣợc hàm lƣợng TAX trong từng mẫu nano G1, G2; đo ba lần (n=3) 

và lấy giá trị trung bình. 

2.3.5. Khảo sát độ ổn định của các hệ nano trong nƣớc cất 

Khảo sát độ ổn định của hai hệ nano chế tạo đƣợc: bằng cách theo dõi sự thay đổi 

cƣờng độ hấp thu của hai dung dịch có nồng độ là G1-D10 và G2-D10 tại bƣớc sóng 

289 nm theo thời gian bằng máy đo quang phổ UV-Vis và khảo sát kích thƣớc các tiểu 

phân nano khi phân tán trong nƣớc cất. Mục đích của các phép đo này là đánh giá sự 

tách pha trong các hệ nano. 

Đối với phép đo kích thƣớc tiểu phân, pha loãng hỗn hợp mẫu G1, G2 bằng nƣớc 

cất (tỉ lệ 1:200) cho đến khi dung dịch đồng nhất rồi cho vào cuvet polystyrene (loại 

dùng một lần) đƣợc kí hiệu lần lƣợt là KT1, KT2 (hình 2.6). Các nghiên cứu kích thƣớc 

tiểu phân đƣợc tiến hành ở nhiệt độ 25
0
C. Tất cả các phép đo đƣợc thực hiện với độ 

nhớt là 0,8872 cP, chỉ số khúc xạ của nƣớc là 1,330, mỗi phép đo đƣợc đo 3 lần đã 

đƣợc cài đặt trƣớc trong phần mềm đo. 

 

Hình 2.6: Mẫu đƣợc chuẩn bị đo kích thƣớc tiểu phân: KT1 (phải) và KT2 (trái) lần lƣợt của các mẫu 

nano G1, G2 khi phân tán trong nƣớc cất 
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2.4. Đánh giá khả năng chống gốc tự do ABTS của các hệ nano 

Xác định khả năng chống gốc tự do ABTS là phƣơng pháp dựa trên khả năng làm 

giảm độ hấp thụ của gốc tự do cation ABTS* bởi các hoạt chất có hoạt tính chống oxy 

hóa ở bƣớc sóng 734 nm. Cƣờng độ màu của ABTS* tỷ lệ nghịch với nồng độ chất 

chống oxy hóa và thời gian phản ứng. 

 

Hình 2.7: Phản ứng giữa gốc ABTS* và chất chống oxy hóa 

                  

Hình 2.8: Phổ hấp thụ UV-Vis của ABTS* 

2.4.1. Pha dung dịch thuốc thử và mẫu đo hoạt tính 

Pha dung dịch thuốc thử: lấy 5 ml dung dịch ABTS có nồng độ 7 mM cho phản ứng 

với 5 ml dung dịch K2S2O8 nồng độ 2,45 mM (tỉ lệ 1:1 theo thể tích), phản ứng diễn ra 
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trong bóng tối trong 12-16 giờ ở nhiệt độ phòng, thu đƣợc dung dịch hoạt hóa ABTS
*
 

(dung dịch Stock). Pha loãng dung dịch Stock bằng nƣớc cất đạt đến độ hấp thụ 

0,7±0,02 ở bƣớc sóng 734 nm [27, 28, 29] 

Pha dung dịch mẫu đo: Tiến hành cân và tạo thành các dãy nồng độ mẫu đo nằm 

trong giới hạn đo của máy đo UV-Vis để khảo sát đối với mẫu đối chứng dƣơng Trolox 

(38,8-388 µg/ml) là một chất tƣơng tự tan trong nƣớc của vitamin E đƣợc thƣơng mại 

hóa bởi Sigma-Aldrich, mẫu nano G1 (12,8-257,8 µg/ml), G2 (38,8-516,1 µg/ml), bột 

DHQ (48-480 µg/ml) nhƣ trong hình 2.9 

A 

 

B 

 

C 

 

 

D 

 

Hình 2.9: Dải nồng độ dung dịch của mẫu G1(A), G2 (B), Trolox (C) và bột DHQ (D) 

trƣớc khi cho thuốc thử ABTS
*
 phản ứng 

2.4.2. Tiến hành phản ứng xác định hoạt tính 

Lấy 20 µL chất chuẩn/mẫu thử/mẫu blank cho phản ứng với 2ml thuốc thử ABTS*, 

lắc đều và ủ ở nhiệt độ phòng trong bóng tối 5 phút, đo độ hấp thụ quang ở bƣớc sóng 

734nm (hình 2.9). Mẫu blank đƣợc thay bằng 20 µL nƣớc cất. 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Hình 2.10: Dãy nồng độ dung dịch của mẫu G1 (A), mẫu G2 (B), Trolox (C) và bột DHQ (D) 

khi cho thuốc thử ABTS* (mỗi nồng độ lặp lại 3 lần, n=3) 

2.4.3. Công thức tính 

Hoạt tính chống oxy hóa đƣợc xác định theo công thức: 

  % ức chế gốc tự do = 1001
734

734 











blank

sample

A

A
  [30] (2.4) 

Trong đó:  

sampleA734 : độ hấp thụ quang của mẫu chuẩn/ mẫu thử sau khi phản ứng với ABTS* tại 

bƣớc sóng 734 nm 

blankA734 : Độ hấp thụ quang của mẫu nƣớc cất sau khi phản ứng với ABTS* tại bƣớc 

sóng 734 nm 

Từ giá trị % ức chế gốc tự do và nồng độ mẫu dựng đƣợc đƣờng hồi quy tuyến tính 

có dạng y=ax+b với y là % ức chế gốc tự do, x là nồng độ chất chuẩn/thử (µg/ml), từ 
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đó tính đƣợc giá trị IC50 (khả năng ức chế đƣợc 50% gốc ABTS
* 

của mẫu). Giá trị IC50 

càng thấp tƣơng ứng với hoạt tính chống oxy hóa của mẫu thử càng cao và ngƣợc lại.  

Mỗi nồng độ thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần, kết quả thể hiện trong luận văn là trung 

bình của 3 lần lặp lại.  
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CHƢƠNG 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khảo sát các đặc tính vật lý của các hệ nano  

3.1.1. Kết quả đánh giá hình thái cấu trúc tiểu phân  

Cả mẫu G1 và mẫu G2 đã đƣợc chúng tôi đem đi chụp ảnh kính hiển vi điện tử 

truyền qua để khảo sát hình thái bề mặt, kích thƣớc tiểu phân cũng nhƣ cấu tạo tinh thể 

của vật liệu chế tạo đƣợc. Hình 3.1 là ảnh HR-TEM của mẫu dạng gel lỏng chế tạo 

đƣợc bằng phƣơng pháp SNEDDS với các độ phóng đại tăng dần từ hình (a) tới hình 

(e). Các vùng phóng đại đƣợc biểu diễn bằng các ô màu đỏ và vàng giống nhƣ trong 

hình (b), (c), (d), (e). Từ hình (a), (b) ta thấy xuất hiện một loại hạt vô định hình kích 

thƣớc tƣơng đối lớn, có khả năng là màng nhầy, điều này chúng tôi nghĩ tới việc xử lý 

mẫu trƣớc khi đo làm thành phần tá dƣợc kết dính tạo thành lớp màng nhầy. Khi phóng 

đại vùng phía trên của đám hạt này ta có thể thấy có các hạt nano hình cầu với kích 

thƣớc rất nhỏ khoảng 5-10 nm nằm phân bố khá đều trên và bên ngoài các hạt vô định 

hình trên.  

 

Hình 3.1: Ảnh HR-TEM của mẫu nhũ tƣơng TAX dạng gel lỏng (G1) với các độ 

phóng đại khác nhau 
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Hình 3.2: Ảnh HR-TEM của mẫu phức nano TAX – β-CD (G2) dạng bột với các độ 

phóng đại khác nhau 

Hình 3.2 là ảnh HR-TEM của mẫu G2 - mẫu phức nano TAX – β-CD dạng bột chế 

tạo đƣợc bằng phƣơng pháp nghiền trộn với các độ phóng đại tăng dần từ hình (a) tới 

hình (e). Các vùng phóng đại đƣợc biểu diễn bằng các ô màu đỏ và đen giống nhƣ 

trong hình (b), (c), (d). Từ hình (a) và (b) với độ phóng đại 25000 lần ta có thể thấy 

một đám với kích thƣớc chiều dài khoảng 2 μm với độ truyền qua khá tốt. Khi phóng 

đại vùng phía trên của đám hạt này ta có thể thấy có các hạt nano với kích thƣớc rất 

nhỏ nằm phân bố khá đều trên một vùng cấu trúc vô định hình. Kết quả này thấy rõ 

ràng hơn trong hình (e) với độ phóng đại lên đến 200K lần. Các hạt này đo đƣợc với 

kích thƣớc vào khoảng 2~10 nm.  

 

Hình 3.3: Ảnh HR-TEM với độ phóng đại 200k lần (a) và vùng phóng đại trên đỉnh của ảnh 

(b) 
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Để làm rõ hơn về cấu trúc tinh thể và kích thƣớc của các hạt nhƣ đã thảo luận ở 

trên, chúng tôi đã phóng đại vùng đỉnh của ảnh HR-TEM với độ phóng đại 200k lần. 

Có thể thấy rằng các hạt phân bố với kích thƣớc từ 2~10 nm nằm rải rác trên một vùng 

có cấu trúc vô định hình nhƣ các mũi tên màu đỏ trên hình 3.3(b). Hơn nữa, khi phóng 

đại ảnh TEM ta có thể thấy các đƣờng vân đƣợc cho là của cấu trúc 2D với độ dày nhỏ 

hơn 5 nm nhƣ đƣợc chỉ ra bởi các mũi tên màu vàng trên hình 3.3(b). Bên cạnh đó 

cũng xuất hiện các hạt nano có kích thƣớc 60-70 nm (hình 3.4). 

 

Hình 3.4: Ảnh HR-TEM của mẫu phức nano TAX – β-CD (G2) có hạt nano 60-70 nm 

3.1.2. Kết quả tính toán hàm lƣợng TAX trong các hệ nano 

Phép đo quang phổ UV-Vis xác định độ hấp thụ của dải nồng độ dung dịch của bột 

TAX 95% tại bƣớc sóng 289 nm đƣợc liệt kê chi tiết trong bảng 3.1, hình 3.5 và hình 

3.6:  
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Hình 3.5: Phổ hấp thụ UV-Vis tại λ=289 nm của dãy nồng độ TAX trong mẫu bột 

TAX 95% theo bƣớc sóng 

 

Hình 3.6: Đƣờng chuẩn tuyến tính của bột TAX 95% 
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Bảng 3.1: Giá trị độ hấp thụ tại λ=289 nm ứng với dải nồng độ TAX của bột TAX 95% 

Độ pha loãng 

(lần) 

Nồng độ TAX 

(µg/ml) 
Độ hấp thụ 

5 19,760 0,995 

10 9,880 0,504 

12,5 7,904 0,405 

20 4,940 0,253 

25 3,952 0,204 

50 1,976 0,101 

Độ hấp thụ tại bƣớc sóng 289 nm phụ thuộc tuyến tính theo dãy nồng độ TAX có 

phƣơng trình y=0,0502x+0,0053 (R
2
=0,9999). 

Trong lần thí nghiệm thứ nhất: dung dịch khảo sát G1-D10, G2-D10 sau khi đem đo 

quang phổ UV-Vis thu đƣợc giá trị độ hấp thụ tại bƣớc sóng 289 nm lần lƣợt là 

A1=0,987 và A2=0,893. Các tá dƣợc nhƣ PEG 400, Tween 80 trong mẫu G1 và β-CD 

trong mẫu G2 không làm ảnh hƣởng tới giá trị đỉnh hấp thụ của TAX trong hai mẫu 

chế tạo (hình 3.7). 

Mẫu 

G1-D10-

và tá 

dƣợc  
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Mẫu 

G2-D1 

và tá 

dƣợc 

 

Hình 3.7: Phổ hấp thụ UV-Vis tại λ=289 nm của hai mẫu nano G1, G2 khi pha loãng 

trong nƣớc tại nồng độ dung dịch 205,8 µg/ml (G1-D10, G2-D10) 

 

Thay các giá trị a=0,0502, b=0,0053, m=0,1029, D=10, V=50, A1=0,987 và 

A2=0,893 vào công thức (2.3) lần lƣợt tính toán đƣợc hàm lƣợng TAX kí hiệu H1, H2 

có trong mẫu G1, G2 tƣơng ứng là:  

 
 

%502,9100
1029,0100502,0

50100053,0987,0
/1

6





klklH  

 
 

%592,8100
1029,0100502,0

50100053,0893,0
/2

6





klklH  

Tƣơng tự cho hai lần thí nghiệm sau, kết quả hàm lƣợng TAX trong hai chế phẩm 

nano trung bình sau ba lần đo đƣợc thể hiện trong bảng 3.2: 

Bảng 3.2: Giá trị hàm lƣợng TAX trong hai mẫu chế phẩm nano TAX 

Số lần đo 
Hàm lƣợng TAX (%) có trong hai mẫu 

Mẫu G1 Mẫu G2 

1 9,502 8,592 

2 9,521 8,621 
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3 9,473 8,612 

Hàm lƣợng 

TAX trung 

bình (%) 

9,498 ± 0,254 

(chỉ số RSD=0,254) 

8,608 ± 0,172 

(chỉ số RSD=0,172) 

(Chỉ số RSD (Relative Standard Deviation) của hai mẫu đều < 5% cho biết kết quả đo 

đạt chỉ tiêu về độ lặp lại) 

3.1.3. Kết quả độ ổn định của hệ nano trong nƣớc cất 

3.1.3.1. Nồng độ TAX suy giảm theo thời gian 

Hai dung dịch G1-D10 và G2-D10 của lần lƣợt hai mẫu G1 và G2 đƣợc khảo sát độ 

ổn định bằng máy đo quang phổ UV-Vis trong 168 giờ đều thể hiện hấp thụ đặc trƣng 

của TAX ở bƣớc sóng 289 nm, cƣờng độ hấp thụ giảm dần tƣơng ứng với nồng độ 

TAX suy giảm theo thời gian (bảng 3.3) đƣợc tính từ phƣơng trình đƣờng chuẩn bột 

TAX 95% (hình 3.6). 

Bảng 3.3: Số liệu về độ hấp thụ và nồng độ TAX theo thời gian 

Thời gian 

(giờ) 

Mẫu G1  Mẫu G2  

Độ hấp 

thụ 

Nồng độ TAX 

(µg/ml) 

Nồng độ 

TAX (%) 

Độ hấp 

thụ 

Nồng độ 

TAX (µg/ml) 

Nồng độ 

TAX (%) 

24 0,987 19,556 100 0,893 17,683 100 

48 0,968 19,177 98,062 0,891 17,643 99,774 

72 0,948 18,779 96,027 0,887 17,563 99,321 

96 0,945 18,719 95,720 0,878 17,384 98,309 

168 0,891 17,643 90,218 0,851 16,846 95,267 

 

Đồ thị biểu diễn sự suy giảm nồng độ TAX theo thời gian ở hình 3.8, nồng độ TAX 

trong mẫu G1 suy giảm nhanh hơn so với mẫu G2. Trong 72 giờ, tỉ lệ suy giảm nồng 

độ TAX không đáng kể, vẫn còn trên 96% TAX ở mẫu G1, và 99% đối với mẫu G2. 

Tôi kéo dài thời gian khảo sát lên 168 giờ và kết quả nhận đƣợc cho thấy nồng độ TAX 

ở hai mẫu suy giảm rất ít so với thời điểm khảo sát ban đầu, còn khoảng 90-95% TAX 

trong lần lƣợt hai mẫu G1, G2.  
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Hình 3.8: Nồng độ TAX trong hai mẫu G1, G2 thay đổi theo thời gian 

3.1.3.2. Kích thƣớc tiểu phân nano phân tán trong nƣớc cất 

Khảo sát hai mẫu dung dịch KT1 và KT2 trong 72 giờ để đánh giá khả năng phân 

tán hạt nano trong nƣớc cất của hai mẫu chế tạo G1, G2 bằng máy đo kích thƣớc hạt sử 

dụng phƣơng pháp tán xạ laser động DLS, kết quả kích thƣớc tiểu phân nano thu đƣợc 

trong bảng là giá trị trung bình của ba lần đo. 

 

Bảng 3.4: Kích thƣớc hạt nano và chỉ số PDI khi phân tán trong nƣớc cất của hai mẫu 

Thời gian 

(giờ) 

               Mẫu khảo sát 

    KT1    KT2 

d (nm) PDI d (nm) PDI 

24 10,86 0,178 245,1 0,297 

48 10,89 0,175 249,8 0,249 

72 10,93 0,157 256,6 0,288 
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Thời 

gian 

(giờ) 

Mẫu KT1 Mẫu KT2 

24 

  

48 

  

72 

  

Hình 3.9: Sự thay đổi kích thƣớc tiểu phân nano phân tán trong nƣớc cất của hai mẫu 

KT1, KT2 trong 72 giờ 

Nhƣ vậy, hai mẫu chế tạo G1, G2 sau khi đƣợc phân tán trong nƣớc cất kí hiệu lần 

lƣợt là KT1, KT2 có các tiểu phân nano có kích thƣớc khác nhau. Kích thƣớc tiểu phân 
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nano trong mẫu G1 khoảng 10 nm, trong khi đó trong mẫu G2, kích thƣớc cỡ 245 nm, 

gấp gần 25 lần so với mẫu G1. Trong vòng 72 giờ khảo sát, kích thƣớc tiểu phân nano 

trong hai mẫu đều thay đổi không đáng kể, cho thấy sự ổn định khi phân tán chúng 

trong nƣớc cất. Kết quả này chứng tỏ hệ nano đã chế tạo ổn định theo thời gian. 

3.2. Kết quả đánh giá khả năng chống gốc tự do ABTS
 
của các hệ nano 

Sau 5 phút phản ứng giữa gốc tự do ABTS* và dãy nồng độ chất chuẩn Trolox/bột 

TAX/mẫu G1/mẫu G2, màu xanh của gốc ABTS* giảm dần từ nồng độ các chất thử 

cao tới thấp. Sự thay đổi màu của các mẫu đo sau khi phản ứng đƣợc ghi nhận bằng 

quang phổ hấp thụ UV-Vis tại bƣớc sóng đặc trƣng 734 nm của gốc ABTS* (hình 

3.10). Tỉ lệ ức chế gốc tự do ABTS* phụ thuộc tuyến tính với nồng độ các chất 

chuẩn/chất thử đƣợc biểu diễn trong hình 3.11. Từ phƣơng trình hồi quy, tôi tính toán 

đƣợc giá trị IC50 của từng mẫu đƣợc liệt kê trong bảng 3.5. 

Bột 

TAX 

95% 
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Mẫu G1 

 

Mẫu G2 
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Trolox 

 

Hình 3.10: Phổ hấp thụ UV-Vis tại λ=734 nm của các mẫu đo hoạt tính ức chế gốc tự 

do ABTS
*
 theo bƣớc sóng 

 

Bảng 3.5: Giá trị tỉ lệ ức chế gốc ABTS* tƣơng ứng với nồng độ các mẫu thử trong 

phản ứng chống gốc ABTS* 

Mẫu thử 

Nồng độ TAX (µg/ml) 
Tỉ lệ ức chế gốc tự do ABTS* (%) 

Bột 

TAX 

95% 

Mẫu 

G1 

Mẫu 

G2 
Trolox Bột TAX 95% Mẫu G1 Mẫu G2 Trolox 

48 12,9 38,8 38,8 7,692 4,690 5,306 7,754 

72 25,8 64,7 58,2 11,563 7,390 7,011 10,118 

120 38,7 129 97 15,578 11,606 15,727 16,407 

240 64,4 258,5 194 28,834 17,717 29,891 29,835 

480 128,9 516,2 388 49,927 31,265 57,271 57,825 

 257,8    57,982   

Phƣơng trình hồi quy 

y=ax+b 

y=0,096x+4,146 

(R
2
=0,9964) 

y=0,216x+2,702 

(R
2
=0,9978) 

y=0,109x+0,920 

(R
2
=0,998) 

y= 

0,143x+2,103 

(R
2
=0,9998) 

Giá trị IC50 (µg/ml) 474,034 218,465 446,989 333,538 
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     A 

 

      B 

 

        C 

 

         D 

 

Hình 3.11: Sự phụ thuộc tuyến tính giữa tỉ lệ ức chế gốc tự do (%) và nồng độ chất ức 

chế bột TAX 95% (A), mẫu G1 (B), mẫu G2 (C) và Trolox (D) 

 

Giá trị IC50 (µg/ml) về khả năng ức chế gốc tự do ABTS
*
 của bột TAX 95%, mẫu 

G1, mẫu G2 lần lƣợt là 474,034; 218,465 và 446,989 cho thấy mẫu G1 (nhũ tƣơng 

nano TAX) có hoạt tính ức chế gốc tự do mạnh hơn so với bột TAX tự do, mẫu G2 

(mẫu nano rắn TAX – β-CD) và cả chất đối chứng Trolox. Trong khi đó, hoạt tính ức 

chế gốc tự do của mẫu bột TAX tự do và mẫu G2 tƣơng đƣơng nhau và không ức chế 

mạnh nhƣ chất đối chứng Trolox (có IC50=331 µg/ml).  
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Hoạt tính chống oxy hóa, ức chế gốc tự do mạnh của TAX đƣợc tách chiết từ các 

loại thực vật khác nhau đã đƣợc nhiều nhóm nghiên cứu trên thế giới khẳng định. 

Nhóm nghiên cứu Trung Quốc, Zhou và cộng sự [31] sử dụng phƣơng pháp sắc ký 

lỏng hiệu năng cao – khối phổ (high performance liquid chromatography-mass 

spectrum/mass spectrum (HPLC-MS/MS) để xác định hàm lƣợng TAX (92,07%) đƣợc 

tách chiết từ Larix olgensis Henry var. Korean Nakai (phân bố nhiều ở miền Bắc Trung 

Quốc). TAX thu đƣợc thể hiện hoạt tính chống gốc tự do ABTS
*
 mạnh hơn chất đối 

chứng dƣơng là butylated hydroxytoluene (BHT) với giá trị EC50 (µg/ml) lần lƣợt là 

7,49 ± 1,11; 12,38 ± 2,63. Giá trị EC50 là nồng độ hiệu quả cần thiết để đạt đƣợc 50% 

khả năng ức chế gốc tự do. Một nhóm nghiên cứu khác cho thấy hoạt tính ức chế gốc 

tự do ABTS
*
 của TAX so với chất đối chứng dƣơng butylated hydroxyanisole (BHA) 

với giá trị IC50 (g/ml) lần lƣợt là 0,83 và 12,30 [31]. Dựa trên mối quan hệ cấu trúc-

hoạt tính, nhóm tác giả đã chứng minh rằng hoạt tính chống oxy hóa/chống gốc tự do 

phụ thuộc vào sự có mặt của các nhóm -OH. Cùng với đó, sự gia tăng số lƣợng nhóm -

OH và đặc biệt là ở vị trí para của vòng thơm giúp làm tăng hoạt tính. Bên cạnh đó, 

nhóm nghiên cứu Trung Quốc, Li và các đồng nghiệp đã báo cáo hoạt tính ức chế một 

số gốc tự do đáng kể của TAX [31]. Trong đó, hoạt tính ức chế gốc ABTS
*
 của TAX 

so với chất chuẩn Trolox có giá trị IC50 (µg/ml) tƣơng ứng là 4,6 và 11,4. Một nghiên 

cứu khác cho thấy hoạt tính ức chế một số gốc tự do khác nhau, trong đó giá trị IC50 

(µg/ml) để ức chế 50% gốc ABTS
*
 là 66,37 [31]. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Luận văn “Nghiên cứu chế tạo và đánh giá khả năng chống oxy hóa của hệ nano 

Taxifolin” đƣợc thực hiện tại Viện Khoa học vật liệu và Viện Vật lý – Viện Hàn lâm 

khoa học và công nghệ Việt Nam. Các kết quả chính đạt đƣợc trong luận văn đƣợc 

trình bày ngắn gọn nhƣ sau: 

- Hệ nhũ tƣơng nano TAX và hệ nano rắn phức hợp TAX – β-CD đã đƣợc chế tạo 

thành công bằng phƣơng pháp tự nhũ hóa SNEDDS và phƣơng pháp nghiền trộn. 

- Hàm lƣợng hoạt chất TAX trong mẫu nhũ tƣơng nano, mẫu nano phức hợp lần 

lƣợt là 9,498% và 8,608%. 

- Hoạt chất TAX trong cả hai hệ nano đều ổn định khi phân tán vào trong nƣớc 

cất. 

- Kích thƣớc tiểu phân trung bình trong mẫu nhũ tƣơng nano TAX, mẫu nano 

phức hợp TAX – β-CD khi phân tán trong nƣớc cất lần lƣợt khoảng 10 nm, 250 nm với 

chỉ số PDI nằm trong khoảng 0,1 – 0,2. 

- Bột TAX 95%, nhũ tƣơng nano TAX và mẫu nano phức hợp TAX – β-CD đều 

thể hiện hoạt tính ức chế gốc tự do ABTS
*
 với giá trị IC50 (µg/ml) lần lƣợt là 474,034; 

218,465; 446,989. Nhũ tƣơng nano TAX thể hiện hoạt tính ức chế gốc tự do ABTS
*
 tốt 

hơn cả so với chất đối chứng dƣơng Trolox (IC50 =333,538 µg/ml), trong khi đó, khả 

năng ức chế gốc tự do của bột TAX  95% và mẫu nano phức hợp TAX – β-CD tƣơng 

đƣơng nhau. 

 

KIẾN NGHỊ 

Qua các kết quả thu đƣợc trong luận văn, chúng tôi kiến nghị một số điểm cần phải 

phát triển tiếp nhƣ sau: 

Các hệ nano chế tạo đƣợc phân tán trong nƣớc cất cho thấy sự ổn định của các tiểu 

phân nano. Đƣờng tiêu hóa là đƣờng dùng thuốc phổ biến nhất do nó tiện dùng và gần 

với sinh hoạt tự nhiên của ngƣời sử dụng. Tuy nhiên, nó lại có bậc pH rất thay đổi (pH 

1-8) nên ảnh hƣởng tới hoạt độ của dƣợc chất trong các chế phẩm. Do đó, chúng tôi 

cần tiếp tục khảo sát độ ổn định in vitro của hoạt chất (nồng độ, kích thƣớc tiểu phân 

nano) trong các dung dịch đệm có pH khác nhau từ axit, trung tính tới bazơ để làm dữ 

liệu nghiên cứu độ ổn định cho các hoạt chất tự nhiên khác. 
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Trong luận văn này, chúng tôi đã khảo sát hoạt tính ức chế gốc tự do ABTS
*
, chúng 

tôi sẽ tiếp tục khảo sát hoạt tính này trên một số gốc tự do khác. 
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Tóm tắt 

Một số hợp chất flavonoid như quercetin, taxifolin được biết tới như thảo dược tự nhiên quý giá, có khả năng 

chống oxy hóa mạnh, giảm mỡ máu, ổn định huyết áp, hỗ trợ tim mạch. Tuy nhiên, phần lớn các hợp chất này 

thường khó tan trong nước, hạn chế việc hấp thu,do vậy việc chế tạo các hợp chất ở dạng nano sẽ khắc phục được 

nhược điểm của chúng. Báo cáo trình bày kết quả nghiên cứu chế tạo vật liệu nano dạng gel lỏng của hợp chất 

flavonoid tự nhiên chiết xuất từ cây Larix Sibirica. Tính chất của hệ nano được nghiên cứu bằng phép đo phổ hấp 

thụ UV-VIS, kích thước tiểu phân nano phân tán trong nước được đo bằng phương pháp tán xạ lazer DLS, hoạt 

tính chống oxy hóa (antioxidant activity) được đánh giá thông qua khả năng bắt gốc tự do 1,1-diphenyl-2-

picryhydrazyl  (DPPH). Kết quả nghiên cứu cho thấy các tiểu phân flavoloid dạng gel chế tạo được có kích thước 

cỡ 10nm, có khả năng phân tán trong nước được cải thiện đáng kể. Kết quả nghiên cứu mở ra triển vọng ứng dụng 

hấp dẫn của hợp chất này. 

Từ khóa: Flavonoid, antioxidant, DPPH. 

GIỚI THIỆU 

Larix Sibirica (Larix larch) là một loài thuộc 

chi Larix, giống cây lá kim, có chiều cao trung 

bình từ 40-50 m, là một cây chịu sương giá có 

nguồn gốc từ phía tây nước Nga. Larix Sibirica 

có giá trị trong công nghiệp và mỹ nghệ bởi chất 

lượng gỗ của chúng [5]. Hiện nay, loài cây này 

còn gây sự chú ý bởi quá trình tách chiết, phân 

lập tạo ra dược chất thuộc nhóm flavonoid, là 

một trong những hợp chất được đặc biệt quan 

tâm bởi các kết quả nghiên cứu cho thấy chúng 

có tác dụng to lớn đối với sức khỏe con người, 

nổi bật là khả năng chống oxy hóa, điều hóa quá 

trình chuyển hóa, chống lão hóa, làm bền thành 

mạch máu, làm giảm lượng cholesterol trong 

máu….Hiện nay, các chứng minh khoa học cho 

thấy sự gia tăng gốc tự do trong tế bào gây nên 

các vẫn đề bệnh tật như: xơ vữa động mạch, tiểu 

đường, ung thư…. 

Trong nghiên cứu phát triển thuốc, khó khăn 

lớn nhất là các dược chất thường hòa tan kém 

trong nước, làm hạn chế hấp phụ, sinh khả dụng 

thấp. Để đảm bảo tối đa hiệu quả thì phải nâng 

cao độ tan của dược chất. Các kỹ thuật được sử 

dụng như phân tán rắn, đồng kết tủa, đồng bay 

hơi, kết hợp polymer, hấp phụ bề mặt, tạo 

phức… để làm tăng độ tan của dược chất 

[3,6,8].  

Dựa trên kinh nghiệm nano hóa curcumin, 

chúng tôi tiến hành chế tạo flavonoid dạng bột 

có nguồn gốc tự nhiên, chiết xuất từ cây Larix 

Sibirica sang dạng nano. Với mục đích làm gia 

tăng khả năng phân tán các tiểu phân flavonoid 

trong nước ở mức nano mét nâng cao sinh khả 

dụng của chúng, trong nghiên cứu này chúng tôi 

tiếp tục sử dụng một số polymer thân nước, chất 

hoạt động bề mặt, hệ dung môi thích hợp để tiến 

hành phân tán các tiểu phân flavonoid ở kích 

thước nano, tiếp đến quá trình vi bọc để bảo vệ 

cấu trúc nano khỏi bị phá vỡ khi phân tán vào 

dung môi nước. Hệ nano flavonoid có khả năng 

tồn tại dưới dạng gel bền vững. Từ các kết quả 

đo phổ UV-VIS, kích thước tiểu phân nano, khả 

năng chống oxy hóa thông qua khả năng bắt gốc 

tự do DPPH cho thấy nano flavonoid dạng gel 

chế tạo giữ được cấu trúc hóa học, dược tính, 

hứa hẹn mở ra triển vọng trong thực tiễn. 

THỰC NGHIỆM 

Chế tạo hệ nano flavonoid: 

https://www.google.com.vn/search?q=chizhik+sergey+antonovich&tbm=isch&source=hp&sa=X&ved=2ahUKEwj_kpHmka_jAhWVBIgKHV5oCsgQsAR6BAgGEAE
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Hóa chất: Flavonoid 95% chiết xuất từ cây 

Larix Sibirica; nước khử ion; các hóa chất 

Soybean Lecithin 99%, Polyethylene Glycol 

(PEG 400), Ethanol 99.5
0
 và Polysorbate 80 

nguồn gốc từ Sigma-Aldrich.  

Chế tạo hệ nano flavonoid theo 3 bước như 

sau [1]:Bước 1: Lấy 8g flavonoid pha trong 

200ml Ethanol đun trong cốc 500ml, gia nhiệt 

60
0
C, khuấy đều trên máy khuấy từ trong 60 

phút. Tiếp theo bổ sung 15g Soybean Lecithin 

vào khuấy đều trong 60 phút, hỗn hợp được tiếp 

tục rung siêu âm trong 60 phút, ta được dung 

dịch A. Bước 2: Pha 85ml Polysorbate: PEG: 

Nước theo tỉ lệ 2:1:1, gia nhiệt lên 60
0
C khuấy 

đều trên máy khuấy từ trong 30 phút cho tan đều 

vào nhau tạo hệ đồng nhất, ta có dung dịch B. 

Bước 3: Cho nhỏ giọt từ từ dung dịch B vào 

dung dịch A, gia nhiệt từ từ lên 80
0
C (tốc độ 

nâng nhiệt 2
0
/phút), khi đạt nhiệt độ tiếp tục 

khuấy trong 4 giờ cho đến khi tạo thành hệ đồng 

nhất dạng gel. 

Phương pháp phân tích: 

Phổ hấp thụ của dung dịch nano flavonoid 

trong nước được đo đạc trên thiết bị Carry 50 

UV-VIS có độ phân giải 1nm. Mẫu đo được pha 

loãng trong ethanol với nồng độ phù hợp trước 

khi tiến hành đo phổ hấp thụ UV-VIS. 

Kích thước các tiểu phân nano flavonoid 

được đánh giá bởi phương pháp tán xạ laser 

(Dynamic Light Scattering – DLS) trên thiết bị 

Zetasizer Nano S90.  

Hoạt tính chống oxy hóa (antioxidant) được 

đánh giá thông qua khả năng bắt gốc tự do 1,1-

diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH). Về nguyên 

tắc, các chất kháng oxy hóa sẽ trung hòa gốc 

DPPH bằng cách cho hydrogen, làm giảm độ 

hấp thụ bước sóng cực đại (517nm) và màu của 

dung dịch phản ứng nhạt dần, chuyển từ màu 

tím sang màu vàng nhạt. Giá trị mật độ quang 

OD càng thấp chứng tỏ khả năng bắt gốc tự do 

DPPH càng cao [7]. Quy trình tiến hành như 

sau: Pha dung dịch DPPH 0.169mM 

(66.5mg/L). Bổ sung 2ml DPPH vào mỗi ống 

nghiệm đã chứa nano flavonoid với nồng độ 

khác nhau: 9, 18, 27, 36 và 45µg/ml. Ủ 30 phút 

trong điều kiện không có ánh sáng, sau đó tiến 

hành đo mật độ quang tại bước sóng 517nm. 

Chứng dương trong thí nghiệm là acid ascorbic 

nồng độ 0.19mM (33,46µg/ml) là nồng độ tại đó 

acid ascorbic bắt 50% gốc DPPH được khảo sát 

tại điều kiện của phòng thí nghiệm của chúng 

tôi. Đối chứng control gồm 2ml DPPH và 100µl 

EtOH 99.5
0
. 

Tỉ lệ phần trăm hoạt tính kháng oxy hóa xác 

định theo công thức sau: 

Tỉ lệ % hoạt tính bắt gốc tự đo DPPH=[(ODc-

ODm)/ODc]x100 

Trong đó: ODm là giá trị mật độ quang OD của 

mẫu; ODc là giá trị mật độ quang OD của mẫu 

control. 

Từ tỉ lệ % hoạt tính bắt gốc tự do DPPH, chúng 

tôi xây dựng phương trình tương quan tuyến 

tính, từ đó chúng tôi xác định giá trị IC50 (là 

nồng độ tại đó bắt 50% gốc tự do DPPH) để làm 

cơ sở so sánh khả năng oxy hóa của mẫu. Mẫu 

có giá trị IC50 càng thấp thì hoạt tính kháng oxy 

hóa càng cao. Thống kê phân tích số liệu: Kết 

quả được phân tích thống kê bằng phân tích 

ANOVA và đồ thị được vẽ trong phần mềm 

Excel [10]. 

 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Khảo sát phổ UV_VIS của hệ nano flavonoid  

Trong hình 1a, 1b là ảnh của cây Larix 

Siberica và flavonoid dạng bột được dùng làm 

nguyên liệu. Flavonoid chúng tôi dùng có màu 

trắng hoặc trắng ngà, vị đắng, mịn, khả năng hòa 

tan trong nước khá kém.  

Mẫu nano flavonoid của chúng tôi sau quá 

trình nano hóa có dạng gel sánh, màu vàng hổ 

phách (Hình 1c). Khi pha loãng mẫu trong nước 

cho dung dịch nano flavonoid màu vàng chanh, 

trong suốt, khả năng phân tán trong nước của 

nano flavonoid được tăng lên đáng kể so với 

dạng flavonoid dạng bột (Hình 1d). 

a) b) 
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  c) d) 

Hình 1: Cây Larix Sibirica (1a), flavonoid dạng 

bột (1b), flavonoid dạng nano (1c) và khả năng 

phân tán trong nước của mẫu flavonoid dạng bột 

và dạng gel nano (1d)  

 Mẫu flavonoid dạng bột và gel nano 

flavonoid được pha loãng bằng dung môi cồn 

ethanol trước khi đo phổ hấp thụ UV-VIS. Sự 

phụ thuôc của cường độ hấp thụ các mẫu trong 

hình 2 đều thu được đỉnh hấp thụ tại 289 nm, là 

đỉnh đặc trưng cho hợp chất flavonoid chiết xuất 

từ cây Larix Sibirica. Kết quả này cho thấy các 

phân tử flavonoid sau khi được nano hóa thì đặc 

tính hóa học của hợp chất được giữ, không có sự 

xuất hiện các đỉnh lạ hay không có ảnh hưởng 

của dung môi, tá dược trong quy trình thực 

nghiệm. Chúng tôi cũng xây dựng được đường 

phụ thuộc của cường độ đỉnh hấp thụ của hợp 

chất flavonoid theo nồng độ, từ đó có thể tính 

toán được nồng độ dược chất sau khi làm (như 

hình 3). 

 

Hình 2: Phổ hấp thụ của mẫu Flavonoid dạng 

bột và Nano flavonoid  

 

Hình 3: Sự phụ thuộc cường độ hấp thụ tại 

289nm theo nồng độ dung dịch nano flavonoid 

Kết quả đo kích thước tiểu phân nano 

flavonoid 

       Kích thước tiểu phân nano phân tán trong 

nước được đo trên hệ Zetasize Malvern S90 cho 

thấy cấu trúc nano flavonoid đã được chế tạo 

thành công. Kết quả đo này là hoàn toàn phù hợp 

với kết quả quan sát được từ ảnh quang học với 

độ trong suốt của dung dịch pha trong nước 

(Hình 1d). Kích thước các tiểu phân nano 

flavonoid đo được là 12.95 nm (Hình 4) trong 

khi nguyên liệu bột flavonoid (dihydroquercetin) 

có độ tinh khiết cao (98%) thường có kích thước 

gần 177µm (tương ứng với 80 mesh). 

 

Hình 4: Kích thước tiểu phân nano flavonoid phân 

tán trong nước 

Khả năng chống oxy hóa của nano flavonoid 

  Đánh giá hoạt tính chống oxy hóa thông qua 

khả năng bắt gốc tự do DPPH là phương pháp 

đơn giản, dễ thực hiện, được các nhóm nghiên 

cứu sử dụng phổ biến. DPPH là tinh thể màu tím 

sẫm, tan tốt trong cồn nhưng khó tan trong nước, 

bao gồm các phân tử gốc tự do, dễ nhận một điện 

tử hoặc gốc hydro từ chất khác. Chất này có dải 

hấp thụ với đỉnh cực đại tại bước sóng 517nm và 
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đỉnh này giảm dần hoặc biến mất khi có mặt của 

chất có khả năng chống oxy hóa, bắt gốc tự do. 

Khi trong dung dịch DPPH tồn tại chất có khả 

năng bắt gốc tự do thì gốc DPPH tự do sẽ nhận 

điện tử và chuyển thành gốc DPPH-H, gốc này 

làm cho dung dịch từ màu tím sẫm chuyển dần 

sang màu vàng [8]. 

Để xác định khả năng bắt gốc tự do DPPH, 

mẫu nano flavonoid được pha loãng thành dãy 

nồng độ : 9, 18, 27, 36 và 45µg/ml. Chứng 

dương sử dụng là acid ascorbic nồng độ 

33.46µg/ml. Lấy 2ml DPPH và 100µl EtOH 

99.5
0
 tạo mẫu control. Mỗi nồng độ được lặp lại 

3 lần. Kết quả ghi nhận về tỉ lệ % hoạt tính bắt 

gốc tự do DPPH của mẫu được minh họa trong 

bảng 1 và hình 5 dưới đây. 

 

 

Bảng 1. Tỉ lệ % hoạt tính bắt gốc tự do DPPH của 

nano flavonoid 

Nồng độ (µg/ml) % bắt gốc tự do DPPH 

9 16.58 

18 32.85 

27 43.91 

36 58.93 

45 74.13 

Acid ascorbic (33.46µg/ml) 51.69 

 

Hình 5: Sự phụ thuộc giữa tỉ lệ % bắt gốc tự do 

DPPH theo nồng độ dung dịch  nano flavonoid. 

Như vậy, theo sự tăng dần của nồng độ thì tỉ 

lệ % bắt gốc tự do DPPH của mẫu nano 

flavonoid tăng lên. Điều đó chứng tỏ, khả năng 

kháng oxy hóa của mẫu tăng tỉ lệ thuận theo 

chiều nồng độ.  

Phương trình hồi quy tuyến tính thể hiện mối 

tương quan giữa tỉ lệ % bắt gốc tự do DPPH và 

nồng độ mẫu nano flavonoid, có dạng y= 

1.5466x +2.9308, R
2
=0.9972. Từ phương trình 

hồi quy trên, giá trị IC50 của nano flavonoid là 

0.1mM (30.425µg/ml).  

KẾT LUẬN 

Sản phẩm nano flavonoid dạng gel đã được 

chế tạo thành công với kích thước 12.95nm có 

khả năng phân tán tốt trong nước, giữ được đặc 

trưng hóa học của hợp chất. Khả năng chống 

oxy hóa thông qua việc đánh giá khả năng phản 

ứng, bắt gốc tự do DPPH cho thấy hiệu quả của 

mẫu sản phẩm tốt hơn so với acid ascorbic. Điều 

này hứa hẹn cho nhiều nghiên cứu khoa học sắp 

tới trong việc cải thiện sức khỏe, thúc đẩy những 

khai thác dược chất tự nhiên trong công nghệ 

nano sinh học. 
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