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TÓM TẮT 

Nội dung của nghiên cứu nhằm phát triển phương pháp quang phổ UV-Vis, sử dụng thuốc thử 

Folin-Ciocalteu để định lượng nhanh và chính xác hàm lượng polyphenol toàn phần trong quả và củ 

hành tăm. Nghiên cứu đã xác định các điều kiện tối ưu cho phản ứng tạo phức màu, gồm pH dao động 

trong khoảng 8,67–8,95 và tỉ lệ mol Na2CO3/Folin trong dung dịch đo quang là 3,6, tương ứng với nồng 

độ ban đầu của thuốc thử Folin là 0,20 mol/L và Na₂CO₃ là 1,2 mol/L, với thời gian phản ứng 2 giờ ở 

nhiệt độ phòng. Phương pháp đề xuất đạt độ nhạy cao, MDLS (US.EPA) = 0,049 mg/L; LOD (JAOAC) 

= 0,051 mg/L, LOQ = 0,155 mg/L, khoảng tuyến tính (0,2–20 mg/L) rộng, phù hợp để xác định hàm 

lượng polyphenol trong các mẫu thực vật có hàm lượng polyphenol cao, đồng thời giảm sai số do quá 

trình pha loãng mẫu. Nghiên cứu cũng đã xác định các điều kiện chiết xuất polyphenol từ củ và quả 

hành tăm, trong đó ethanol 70% được sử dụng làm dung môi chiết đối với củ và ethanol 50–70% đối 

với quả, kết hợp với phương pháp chiết siêu âm ở 30 °C trong 30 phút hoặc ngâm trong bể ổn nhiệt ở 

70 °C trong 30 phút. Kết quả phân tích cho thấy hàm lượng polyphenol trong củ hành tăm cao hơn so 

với quả, lần lượt là 9,21 ± 0,29 mg/g chất khô (hay 2,48 ± 0,08 mg/g củ tươi) và 7,97 ± 0,26 mg/g chất 

khô (hay 2,38 ± 0,08 mg/g quả tươi). 

Từ khóa: Polyphenol, Folin-Ciocalteu, hành tăm, Allium schoenoprasum L., UV-Vis. 

1. MỞ ĐẦU 

Polyphenol là các chất chuyển hóa thứ cấp của thực vật, không chỉ đóng vai trò bảo vệ thực vật 

mà còn mang lại nhiều lợi ích cho sức khỏe con người. Dựa trên cấu trúc hóa học, polyphenol được 

phân loại thành flavonoid, phenolic acid, stilbene, lignan, trong đó flavonoid là nhóm lớn nhất với các 

phân nhóm đa dạng như flavonol, flavone, isoflavone, flavanone và anthocyanidin [1, 2]. Do có khả 

năng trung hòa các gốc tự do, kháng viêm và phòng ngừa nhiều bệnh như ung thư, bệnh tim mạch và 

thoái hóa thần kinh [3], polyphenol trở thành đối tượng nghiên cứu quan trọng trong lĩnh vực thực phẩm 

và dược liệu.  

Để phân tích các hợp chất nhóm polyphenol, phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

thường được sử dụng để định lượng chính xác từng hợp chất polyphenol riêng lẻ trong các mẫu như 

nước ép trái cây, rau củ, dịch chiết từ thảo dược [4, 5]. Tuy nhiên, phương pháp này đòi hỏi thiết bị hiện 

đại và quy trình phức tạp, nên chưa phù hợp để sử dụng trong các nghiên cứu ban đầu hoặc phân tích 

nhanh. Ngược lại, phương pháp quang phổ với thuốc thử Folin–Ciocalteu đơn giản hơn, hiệu quả và 

được ứng dụng rộng rãi để định lượng tổng hàm lượng polyphenol (TPs) trong thực phẩm [6, 7], dịch 

chiết từ thực vật [8, 9], trong chè theo TCVN 9745-1:2013 và ISO 14502-1:2005 [10, 11], cũng như 

trong dịch chiết từ hạt nho, vỏ nho, cà phê, ca cao và trà đen theo AOAC 2017.13 [12]. Nguyên lý của 

phương pháp này dựa trên phản ứng của các hợp chất phenolic với thuốc thử Folin-Ciocalteu (hỗn hợp 
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gồm phosphotungstate và molybdate). Trong môi trường sodium carbonate, các nhóm phenolic bị phân 

ly, tạo thành các anion phenolate, các anion này có khả năng khử ion Mo6+ trong thuốc thử thành Mo5+, 

tạo phức chất màu xanh lam, có thể đo bằng quang phổ UV-Vis [2]. Mặc dù các quy trình phân tích 

polyphenol tổng bằng thuốc thử Folin–Ciocalteu dựa trên cùng một nguyên tắc hóa học, các quy trình 

phân tích vẫn có sự khác biệt đáng kể, đặc biệt ở trình tự thêm thuốc thử, nồng độ thuốc thử và điều 

kiện phản ứng. Do đó, để đảm bảo độ chính xác và độ tin cậy của kết quả phân tích, cần thiết phải xây 

dựng và tối ưu hóa quy trình phân tích phù hợp cho từng loại mẫu cụ thể. 

Hành tăm hay nén (Allium schoenoprasum L.) là một loại thực vật thuộc họ hành (Alliaceae), có 

nguồn gốc từ châu Âu và châu Á. Hành tăm có lá mảnh, màu xanh đậm và hoa màu tím nhạt, hương vị 

cay nồng đặc trưng [9]. Trong số các loài Allium được khảo sát, hành tăm (Allium schoenoprasum L.) 

có hàm lượng polyphenol tổng cao nhất (1.591 ± 10,89 mg/kg) [9]. Các nghiên cứu gần đây cũng xác 

định trong thân, lá và hoa hành tăm chứa lượng đáng kể các polyphenol quan trọng như p-coumaric 

acid, ferulic acid, gallic acid, kaempferol, quercetin, quercetol, isorhamnetin và rutin [13], cho thấy tiềm 

năng ứng dụng của loài cây này trong lĩnh vực công nghiệp thực phẩm và dược liệu.  

Tại Việt Nam, hành tăm được trồng phổ biến ở miền Trung và Tây Nguyên [14, 15], không chỉ 

được biết đến như một gia vị quen thuộc mà còn là một thảo dược quý, có nhiều dược tính theo y học 

dân gian, với các công dụng như hỗ trợ tiêu hóa, giảm ho và kháng khuẩn. Đặc biệt, quả (hạt) hành tăm 

kết hợp với dầu tràm thường được dùng làm dầu xoa cho trẻ sơ sinh. Để đánh giá chất lượng và tiềm 

năng ứng dụng của loại cây này, việc định lượng chính xác hàm lượng polyphenol trong củ và quả (hạt) 

của hành tăm là cấp thiết. Kết quả nghiên cứu sẽ cung cấp cơ sở khoa học cho việc khai thác các hoạt 

tính sinh học cũng như tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo về cây hành tăm. Do đó, mục tiêu của 

nghiên cứu này là dựa trên phương pháp quang phổ UV-Vis với thuốc thử Folin-Ciocalteu, xây dựng 

một quy trình định lượng nhanh, chính xác và hiệu quả để xác định hàm lượng polyphenol toàn phần 

trong quả và củ hành tăm thu hái tại huyện Cam Lộ, tỉnh Quảng Trị, Việt Nam. 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên liệu và hóa chất 

2.1.1. Nguyên liệu 

Quả (hạt) và củ hành tăm tươi được trồng và thu hái ở khu vực huyện Cam Lộ, tỉnh Quảng Trị, 

Việt Nam vào tháng 4-5/2024. Quả và củ hành tăm tươi sau khi được rửa sạch, loại bỏ tạp chất, sẽ được 

bảo quản ở nhiệt độ 1–5 °C, dùng trong suốt quá trình thí nghiệm. 

 

Hình 1. Quả và củ hành tăm (Allium schoenoprasum L.) 

2.1.2. Hóa chất  

Hóa chất sử dụng cho nghiên cứu này là loại tinh khiết hóa học và tinh khiết dành cho phân tích: 

Gallic acid monohydrate ((HO)3C6H2CO2H.H2O, ≥ 98,0%, Sigma-Aldrich); thuốc thử Folin-Ciocalteu 

(C10H5NaO5S, 99%, Merck); Sodium carbonate (Na2CO3, ≥ 99,8% Xilong, Trung Quốc); Ethanol 

(C2H5OH, 99,7%, Xilong, Trung Quốc); Acetonitril (CH3CN, ≥ 99,9% Fisher, Mỹ).  

2.2. Thiết bị  

Máy quang phổ hai chùm tia Jasco-double beam spectrophotometer model V530 (Nhật) với cell 

đo có chiều dài đường truyền 1 cm. Bể siêu âm Elmasonic S 100 H (tần số siêu âm 37 kHz, Elma, Đức) 

và các thiết bị thông dụng khác.  
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2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Chuẩn bị dung dịch chuẩn gốc và dung dịch chuẩn khảo sát 

Cân chính xác 0,1000 g gallic acid, hòa tan và định mức 100 mL, thu được dung dịch chuẩn gốc 

1.000 μg/mL. Dung dịch chuẩn khảo sát được pha loãng từ dung dịch chuẩn gốc để thu được các dung 

dịch có nồng độ trong khoảng 1–50 μg/mL. 

2.3.2. Chiết xuất polyphenol từ quả và củ hành tăm 

Quy trình chiết xuất trong nghiên cứu được thực hiện theo hướng thay thế các dung môi hữu cơ 

độc hại bằng ethanol và hỗn hợp ethanol/nước, nhằm giảm mức độ sử dụng dung môi có nguy cơ gây 

ảnh hưởng đến sức khỏe, môi trường và sử dụng thiết bị hiện đại để nâng cao hiệu suất quá trình chiết 

xuất [16, 17]. Nguyên liệu hành tăm tươi sau khi rửa sạch và loại bỏ tạp chất, được xử lý sơ bộ bằng 

cách cắt nhỏ và xay nhuyễn.  

Quy trình chiết xuất bao gồm hai phương pháp: chiết xuất hỗ trợ siêu âm (30 °C trong 30 phút) và 

chiết xuất gia nhiệt (70 °C trong 30 phút). Cả hai phương pháp đều sử dụng tỉ lệ dung môi/nguyên liệu 

là 25,0 mL/0,2 g, với các dung môi gồm ethanol và hỗn hợp ethanol/nước ở các nồng độ 70%, 50% và 

25% (v/v). Kết quả phân tích tổng polyphenol (TPs) từ hai quy trình được so sánh với nhau và với quy 

trình chiết xuất polyphenol theo tiêu chuẩn TCVN 9745-1:2013, sử dụng dung môi methanol 70% ở  

70 °C trong 10 phút. Các bước thí nghiệm trong quy trình chiết xuất polyphenol từ quả và củ hành tăm 

được thực hiện theo Hình 2.  

 

 

Hình 2. Các bước thí nghiệm trong quy trình chiết xuất polyphenol 

2.3.3. Khảo sát và thẩm định phương pháp xác định polyphenol toàn phần (TPs) 

2.3.3.1. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến phản ứng giữa thuốc thử Folin-Ciocalteu và chuẩn đối chứng 

gallic acid  

Các thông số khảo sát bao gồm: (1) bước sóng hấp thụ cực đại; (2) trình tự phản ứng; (3) nồng độ 

Na2CO3, pH, nồng độ thuốc thử Folin và tỉ lệ thuốc thử Folin-Na2CO3; (4) động học phản ứng. Quy 

trình tạo phức màu được thực hiện theo ISO 14502-1:2005 [11] có điều chỉnh theo hướng định lượng 

nhanh (test kit) và giảm lượng thuốc thử Folin cụ thể như sau: 1,0 mL dung dịch chuẩn gallic acid; 2,5 

mL thuốc thử Folin-Ciocalteu và 1,5 mL Na2CO3, lắc đều, để yên ở nhiệt độ phòng trong thời gian 60 

phút. Nước cất được sử dụng làm mẫu trắng. Độ hấp thụ (Abs) của dung dịch phức màu được đo bằng 

cuvet thạch anh (độ dài đường truyền 1 cm), và được dùng như là hàm mục tiêu để xác định điều kiện 

tối ưu cho phương pháp. Phân tích phương sai (ANOVA) một hoặc hai yếu tố và kiểm định HSD của 

Tukey (p < 0,05) được sử dụng để đánh giá thống kê và so sánh các giá trị Abs trung bình. 

2.3.3.2. Thẩm định phương pháp xác định polyphenol toàn phần (TPs) 

a. Tính đặc hiệu của phương pháp 

Độ đặc hiệu của phương pháp là khả năng của phương pháp phân tích chính xác chất phân tích 

mà không bị nhiễu bởi dung môi và các chất khác có mặt trong mẫu, độ đặc hiệu được xác định bằng 

cách so sánh phổ hấp thụ trong khoảng khảo sát 600 đến 900 nm của phức tạo thành giữa thuốc thử 

Folin với dung môi, dung dịch chuẩn gallic acid, dịch chiết từ quả và củ hành tăm, dịch chiết thêm 

chuẩn gallic acid [18].  

b. Xác định MDL, LOQ và khoảng tuyến tính (LOL) của phương pháp theo US.EPA 

Các yếu tố như giới hạn phát hiện của phương pháp (MDL-Method Detection Limit) và giới hạn 

định lượng (LOQ- Limits of quantification) được xác định theo như hướng dẫn trong quy trình xác định 
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MDL, LOQ của US.EPA [19, 20]. MDL được US.EPA định nghĩa là nồng độ tối thiểu của một chất có 

thể được đo và cho kết quả với độ tin cậy 99%, MDL được xác định như công thức (1) và LOQ được 

xác định bằng 3,18 lần MDLs [20]. 

MDLs = t(n-1,1-=0,99)SDs      (1) 

Với MDLs: Giới hạn phát hiện phương pháp dựa trên mẫu chuẩn; t(n-1,1-=0,99) = 3,143 và SDs: Độ 

lệch chuẩn của các mẫu chuẩn được đo lặp lại nhiều lần. 

Khoảng tuyến tính (LOL) được tính từ LOQ đến nồng độ lớn nhất sao cho phương trình hồi quy 

tuyến tính A = f (C) có hệ số tương quan hồi quy (Coefficient of correlation) R2 ≥ 0,99. 

c. Thiết lập đường chuẩn và xác định độ đúng, độ chính xác của phương pháp 

Dựa vào kết quả khảo sát sơ bộ hàm lượng polyphenol trong mẫu và khoảng tuyến tính của phương 

pháp để thiết lập đường chuẩn với khoảng nồng độ gallic acid phù hợp. Độ đúng của phương pháp phân 

tích được đánh giá bằng cách áp dụng phương pháp phân tích đã hiệu chỉnh để phân tích polyphenol 

trong dịch chiết quả và củ hành tăm có và không có bổ sung lượng gallic acid đã biết, đảm bảo độ hấp 

thụ của cả mẫu thêm chuẩn và không thêm đều thuộc khoảng tuyến tính xác định. Độ đúng được đánh 

giá thông qua hiệu suất thu hồi gallic acid (công thức (2)) và phương pháp được xem là đạt yêu cầu về 

độ đúng nếu hiệu suất thu hồi  trong khoảng từ 85% đến 115% [21, 22]. 

H(%) = 
mm+c−mm

mC
×100     (2) 

Với :  mm+C là lượng acid gallic (tính bằng mg) có trong mẫu thêm chuẩn 

mm là lượng acid gallic (tính bằng mg) có trong mẫu không thêm chuẩn 

mC là lượng acid gallic (tính bằng mg) thêm vào 

Độ chính xác của phương pháp được xác định thông qua xác định độ lặp lại (RSD(%)) của 6 lần 

phân tích các mẫu dịch chiết và mẫu chuẩn có nồng độ khác nhau trong khoảng tuyến tính, độ lệch chuẩn 

SD và độ lệch chuẩn tương đối RSD(%) được tính theo các công thức (3) [23]. 

SD = √
∑(xi−x̅)2

n−1
;  RSD(%) = 

SD

x̅
×100   (3) 

Trong đó: SD: độ lệch chuẩn; n: số lần thí nghiệm; xi: giá trị tính được của lần thử nghiệm thứ “i”, 

 x̅: giá trị trung bình của các lần thử nghiệm và RSD(%): độ lệch chuẩn tương đối. 

2.4. Phương pháp  ử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được bố trí lặp lại 3 lần để đảm bảo tiến hành phân tích ANOVA. Số liệu được 

phân tích ANOVA bằng phần mềm Microsoft Excel và so sánh sự khác nhau giữa các giá trị trung bình 

sau phân tích phương sai theo kiểm định Tukey HSD với độ tin cậy 95% trên phần mềm SPSS 16.0.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1. Kết qu  kh o sát các yếu tố  nh hưởng đến ph n ứng giữa thuốc thử Folin-Ciocalteu và chuẩn 

đối chứng acid gallic 

3.1.1. Khảo sát phổ hấp thụ và lựa chọn bước sóng hấp thụ tối ưu 

Kết quả so sánh phổ hấp thụ của dung dịch phức màu và dung dịch nền (không chứa gallic acid) 

trong dải bước sóng 600–900 nm (Hình 3) cho thấy phức màu có đỉnh hấp thụ cực đại tại 754 nm, trong 

khi dung dịch mẫu trắng hấp thụ không đáng kể (A = 0,017). Kết quả này có sự chênh lệch nhỏ so với 

tiêu chuẩn ISO 14502-1:2005 (đỉnh hấp thụ cực đại 765 nm) [12], sự khác biệt này có thể được giải 

thích là do sự điều chỉnh tỷ lệ, nồng độ thuốc thử Folin-Ciocalteu và Na2CO3 trong nghiên cứu này so 

với quy trình theo ISO 14502-1:2005. 
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Hình 3. Phổ hấp thụ của phức màu tạo thành khi acid gallic phản ứng thuốc thử Folin 

(Gallic acid (15 ppm); Folin 10%, Na2CO3 1,2 M; thời gian lên màu 60 phút) 

3.1.2. Ảnh hưởng của trình tự phản ứng 

Kết quả phân tích ANOVA một yếu tố cho thấy trình tự phản ứng ảnh hưởng đáng kể đến khả 

năng tạo phức màu, thể hiện qua sự khác biệt về độ hấp thụ (Abs) (p < 0,05 và F > Fcrit = 2,606) [24]. 

Bên cạnh đó, kết quả so sánh các giá trị trung bình Abs bằng SPSS (Tukey, với khoảng tin cậy 95%) 

chỉ ra rằng, ở cùng nồng độ gallic acid, không có sự khác biệt đáng kể về độ hấp thụ Abs giữa trình tự 

AFN và FAN và đều cho độ hấp thụ Abs cao hơn đáng kể so với hai trình tự còn lại (Hình 4). Xét cùng 

trình tự phản ứng, hệ số tương quan R2 của dãy gồm 4 nồng độ acid gallic tăng dần (1, 2, 5, 10 g/mL) 

thu được cao ở trường hợp AFN và FAN (lần lượt 0,9994 và 0,9992). Kết quả nghiên cứu cho thấy 

Na2CO3 được thêm ngay sau khi chuẩn acid gallic hay thuốc thử Folin sẽ ảnh hưởng đến tính chất của 

acid gallic và thuốc thử, nên ảnh hưởng đến phản ứng tạo phức sau đó. Kết quả nghiên cứu phù hợp với 

các nghiên cứu khác, trong đó, trình tự phản ứng gallic acid - Folin - Na2CO3 (AFN), tương ứng với 

trình tự được quy định trong tiêu chuẩn ISO 14502-1:2005 [11] cũng phù hợp với nhiều nghiên cứu 

khác [6, 7, 8, 9]. Ngược lại, trình tự Folin - gallic acid - Na2CO3 (FAN) tuân theo quy trình được mô tả 

trong tiêu chuẩn AOAC 2017.13 [12].  

 

Hình 4. Ảnh hưởng của trình tự phản ứng 

(1) Folin-Gallic acid-Na2CO3 (FAN); (2) Gallic acid-Folin-Na2CO3 (AFN);  

(3) Gallic acid-Na2CO3-Folin (ANF); (4) Folin-Na2CO3-Gallic acid (FNA) 

(nồng độ gallic acid 1, 2, 5 và 10 g/mL, nồng độ Folin là 5 %, Na2CO3 0,36 M) 

3.1.3. Ảnh hưởng của nồng độ Na2CO3, pH và nồng độ thuốc thử Folin 

Để khảo sát ảnh hưởng của nồng độ Na2CO3 đến phản ứng tạo phức màu, nồng độ thuốc thử Folin-

Ciocalteu được giữ cố định ở mức 5% (tương đương 10% nồng độ ban đầu). Do thuốc thử Folin-

Ciocalteu có tính acid, việc tăng nồng độ dung dịch Na2CO3 sẽ dẫn đến tăng pH của dung dịch phản 

ứng. Kết quả thực nghiệm (Hình 5) cho thấy pH của dung dịch phản ứng tăng khi tăng nồng độ Na2CO3, 

nhưng mức độ tăng không đồng đều trong toàn bộ khoảng khảo sát. Ở nồng độ Na2CO3 thấp (0–0,5 
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mol/L), pH tăng nhanh, từ khoảng 1,2 lên 6,4. Đặc biệt, khi nồng độ Na₂CO₃ tăng từ khoảng 0,2 lên 0,5 

mol/L, pH tăng mạnh. Khi nồng độ Na2CO3 tiếp tục tăng từ 0,5 đến 1,2 mol/L, pH tiếp tục tăng nhưng 

với mức độ thấp hơn, đạt khoảng 8,7. Từ 1,2 đến 2,0 mol/L, pH gần như ổn định, dao động quanh 8,67–

8,95. Kết quả cho thấy nồng độ Na₂CO₃ có ảnh hưởng rõ rệt đến pH của dung dịch phản ứng ở vùng 

nồng độ thấp, và do đó, có thể ảnh hưởng đến phản ứng tạo phức màu trong khi ở nồng độ từ khoảng 

1,2 mol/L trở lên, sự gia tăng Na2CO3 không làm pH thay đổi đáng kể. 

 

Hình 5. Ảnh hưởng của nồng độ Na2CO3 đến pH dung dịch sau tạo phức 

Kết quả phân tích phương sai (ANOVA) cho thấy sự thay đổi pH dung dịch đo, thông qua việc 

điều chỉnh nồng độ Na2CO3 có ảnh hưởng đáng kể đến phản ứng giữa gallic acid với thuốc thử Folin 

(F>Fcrit = 3,19, pvalue < 0,05) [24]. So sánh giá trị trung bình của độ hấp thụ (Abs) bằng kiểm định Tukey 

với khoảng tin cậy 95% cho thấy, ở cùng nồng độ gallic acid, sự khác biệt về độ hấp thụ giữa các mức 

pH có ý nghĩa thống kê; cụ thể, độ hấp thụ tăng khi pH tăng, tương ứng với sự gia tăng nồng độ Na2CO3 

(Hình 6). Trong khoảng pH 8,19–8,67, độ hấp thụ đạt giá trị cao và có mối quan hệ tuyến tính với nồng 

độ gallic acid, với R² = 0,9958. Giá trị pH tối ưu của dung dịch phản ứng trong nghiên cứu này thấp 

hơn so với nghiên cứu của Maria Pérez (pH ≈ 10) [25]. 

 

Hình 6. Ảnh hưởng của pH đến độ hấp thụ dung dịch phức màu 

Do thuốc thử Folin-Ciocalteu có tính acid, nên ở thí nghiệm khảo sát ảnh hưởng của nồng độ thuốc 

thử Folin, để duy trì pH của dung dịch đo quang trong khoảng phù hợp (8,19–8,67), nồng độ Na2CO3 

được điều chỉnh sao cho tỉ lệ mol Na2CO3/Folin trong 5,0 mL dung dịch đo quang luôn ổn định ở mức 

3,6. Kết quả đo độ hấp thụ quang tại các nồng độ Folin khác nhau được trình bày trong Bảng 1. Kết quả 

phân tích phương sai (ANOVA) cho thấy sự thay đổi nồng độ Folin có ảnh hưởng đáng kể (F > Fcrit = 

3,4; p < 0,05) [24] đến phản ứng màu giữa gallic acid và thuốc thử Folin trong khoảng pH nghiên cứu. 

Kiểm định Tukey (α = 0,05) cho thấy sự khác biệt về độ hấp thụ quang giữa các mức nồng độ Folin là 

có ý nghĩa, độ hấp thụ quang tăng dần theo nồng độ Folin và đạt giá trị cực đại khi nồng độ Folin là 

0,30 mol/L (tương đương 15%) và Na₂CO₃ là 1,8 mol/L. Điều kiện phản ứng tối ưu thu được trong 

nghiên cứu này bao gồm tỉ lệ mol Na₂CO₃/Folin, nồng độ Folin, Na₂CO₃ trong dung dịch đo quang 

(nồng độ Folin, Na₂CO₃ lần lượt là 0,15 mol/L và 0,54 mol/L) đều cao hơn so với các nghiên cứu đã 

công bố (Bảng 2).  
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Bảng 1. Ảnh hưởng của nồng độ thuốc thử Folin (trong dung dịch thuốc thử ban đầu) 

Nồng độ dung dịch thuốc thử ban 

đầu Folin và Na2CO3 (mol/L) 

Nồng độ gallic acid (g/mL) Hệ số tương quan 

tuyến tính (R2) 3 6 12 

0,02-0,12 0,221a0,001 0,362a0,001 0,775a0,008 0,9928 

0,10-0,6 0,285b0,008 0,507b0,001 0,957b0,002 0,9974 

0,20-1,2 0,320c0,003 0,645c0,009 1,191c0,009 0,9980 

0,30-1,8 0,354d0,005 0,680d0,003 1,323d0,003 0,9996 

a, b, c, d, e trong cùng cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95% 

Bảng 2. So sánh nồng độ thuốc thử, Na2CO3, pH (trong dung dịch nghiên cứu) 

STT 
Tỷ lệ mol  

Na2CO3/Folin  

Nồng độ Na2CO3 

(mol/L) 

Nồng độ Folin 

(mol/L) 
pH 

Trong nghiên cứu  3,6 0,360,54 0,100,15 8,198,67 

AOAC 2017.13 [12] 2,8 0,28 0,10  

ISO 14502-1:2005 [11] 0,3 0,03 0,10  

Petra Matic và cộng sự [2] 2,8 0,28 0,10  

Tuy nhiên, kết quả ở Bảng 1 cho thấy hệ Folin 0,20 mol/L–Na2CO3 1,2 mol/L cũng cho độ hấp 

thụ cao và mối quan hệ tuyến tính tốt với nồng độ gallic acid (R² = 0,9980), trong khi lượng thuốc thử 

sử dụng thấp hơn so với hệ 0,30 mol/L–1,8 mol/L (R² = 0,9996). Do đó, xét đồng thời khả năng tạo 

phức màu, độ tuyến tính và yêu cầu tiết kiệm lượng thuốc thử, nồng độ Folin 0,20 mol/L và Na2CO3 

1,2 mol/L được lựa chọn làm điều kiện khảo sát tiếp theo. 

Khi quy đổi theo thể tích thuốc thử sử dụng trong 5,0 mL dung dịch đo quang, nồng độ thực tế 

của Folin và Na2CO3 lần lượt nằm trong khoảng 0,10–0,15 mol/L và 0,36–0,54 mol/L, với tỉ lệ mol 

Na₂CO₃/Folin được duy trì ở mức 3,6 (Bảng 2). So với các quy trình đã công bố, điều kiện khảo sát 

trong nghiên cứu này có tỉ lệ Na2CO3/Folin và nồng độ các thuốc thử trong dung dịch đo quang khác 

nhau, đồng thời duy trì pH trong khoảng 8,19–8,67. 

3.1.4. Thời gian phản ứng và bền màu của phức 

Kết quả khảo sát cho thấy ở điều kiện thực nghiệm (nhiệt độ phòng, 30 °C), phản ứng tạo phức 

màu giữa gallic acid và thuốc thử Folin hoàn thành và ổn định sau 60 phút. Đồ thị biểu diễn biến thiên 

độ hấp thụ Abs theo thời gian (Hình 7) không ghi nhận sự thay đổi đáng kể về cường độ hấp thụ trong 

khoảng thời gian từ 60 đến 180 phút, chứng tỏ phức tạo thành tương đối bền màu trong khoảng thời 

gian nghiên cứu. Kết quả này tương đồng với quy trình theo ISO 14502-1:2005 [11] (ổn định ở nhiệt 

độ phòng trong 60 phút), nhưng khác biệt so với Petra Matic và cộng sự [2] và AOAC 2017.13 [12] 

trong đó phản ứng được thực hiện ở nhiệt độ 40 °C, thời gian 30 phút. 

 

Hình 7. Thời gian phản ứng và bền màu 

3.1.5. Nhận xét và đề xuất quy trình tạo phức màu tối ưu 

Dựa vào kết quả nghiên cứu, quy trình tạo phức màu giữa acid gallic và thuốc thử Folin được đề 

xuất gồm các bước theo trình tự như sau: 1,0 mL dung dịch chuẩn gallic acid (hoặc 1,0 mL dịch chiết 

đã pha loãng phù hợp) được cho vào ống nghiệm, thêm 2,5 mL thuốc thử Folin 10% (nồng độ 0,20 
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mol/L), lắc nhẹ, thêm tiếp 1,5 mL dung dịch Na2CO3 1,2 mol/L, lắc đều và để ổn định trong vòng 60 

phút ở nhiệt độ phòng, đo Abs ở 754 nm trong khoảng thời gian từ 60-180 phút. 

3.2. Kết qu  thẩm định phương pháp 

3.2.1. Tính đặc hiệu của phương pháp 

Tính đặc hiệu của phương pháp Folin-Ciocalteu trong việc xác định tổng hàm lượng polyphenol 

đã được đánh giá thông qua việc so sánh phổ hấp thụ UV-Vis của phức chất tạo thành giữa thuốc thử 

Folin (theo quy trình 3.1.5) với các dung dịch sau: dung dịch nền, dung dịch chuẩn gallic acid, dịch 

chiết từ quả và củ hành tăm, dịch chiết từ quả và củ hành tăm có bổ sung chuẩn gallic acid. Kết quả phổ 

hấp thụ ở Hình 8 cho thấy phổ hấp thụ của dung môi và thuốc thử Folin không có cực đại hấp thụ trong 

khoảng bước sóng khảo sát và độ hấp thụ ở 754 nm là không đáng kể. Ngược lại, khi có mặt gallic acid 

và các hợp chất polyphenol trong dung dịch chuẩn, dịch chiết hoặc dịch chiết thêm chuẩn, phổ hấp thụ 

của dung dịch tạo thành có cực đại hấp thụ tại bước sóng 754 nm, đặc trưng cho sự hình thành phức 

màu giữa polyphenol và thuốc thử Folin. Sự trùng khớp cao giữa các phổ hấp thụ của các mẫu khác 

nhau chứng tỏ rằng phương pháp Folin-Ciocalteu có thể được sử dụng để định lượng chính xác tổng 

hàm lượng polyphenol trong dịch chiết từ quả và củ hành tăm với chất đối chứng gallic acid. 

 

Hình 8. Phổ hấp thụ khảo sát tính đặc hiệu của phương pháp 

3.2.2. Xác định MDL, LOD, LOQ và khoảng tuyến tính của phương pháp 

Kết quả khảo sát MDL, LOQ và khoảng tuyến tính của phương pháp (LOL) được xác định theo 

quy trình trình bày tại mục 2.3.3.2(b) của báo cáo; kết quả này được đối chiếu với LOD và LOQ tính 

theo Petra Matic và cộng sự [2] (Bảng 3). So với phương pháp trong nghiên cứu của Petra Matic và 

cộng sự [2], quy trình đề xuất có giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng cao hơn, đồng nghĩa với độ 

nhạy thấp hơn. Đồng thời, phương pháp còn có khoảng tuyến tính rộng, phù hợp để xác định hàm lượng 

polyphenol trong các mẫu thực vật có hàm lượng polyphenol cao, đồng thời hạn chế sai số phát sinh do 

quá trình pha loãng mẫu. 

Bảng 3. Kết quả khảo sát MDL, LOD, LOQ và LOL (mg/L) 

STT MDL (US.EPA)* LOD [2]** LOQ (US.EPA)* LOQ [2]** LOL 

Trong nghiên cứu 0,049 0,051 0,155 0,155 0,2-20 

Petra Matic và cộng sự [2]  0,0179  0,0544 0,01-5,0 

*MDL  tính theo công thức (1) với n = 7 và tn-1, 0,99 = 3,143; **LOD tính theo Petra Matic và cộng sự [2] 

3.2.3. Kết quả xây dựng đường chuẩn và xác định độ đúng, độ chính xác của phương pháp 

Để định lượng polyphenol trong quả và củ hành tăm, đường chuẩn với chất chuẩn đối chứng là 

gallic acid được thiết lập với nồng độ nằm trong khoảng 0,5-10,0 g/mL. Kết quả khảo sát thu được 

đường chuẩn gallic acid là A = 0,1021x + 0,0103, R2 = 0,9992 (với x là hàm lượng gallic acid 

(mgGAE/mL)), đạt yêu cầu sử dụng để xác định polyphenol tổng trong củ và quả hành tăm. 
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Kết quả phân tích độ đúng (hiệu suất thu hồi, %H) và độ chính xác (độ lệch chuẩn tương đối, 

%RSD) trên mẫu dung dịch gallic acid chuẩn và mẫu dịch chiết thêm chuẩn (Bảng 4) cho thấy phương 

pháp phân tích đề xuất có độ tin cậy cao. Cụ thể, %RSD của tất cả các lần thử đều nhỏ hơn giới hạn 

chấp nhận được (<5,3%), và hiệu suất thu hồi trung bình đều nằm trong khoảng giới hạn cho phép 

(80-110%) [26].  

Bảng 4. Kết quả khảo sát độ lặp và độ đúng 

 

Chuẩn acid gallic Dịch chiết 

củ  

hành tăm  

thêm chuẩn 

Dịch chiết 

quả  

hành tăm  

thêm chuẩn 
Nước 

Ethanol  

50 % 

Methanol  

50 % 

m-acid gallic (lý thuyết) 150 mg 

m (mg) acid gallic (thực tế) 139,96±1,91a 147,94±1,85b 147,36±1,99b 146,55±2,74 141,20±2,67 

(%) H 93,3±1,3a 98,6±1,2b 98,2±1,3b 97,70±1,8 94,1±1,8 

(%) RSD 1,37 1,25 1,35 1,87 1,89 

a, b, c, d, e trong cùng hàng thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95% 

Nghiên cứu cũng cho thấy dung môi hoà tan có ảnh hưởng đáng kể đến kết quả phân tích, theo 

kiểm định Tukey (α = 0,05), không có sự khác biệt về hiệu suất thu hồi gallic acid giữa methanol và 

ethanol, nhưng cả hai dung môi này đều cho hiệu suất thu hồi khác biệt có ý nghĩa thống kê và cao hơn 

so với dung môi nước. Điều này có thể giải thích do phenolic là hợp chất có độ phân cực thấp nên có 

độ hòa tan trong methanol và ethanol cao hơn so với nước, kết quả này phù hợp với nghiên cứu của 

Gustavo Araujo Pereira và cộng sự [27]. 

3.3. Kết qu  kh o sát  nh hưởng c a dung môi    phương pháp chiết xuất đến quy trình phân 

  ch h m lượng polyphenol trong qu  và c  h nh  ăm 

Để chiết xuất polyphenol trong thực vật và thực phẩm, nhiều dung môi có tính phân cực thường 

được sử dụng như: theo TCVN 9745-1:2013 (ISO 14502-1:2005), polyphenol trong chè xanh được chiết 

bằng methanol 70% (v/v) ở nhiệt độ 70 oC (nồi cách thuỷ) [10]; theo AOAC 2017.13, mẫu rượu vang 

và nước ép quả việt quất được hoà tan tỷ lệ (1:1) với nước [12]; polyphenol trong các mẫu củ quả theo 

nghiên cứu của Gustavo Araujo Pereira và cộng sự được chiết xuất bằng ethanol 50% với hỗ trợ của 

siêu âm ở tốc độ 11000 vòng/phút trong 30 giây [27]. Đối với các cây cùng họ với cây hành tăm, các 

nghiên cứu cũng sử dụng hỗn hợp dung môi gồm nước và ethanol với nồng độ ethanol 48,46% (v/v) 

[28] và 80% (v/v) [9] để chiết xuất polyphenol từ hoa và từ củ một số cây họ hành. 

Trong nghiên cứu này, dung môi dùng chiết xuất polyphenol từ hoa và quả hành tăm là ethanol, 

ethanol 70%, 50%, 30% và nước, phương pháp chiết xuất bao gồm ngâm kết hợp nhiệt độ (70 oC) và 

sử dụng bể siêu âm ở nhiệt độ 30 oC, tỷ lệ chiết dung môi/nguyên liệu là (50:1), số lần chiết 3 lần. Kết 

quả khảo sát được đối sánh với quy trình chiết xuất polyphenol bằng methanol 70% theo TCVN 9745-

1:2013 (ISO 14502-1:2005). 

Kết quả phân tích phương sai (ANOVA) 2 biến cho thấy có sự tương tác đáng kể giữa phương 

pháp và dung môi chiết xuất đối với hàm lượng polyphenol trong củ và quả hành tăm (F = 10,07 và 

4,15 cho củ và quả, lần lượt lớn hơn Fcrit = 2,87). Kết quả phân tích ANOVA cũng cho thấy phương 

pháp chiết xuất trong cả 2 trường hợp đều không ảnh hưởng đến kết quả phân tích polyphenol (p > 0,05, 

F < Fcrit = 4,35) và dung môi chiết xuất có ảnh hưởng rất lớn đến kết quả phân tích polyphenol (p < 0,05, 

F > Fcrit = 2,87). Ngoài ra, kiểm định Tukey (α = 0,05) cho thấy hàm lượng polyphenol đạt giá trị cực 

đại khi sử dụng dung môi ethanol 70% cho củ và 50-70% cho quả, kết hợp với các điều kiện chiết xuất 

siêu âm ở 30 °C trong 30 phút hoặc ngâm trong bể ổn nhiệt ở 70 °C trong 30 phút. Điều này cho thấy 

phương pháp siêu âm ở nhiệt độ thấp có hiệu quả tương đương với phương pháp ngâm trong bể ổn nhiệt 

ở nhiệt độ cao đối với việc chiết xuất polyphenol. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy dung môi và điều kiện chiết tối ưu trong nghiên cứu có hiệu quả 

chiết xuất polyphenol cao hơn so với methanol 70% theo tiêu chuẩn TCVN 9745-1:2013 (ISO 14502-

1:2005) [10], cụ thể là 9,21 ± 0,29 mg/g so với 6,24 ± 0,21 mg/g đối với củ hành tăm, và tương đương 

đối với quả hành tăm (7,97 ± 0,26 mg/g so với 7,85 ± 0,26 mg/g). Kết quả này tương đồng với nghiên 

cứu của Gustavo Araujo Pereira và cộng sự [29]. Phenolic là các hợp chất có độ phân cực thấp và do 

đó, có độ hòa tan cao trong methanol và ethanol. Từ các kết quả trên, ethanol có thể được sử dụng thay 
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thế cho methanol trong quy trình chiết xuất và phân tích TPs bằng phương pháp Folin-Ciocalteu, việc 

sử dụng ethanol trong quy trình đề xuất làm giảm tác động đến môi trường, an toàn hơn so với quy trình 

theo TCVN 9745-1:2013 (ISO 14502-1:2005) [10]. 

  
(a) Củ hành tăm (b) Quả hành tăm 

a, b, c, d, e thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95% 

Hình 9. Kết quả khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quy trình chiết xuất polyphenol 

Kết quả so sánh hàm lượng TPs trong củ và quả hành tăm ở Quảng Trị theo quy trình chiết xuất 

và phân tích của nghiên cứu cho thấy hàm lượng TPs lần lượt đạt 9,21 ± 0,29 mg/g chất khô và 7,97 ± 

0,26 mg/g chất khô. Các giá trị này cao hơn so với hàm lượng TPs trong cây hành tăm (Allium 

schoenoprasum L.) được Marianna Lenková và cộng sự công bố (1591 ± 10,89 mg/kg) [9]. Khi quy đổi 

về cùng đơn vị, hàm lượng TPs trong nghiên cứu tương ứng là 9210 ± 290 mg/kg chất khô đối với củ 

và 7970 ± 260 mg/kg chất khô đối với quả, đều cao hơn giá trị 1591 ± 10,89 mg/kg được công bố [9]. 

So với củ tỏi ở Hải Dương, sử dụng quy trình chiết xuất tương tự với dung môi ethanol 70%, hàm lượng 

TPs trong củ tỏi đạt 5,363 ± 0,017 mgGAE/g chất khô, thấp hơn so với hàm lượng TPs trong củ (9,21 

± 0,29 mg/g chất khô) và quả (hạt) (7,97 ± 0,26 mg/g chất khô) hành tăm trong nghiên cứu này [16]. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã khảo sát và đề xuất quy trình định lượng polyphenol toàn phần trong quả và củ 

hành tăm bằng phương pháp quang phổ UV-Vis với thuốc thử Folin-Ciocalteu, với các điều kiện tối ưu 

gồm bước sóng, trình tự phản ứng, pH, nồng độ Na2CO3, nồng độ thuốc thử Folin và thời gian phản 

ứng. Quy trình tạo phức màu giữa chất đối chứng acid gallic và thuốc thử Folin-Ciocalteu được thực 

hiện theo trình tự như sau: thêm 1,0 mL dung dịch chuẩn acid gallic (hoặc dịch chiết đã pha loãng phù 

hợp), tiếp theo thêm 2,5 mL thuốc thử Folin 10% (0,20 mol/L), lắc nhẹ, sau đó thêm 1,5 mL dung dịch 

Na2CO3 1,2 mol/L, lắc đều và để ổn định trong 60 phút ở nhiệt độ phòng; đo độ hấp thụ (Abs) tại 754 

nm trong khoảng thời gian từ 60–180 phút. Phương pháp đề xuất có độ chính xác và độ lặp lại cao, phù 

hợp phân tích các mẫu thực vật giàu polyphenol. Nghiên cứu cũng đã xác định điều kiện chiết xuất và 

phân tích hàm lượng polyphenol trong củ và quả hành tăm. Kết quả cho thấy hàm lượng polyphenol 

trong củ cao hơn so với quả, lần lượt đạt 9,21 ± 0,29 mg/g chất khô (tương đương 2,48 ± 0,08 mg/g củ 

tươi) và 7,97 ± 0,26 mg/g chất khô (tương đương 2,38 ± 0,08 mg/g quả tươi).  

Lời c m ơn: Nghiên cứu này do Trường Đại học Công Thương Thành phố Hồ Chí Minh bảo trợ và cấp 

kinh phí theo Hợp đồng số 93/HĐ-DCT ngày 15 tháng 8 năm 2023.   
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ABSTRACT 

QUANTIFICATION OF TOTAL POLYPHENOL CONTENT IN FRUITS AND BULBS 

OF Allium schoenoprasum L. USING UV-VIS SPECTROSCOPY  

WITH FOLIN-CIOCALTEU REAGENT 

Tran Nguyen An Sa1,2*, An Phan Ngoc Quynh2, Ta Thi Hong Nhung2,  

Le Pham Thanh Tung2, Vo Le Nhu Quynh2, Nguyen Kim Thinh2, Nguyen Thu Trang2 

1Graduate University of Science and Technology, Vietnam Academy of Science and Technology 

2Ho Chi Minh City University of Industry and Trade 
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This study was conducted to develop a UV-Vis spectrophotometric method using the Folin-

Ciocalteu reagent for the rapid and accurate quantification of total polyphenol content in the fruits 

and bulbs of Allium schoenoprasum L. The optimal conditions for the complexation reaction were 

determined, including a pH range of 8.67–8.95 and a molar ratio of Na2CO3/Folin of 3.6, 

corresponding to an initial Folin reagent concentration of 0.20 mol/L (10% Folin reagent) and a 

Na2CO3 concentration of 1.2 mol/L, with a reaction time of 2 h at room temperature. The proposed method 

demonstrated high sensitivity, with MDLS (US.EPA) = 0.049 mg/L; LOD (AOAC) = 0.051 mg/L, 

LOQ = 0.155 mg/L, and exhibited a wide linear range (LOL) of 0.2–20 mg/L, making it suitable for 

determining polyphenol content in plant samples with high polyphenol concentrations while reducing 

errors associated with sample dilution. The study also established the conditions for polyphenol 

extraction from the fruits and bulbs of Allium schoenoprasum L., using 70% ethanol for the bulbs 

and 50–70% ethanol for the fruits. Extraction was performed using ultrasonic treatment at 30 °C for 

30 min or immersion in a thermostatic bath at 70 °C for 30 min. The results revealed that the 

polyphenol content in the bulbs of Allium schoenoprasum L. was higher than that in the fruits, at 9.21 

± 0.29 mg/g dry weight (or 2.48 ± 0.08 mg/g fresh bulb), compared with 7.97 ± 0.26 mg/g dry weight 

(or 2.38 ± 0.08 mg/g fresh fruit), respectively. 

Keywords: Polyphenol, Folin-Ciocalteu, chives, Allium schoenoprasum L., UV-Vis. 
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