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Tóm tắt. Khả năng chống oxy hóa của 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (gallic acid) đã được nghiên cứu 

bằng các phương pháp phổ, gồm 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•), 2,2’-azinobis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS•+), phosphomolybdenum và các tính toán hóa lượng tử ở mức 

lý thuyết -B97XD/6-311++G(d,p). Kết quả cho thấy gallic acid có khả năng bắt gốc tự do DPPH• và 

ABTS•+ mạnh hơn trolox với các giá trị IC50DPPH và IC50ABTS là 2,23 ± 0,02 và 12,20 ± 0,03 μM. Trong 

phương pháp phosphomolybdenum, gallic acid có khả năng khử Mo(VI) về Mo(V) tương đương với 

trolox. Cơ chế phản ứng giữa gallic acid và HOO• theo tính toán hóa lượng tử chủ yếu là chuyển nguyên 

tử hydro. 

Từ khóa: gallic acid, tính toán hóa lượng tử, cơ chế phản ứng, chống oxi hóa 

A combination of experimental research and computational chemistry  

in investigating antioxidant potential of gallic acid 
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Abstract. The antioxidant capacity of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (gallic acid) was investigated with 

spectroscopic methods, including 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•), 2,2'-azinobis(3)-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS•+), and phosphomolybdenum and quantum chemical 

calculations at the theoretical level of −B97XD/6-311++G(d,p). The results show that gallic acid had 

stronger DPPH• and ABTS•+ free radical scavenging ability than trolox with IC50DPPH and IC50ABTS values 

of 2.23 ± 0.02 and 12.20 ± 0.03 μM. In the phosphomolybdenum method, Mo(VI) to Mo(V) reducing 

ability of gallic acid was equivalent to that of trolox. According to quantum research results, the reaction 

mechanism between gallic acid and HOO• is primarily the hydrogen atom transfer. 
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1 Đặt vấn đề 

3,4,5-Trihydroxybenzoic acid (gallic acid-

GAH) – một hợp chất triphenol khối lượng phân 

tử thấp có trong tự nhiên – được cho là có các hoạt 

động chống oxy hóa mạnh trong nhiều nghiên cứu 

[1]. Năm 2002, Kim và cs. đã nghiên cứu khả năng 

chống oxi hóa quy tương đương của các hợp chất 

phenol [2]. Kết quả cho thấy gallic acid có khả năng 

chống oxy hóa vượt trội hơn quercetin, catechin, 

vitamin C, rutin, epicatechin, chlorogenic acid và 

Trolox. Một nghiên cứu khác của Schlesier [3] cho 

thấy gallic acid cũng là chất chống oxi hóa mạnh 

khi so sánh với uric acid, Trolox và ascorbic acid. 

Sáu phương pháp được sử dụng bao gồm thử 

nghiệm khả năng chống oxy hóa tương đương 

Trolox (TEAC I-III), thử nghiệm thông số chống 

oxy hóa bẫy gốc tự do (TRAP), thử nghiệm 2,2-

diphenyl-l-picrylhydrazyl (DPPH), thử nghiệm 

N,N-dimethyl-p-phenylendiamine (DMPD), thử 

nghiệm hóa phát quang (PCL) và khả năng khử 

Ferric của thử nghiệm huyết tương (FRAP). Tất cả 

các phương pháp đều cho thấy gallic acid là chất 

chống oxi hóa mạnh nhất, ngoại trừ DMPD. 

Rõ ràng, gallic acid là hợp chất được dự 

đoán có nhiều ưu điểm vượt trội về khả năng bắt 

gốc tự do và chống oxy hóa. Tuy vậy, cho đến nay, 

việc kết hợp các nghiên cứu thực nghiệm và lý 

thuyết để làm rõ cơ chế phản ứng của gallic acid 

vẫn chưa được thực hiện. Vì vậy, trong nghiên cứu 

này, chúng tôi tập trung thử nghiệm khả năng 

chống oxi hóa của nó qua ba phương pháp thực 

nghiệm bao gồm phương pháp 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), phương pháp 

phosphomolybdenum (PM) và phương pháp 2,2’-

azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) 

(ABTS). Trolox là một chất chống oxi hóa điển 

hình; vì vậy, nó được sử dụng để so sánh với gallic 

acid trong cùng điều kiện nghiên cứu. 

Nghiên cứu về mặt hóa lý thuyết được tiến 

hành nhằm làm rõ cơ chế phản ứng giữa gallic acid 

và gốc tự do. Mức lý thuyết -B97XD/6-

311++G(d,p) được lựa chọn để tối ưu hóa cấu trúc 

phân tử và khảo sát các cơ chế phản ứng. Đây là 

một trong các phương pháp lý thuyết cho kết quả 

nghiên cứu khá chính xác khi tính các thông số 

nhiệt hóa học và động học [4].  

2 Thực nghiệm 

2.1 Hóa chất 

3,4,5-Trihydroxybenzoic acid (gallic acid), 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ethanol, 

potassium persulfate (K2S2O8), 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), 

ammonium molybdate tetrahydrate ((NH4)6Mo7O24·4H2O), 

2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium (ABTS), sodium dihydrogen phosphate 

dihydrate (NaH2PO4·2H2O) và sulfuric acid 

(H2SO4) đều được đặt mua ở Sigma-Aldrich. 

2.2 Thực nghiệm phương pháp DPPH• 

Đầu tiên, dung dịch DPPH được điều chế ở 

nồng độ 0,067 mM trong ethanol. Gallic acid được 

pha ở các nồng độ khác nhau từ 0,5 đến 3 μM. Mẫu 

trắng là hỗn hợp gồm 1 mL dung dịch DPPH và 3 

mL ethanol. Mẫu khảo sát là hỗn hợp gồm 1 mL 

dung dịch DPPH và 3 mL dung dịch gallic acid. 

Các mẫu được trộn đều, ủ trong bóng tối 30 phút 

và đo mật độ quang ở 515 nm. Hiệu suất bắt gốc tự 

do DPPH• của chất chống oxi hóa (SEDPPH%) được 

tính theo công thức (1) [5]. 

A A
SE

ADPPH
c s

c

 - 
% = . 100  (1)

 

trong đó Ac và As là mật độ quang của mẫu trắng và 

mẫu khảo sát.  

2.3 Thực nghiệm phương pháp ABTS•+ 

Dung dịch ABTS 7 mM và K2S2O8 2,45 mM 

được trộn với nhau và ủ trong bóng tối trong 16 giờ 

tạo ra cation gốc tự do ABTS•+ (dung dịch có màu 

xanh lục đậm). Ethanol được sử dụng để pha loãng 

dung dịch ABTS để có giá trị mật độ quang 0,7 ± 

https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Dae-Ok++Kim
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0,05 ở bước sóng 734 nm. Trộn 1 mL ethanol với 3 

mL dung dịch ABTS để tạo mẫu trắng; mẫu khảo 

sát gồm 1 mL gallic acid và 3 mL dung dịch ABTS. 

Trong thí nghiệm này, gallic acid được pha loãng 

trong ethanol ở các nồng độ từ 5 đến 20 μM. Các 

thí nghiệm được lặp lại ba lần. Hiệu suất bắt cation 

gốc tự do ABTS•+ ( %SE •+ABTS
) được tính theo công 

thức (2). 
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trong đó '

cA và '

sA  là mật độ quang của mẫu trắng 

và mẫu khảo sát trong thí nghiệm với ABTS•+  

2.4 Thực nghiệm phương pháp 

phosphomolybdenum (PM) 

Tổng khả năng chống oxy hóa của gallic acid 

được thực hiện theo quy trình của Prieto với một 

số điều chỉnh [6]. Thuốc thử là hỗn hợp dung dịch 

sulfuric acid 0,6 M, sodium dihydrogen phosphate 

28 mM và ammonium molybdate 4 mM. Lấy 0,3 

mL dung dịch chất chống oxy hóa ở các nồng độ 

khác nhau trộn với 3 mL dung dịch thuốc thử, đậy 

nắp và ủ hỗn hợp ở 95 °C trong 90 phút. Sau đó, tất 

cả các mẫu được để nguội đến nhiệt độ phòng. Độ 

hấp thụ của mẫu được đo ở bước sóng 695 nm bằng 

máy quang phổ TCC-240A SHIMAZU UV/Vis. 

Mẫu trắng chứa 3 mL dung dịch thuốc thử và 0,3 

mL ethanol. Tổng khả năng chống oxy hóa của 

gallic acid được biểu thị dưới dạng quy tương 

đương Trolox. 

3 Nghiên cứu hóa lý thuyết 

Phần mềm Gaussian 16 được sử dụng để 

thực hiện các tính toán hóa lượng tử. Cơ chế 

chuyển nguyên tử hydro (HAT) [7, 8], và cơ chế 

phản ứng cộng (RAF) [9, 10] là những cơ chế phản 

ứng thường sử dụng để nghiên cứu các phản ứng 

của hợp chất polyphenol. Vì vậy, chúng được lựa 

chọn để khảo sát phản ứng giữa gallic acid và gốc 

tự do HOO• trong nghiên cứu này. Chi tiết về cơ 

chế phản ứng và cách tính hằng số tốc độ phản ứng 

được trình bày ở Bảng S1. 

4 Kết quả và thảo luận 

4.1 Phương pháp DPPH• 

Hình 1 là phổ tử ngoại khả kiến của DPPH ở 

các nồng độ khác nhau của gallic acid. Khi nồng độ 

gallic acid tăng lên, đỉnh hấp thụ của phổ có chiều 

hướng đi xuống, cho thấy lượng DPPH trong dung 

dịch giảm dần. Hiệu suất bắt gốc tự do DPPH• của 

gallic acid được tính dựa vào công thức (1). Cụ thể, 

khi nồng độ gallic acid là 0,5 μM thì hiệu suất bắt 

gốc của gallic acid là 11,84% và giá trị này tăng lên 

66,09% khi nồng đồ của nó là 3 μM. Điều này 

chứng tỏ gallic acid đã phản ứng với gốc tự do 

DPPH• (dung dịch có màu tím) tạo thành DPPHH, 

làm dung dịch thu được có màu vàng nhạt [11]. 

Để tính giá trị IC50DPPH của gallic acid, chúng 

tôi xây dựng đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa 

nồng độ của gallic acid và hiệu suất bắt gốc DPPH• 

[12]. Đồ thị thu được có dạng y = 21,34 × x + 2,49 với 

giá trị hệ số tương quan là 0,998. Từ đó, IC50DPPH 

của gallic acid được tính và có giá trị là 2,23 ± 0,02 

μM. Bằng phương pháp tương tự, IC50DPPH của 

Trolox là 4,87 ± 0,02 μM. Kết quả này chứng tỏ 

gallic acid có khả năng bắt gốc tự do DPPH• gấp 

hai lần so với Trolox. 

 

Hình 1. Phổ tử ngoại khả kiến của DPPH• trong các thí 

nghiệm với gallic acid 
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Hình 2. Mối quan hệ giữa nồng độ gallic acid và hiệu 

suất bắt gốc DPPH• 

4.2 Phương pháp ABTS•+ 

Tương tự phương pháp DPPH•, độ hấp thụ 

của dung dịch ABTS ở các nồng độ khác nhau của 

gallic acid được khảo sát ở bước sóng 734 nm. Khi 

nồng độ gallic acid tăng lên, đỉnh của phổ tử ngoại 

khả kiến của hỗn hợp phản ứng cũng giảm xuống. 

Điều này chứng tỏ gallic acid đã trung hòa cation 

gốc tự do ABTS•+ trong dung dịch, làm màu xanh 

của dung dịch chuyển dần sang không màu [13, 

14].  

Hiệu suất trung hòa cation gốc tự do ABTS•+ 

của gallic acid được tính theo công thức (2). Kết 

quả cho thấy khi nồng độ của gallic acid tăng từ 5 

lên 20 μM, hiệu suất phản ứng tăng lên từ 11,41 đến 

88,37%. Mối quan hệ giữa nồng độ gallic acid và 

hiệu suất bắt gốc ABTS•+ của nó cũng biểu diễn 

bằng phương trình y = 4,95 × x – 10,17 ở Hình 4. Hệ 

số tương quan (R2 = 0,999) cho thấy mối tương 

quan chặt chẽ giữa hai đại lượng này. Từ phương 

trình trên, chúng tôi tính giá trị IC50ABTS của gallic 

acid là 12,2 ± 0,03 μM. Trong khi đó, giá trị này của 

Trolox là 29,39 ± 0,01 μM khi khảo sát ở cùng điều 

kiện. Điều này chứng tỏ gallic acid có khả năng 

trung hòa cation gốc tự do ABTS•+ tốt hơn Trolox. 

 

 

Hình 3. Phổ tử ngoại khả kiến của ABTS•+ trong thí 

nghiệm với gallic acid 

 

Hình 4. Mối quan hệ giữa nồng độ của gallic acid và 

hiệu suất bắt gốc ABTS•+ 

4.3 Phương pháp phosphomolybdenum 

Tổng khả năng chống oxy hóa của gallic acid 

có thể được đánh giá bằng phương pháp 

phosphomolybdenum. Nguyên tắc cơ bản của 

phương pháp này là đánh giá khả năng khử 

Mo(VI) thành Mo(V) bằng các chất chống oxy hóa. 

Chất chống oxy hóa cho điện tử càng mạnh thì Mo 

(VI) càng dễ dàng nhận điện tử để tạo thành phức 

chất phosphomolybdate (V) màu xanh lục trong 

dung dịch có tính acid.  

Ở Hình 5, độ hấp thụ của dung dịch tăng lên 

ở bước sóng 695 nm khi nồng độ của chất chống 

oxy hóa tăng lên. Điều này cho thấy lượng Mo(V) 

tạo ra tăng lên khi nồng độ gallic acid tăng. Sodium 

dihydrogen phosphate phản ứng với ammonium 
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molybdate trong môi trường acid tạo thành dung 

dịch màu vàng H3PO4(MoVIO3)12 [15]. Sau đó, dung 

dịch này bị gallic acid khử, tạo thành 

[H4PMo8VIMo4VO40]3− (màu xanh lục). 

Hoạt tính chống oxy hóa của gallic acid được 

biểu thị bằng số mg tương đương Trolox. Hình 6 là 

đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa mật độ quang và 

nồng độ của Trolox (y = 1,34 × x – 0,04). Từ phương 

trình này, chúng tôi tính được số mg Trolox quy 

tương đương cho gallic acid là 1,02 mg/mg. Điều 

này chứng tỏ tổng khả năng chống oxy hóa của 

gallic acid tương đương Trolox. Khả năng cho điện 

tử của gallic acid và Trolox trong thí nghiệm này là 

tương đương nhau. 

 

Hình 5. Phổ tử ngoại khả kiến của gallic acid trong thí 

nghiệm phosphomolybdenum 

 

Hình 6. Đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa nồng độ 

Trolox và độ hấp thụ của nó 

4.4 Tính toán hóa lượng tử cho gallic acid 

Phương pháp -B97XD/6-311++G(d,p) [4] 

được sử dụng để tối ưu hóa cấu trúc của gallic acid 

(Hình 7) và tính toán hằng số tốc độ phản ứng giữa 

gallic acid với gốc tự do HOO• [16]. Hai cơ chế 

được lựa chọn để đánh giá khả năng phản ứng của 

chúng là cơ chế phản ứng là phản ứng chuyển 

nguyên tử hydro và phản ứng cộng. 

Cơ chế phản ứng chuyển nguyên tử hydro 

Khi xét theo cơ chế chuyển nguyên tử hydro, 

năng lượng phân ly liên kết (BDE) là một trong các 

đại lượng quan trọng cần khảo sát [17]. Gallic acid 

có bốn liên kết O–H dễ bị cắt đứt là O1-H15, O2-

H16, O3-H17 và O4-H18. Các liên kết này lần lượt 

có giá trị BDE là 79,1, 80, 86,4 và 120,2 kcal·mol−1 

(Bảng 1). Như vậy, O1-H15 và O2-H16 là hai vị trí 

dễ cắt đứt liên kết nhất trong bốn vị trí khảo sát. 

 

Hình 7. Cấu trúc tối ưu của gallic acid trong pha khí ở 

-B97XD/6-311++G(d,p) 

Bảng 1. Các giá trị tính toán được khi khảo sát phản 

ứng giữa gallic acid và HOO• theo cơ chế HAT 

Liên kết 
BDE(O–H) 

(kcal·mol−1) 

kHAT 

(M−1·s−1) 

kHAT(total) 

(M−1·s−1) 

O1-H15 79,07 4,52 × 103 

6,11 × 104 
O2-H16 79,98 5,66 × 104 

O3-H17 86,42 2,23 × 101 

O4-H18 120,19 2,05 × 10–12 
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Bề mặt thế năng của phản ứng giữa gallic 

acid và HOO• theo cơ chế HAT được biểu diễn ở 

Hình 8. Các phản ứng bắt đầu với sự hình thành 

của trạng thái trung gian 1 (Inter 1), qua trạng thái 

chuyển tiếp (TS), hình thành trạng thái trung gian 

2 (Inter 2) và tạo ra sản phẩm. Nhìn chung, vị trí 

O1-H15 và O2-H16 có các giá trị năng lượng Inter 

1, TS và Inter 2 thấp nhất trong bốn liên kết O–H 

khảo sát. Đây cũng là các vị trí có hiệu ứng nhiệt 

tạo thành sau các phản ứng có các giá trị âm, chứng 

tỏ các phản ứng này là tỏa nhiệt. 

Hằng số tốc độ phản ứng của gallic acid ở 

các vị trí O1-H15, O2-H16, O3-H17 và O4-H18 có 

giá trị lần lượt là 4,52 × 103, 5,66 × 104, 2,23 × 101 và 

2,05 × 10–12 M−1·s−1 ( Bảng 1). Như vậy, O1-H15, O2-

H16 là hai vị trí có khả năng phản ứng nhanh nhất 

trong phân tử gallic acid. Dựa vào phương trình 

(7), chúng tôi tính được kHAT(total) với giá trị là 6,11 × 

104 M−1·s−1. 

Cơ chế phản ứng cộng 

Phân tử gallic acid có các liên kết đôi ở nhân 

thơm; vì vậy, nó có thể phản ứng với HOO• theo 

cơ chế phản ứng cộng ở các vị trí C6, C7, C8, C9, 

C10 và C11. Hình 9 trình bày bề mặt thế năng theo 

cơ chế phản ứng cộng khi gallic acid phản ứng với 

gốc tự do HOO•.  

Quan sát Hình 9, có thể thấy năng lượng 

tương đối của trạng thái chuyển tiếp ở các vị trí C6, 

C7, C8, C9, C10 và C11 có giá trị lần lượt là 20,1, 

11,4, 12,8, 17,1, 12,6 và 14,5 kcal·mol–1. Như vậy, 

phản ứng ở vị trí C7 có giá trị TS thấp nhất. Dựa 

vào phần mềm Eyringpy [18], chúng tôi tính hằng 

số tốc độ phản ứng theo cơ chế RAF (kRAF) (Bảng 2). 

Các phản ứng ở C6, C7, C8, C9, C10 và C11 lần lượt 

có giá trị kRAF là 6,62 × 10−10, 9,03 × 10–4, 4,82 × 10−5, 

2,35 × 10−7, 1,14 × 10−4 và 1,51 × 10−5 M−1·s−1. Như 

vậy, gallic acid phản ứng với HOO• chủ yếu ở vị 

trí C7. 

 

Hình 8. Bề mặt thế năng của phản ứng giữa gallic acid 

và gốc HOO• theo cơ chế HAT 

 

Hình 9. Bề mặt thế năng của phản ứng giữa gallic acid 

và HOO• theo cơ chế RAF 

Bảng 2. Các kết quả tính toán được khi khảo sát phản 

ứng giữa gallic acid và HOO• theo cơ chế RAF 

Vị trí 
ΔG≠ 

(kcal·mol−1) 

kRAF 

(M−1·s−1) 

kRAF(total) 

(M−1·s−1) 

C6 30,2 6,62 × 10–10 

1,08 × 10–3 

C7 21,9 9,03 × 10–4 

C8 23,5 4,82 × 10–5 

C9 26,8 2,35 × 10–7 

C10 23 1,14 × 10–4 

C11 24,3 1,51 × 10–5 
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Dựa vào công thức (8), hằng số tốc độ tổng 

cộng theo cơ chế phản ứng cộng (kRAF(total)) giữa 

gallic acid và HOO• là 1,08 × 10−3 M−1·s−1. So với 

hằng số tốc độ phản ứng tổng cộng theo cơ chế 

HAT, giá trị này nhỏ hơn rất nhiều. Như vậy, phản 

ứng giữa gallic acid và HOO• chủ yếu xảy ra theo 

cơ chế chuyển nguyên tử hydro. 

5 Kết luận 

Các phương pháp đo quang phổ và tính toán 

hóa lượng tử đã được sử dụng để đánh giá khả 

năng chống oxy hóa của gallic acid. Trong phương 

pháp DPPH•, gallic acid có khả năng bắt gốc tự do 

DPPH• với giá trị IC50DPPH là 2,23 ± 0,02 μM. Trong 

phương pháp ABTS•+, hợp chất này trung hòa các 

cation gốc tự do ABTS•+ với giá trị IC50ABTS là 12,20 

± 0,03 μM. Các giá trị IC50 của gallic acid đều nhỏ 

hơn khi so sánh với Trolox. Bên cạnh đó, phương 

pháp phosphomolybdenum cho thấy khả năng 

khử Mo(VI) về Mo(V) của gallic acid và Trolox là 

tương đương nhau. Các tính toán hóa lý thuyết ở 

-B97XD/6-311++G(d,p) ở pha khí đều chỉ ra rằng 

gallic acid phản ứng với gốc tự do HOO• chủ yếu 

theo cơ chế HAT.  
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