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ABSTRACT
Objective: To develop and validate a method for quantifying total flavonoids in  
concentrated mixed herbal extracts, expressed as quercetin equivalents, by  
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectrophotometry.

Methods: The spectrophotometric method was based on the colorimetric reaction with 
AlCl₃ reagent. The quantification method was validated following AOAC guidelines.

Results: A method for determining total flavonoids in concentrated herbal extracts 
was developed and validated using UV-Vis spectroscopy, showing high accuracy with  
average recoveries ranging from 99.44-100.37%, RSD ≤ 2%, as well as acceptable  
precision, system suitability, and linearity. The total flavonoid content determined by the 
developed method was 3.04% (RSD = 0.7%) calculated as quercetin.

Conclusion: A reliable and validated method for quantifying total flavonoids in  
concentrated mixed herbal extracts, expressed as quercetin equivalents, using UV-Vis 
spectrophotometry was established.

Keywords: Total flavonoids, UV-Vis spectroscopy, Ageratum conyzoides, concentrated 
extract.
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ABSTRACT
Mục tiêu: Xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng flavonoid toàn phần có trong 
cao đặc tính theo quercetin bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến 
(UV-Vis).

Phương pháp: Phương pháp đo quang dựa trên phản ứng tạo màu với thuốc thử AlCl3, 
thẩm định phương pháp định lượng theo hướng dẫn của AOAC.

Kết quả: Xây dựng phương pháp định lượng flavonoid toàn phần trong cao đặc phù hợp với 
hệ thống quang phổ UV-Vis có độ đúng cao với tỷ lệ thu hồi trung bình từ 99,44-100,37%, 
RSD ≤ 2%, độ chính xác, độ phù hợp hệ thống, khoảng tuyến tính đạt yêu cầu. Hàm lượng 
flavonoid toàn phần trong cao đặc được xác định bằng phương pháp đã xây dựng là 3,04% 
(RSD = 0,7%) tính theo quercetin.

Kết luận: Đã xây dựng và thẩm định được phương pháp định lượng flavonoid toàn phần có 
trong cao đặc tính theo quercetin bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả 
kiến.

Từ khóa: Flavonoid toàn phần, quang phổ UV-Vis, Ngũ sắc, cao đặc.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ

Tổng quan các nghiên cứu về thành phần hóa học 
và tác dụng dược lý của các dược liệu Ngũ sắc, Kim 
ngân hoa, Cỏ nhọ nồi, Bạch chỉ và Tế tân cho thấy 
có nhiều nhóm chất có tác dụng điều trị viêm mũi 
xoang [1-3], trong đó có thể kể đến flavonoid với tác 
dụng kháng khuẩn, chống viêm, chống oxy hóa [4-5]. 
Trên cơ sở kế thừa kinh nghiệm dân gian, khảo sát sơ 
bộ cho thấy bài thuốc kết hợp 5 vị dược liệu kể trên 
có khả năng hỗ trợ làm giảm triệu chứng khi bị viêm 
mũi xoang, nghẹt mũi khi thay đổi thời tiết. Bên cạnh 
đó, chưa có nghiên cứu nào về định lượng flavonoid 
toàn phần trong cao đặc của bài thuốc nêu trên. 
Vì vậy, chúng tôi thực hiện nghiên cứu này với mục 
tiêu xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng  
flavonoid toàn phần có trong cao đặc tính theo  
quercetin bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử 
ngoại và khả kiến (UV-Vis).

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Đối tượng nghiên cứu

Cao đặc sử dụng trong nghiên cứu được chiết xuất 
từ 5 vị dược liệu bao gồm Ngũ sắc, Kim ngân hoa, 
Cỏ nhọ nồi, Bạch chỉ, Tế tân (cung cấp bởi Công ty 
Cổ phần Dược liệu Indochina) được phối trộn theo 
đúng tỷ lệ bài thuốc (Ngũ sắc: Kim ngân hoa: Cỏ nhọ 
nồi: Bạch chỉ: Tế tân = 8:5:2:3:2); sau đó thực hiện 
quy trình như sau: cân khoảng 200g dược liệu theo 
tỷ lệ, tiến hành xác định độ ẩm của hỗn hợp dược 
liệu, cắt nhỏ 1-3 cm, thêm 1,2 lít ethanol 70%, ngâm 
ở nhiệt độ phòng trong 24 giờ, lọc thu dịch chiết, tiếp 
tục bổ sung dung môi tiến hành chiết lần 2 tương tự, 
gộp dịch chiết, lọc, cô chân không áp suất giảm ở 
nhiệt độ 50°C đến thể chất lỏng sánh thu được cao 
lỏng. Cô cao lỏng ở 50oC đến khi độ ẩm dưới 20% 
thu được cao đặc.

- Hóa chất, chất chuẩn: quercetin (hàm lượng 83,2%, 
SKS: EC0423322, được cung cấp bởi Viện Kiểm  
nghiệm thuốc Trung ương), ethanol 96%,  
AlCl3.6H2O, nước cất và các dung môi khác đạt tiêu 
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chuẩn tinh khiết phân tích.

- Thiết bị, dụng cụ: máy quang phổ tử ngoại khả 
kiến kết nối máy tính Thermo Evolution 60S (Nhật 
Bản), tủ sấy Memmert (Đức), bể điều nhiệt Wise  
Bath-Daihan (Hàn Quốc), bể siêu âm S100  
Elmasonic (Đức) và các dụng cụ cơ bản khác đáp 
ứng yêu cầu thí nghiệm.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Xây dựng phương pháp định lượng flavonoid 
toàn phần bằng phương pháp quang phổ hấp thụ 
tử ngoại và khả kiến

Xây dựng phương pháp định lượng flavonoid toàn 
phần trong cao đặc bằng phương pháp quang phổ 
hấp thụ tử ngoại và khả kiến (Phụ lục 4.1 Dược điển 
Việt Nam V) [6].

2.2.1.1. Chuẩn bị các dung dịch gốc

- Chuẩn bị dung dịch chuẩn gốc: cân chính xác 
khoảng 0,0120g chuẩn quercetin vào bình định mức 
10 ml, hòa tan và định mức tới vạch bằng ethanol 
70% thu được dung dịch A. Hút chính xác 2,5 ml 
dung dịch A vào bình định mức 25 ml, định mức tới 
vạch bằng ethanol 70% thu được dung dịch B. Nồng 
độ dung dịch chuẩn gốc được xác định bằng công 
thức:

C=
m

×P×(1-H%) (μg/mL)
V

	

Trong đó: m là khối lượng chuẩn đã cân (μg); V là thể 
tích dung dịch chuẩn (ml); P là độ tinh khiết của chất 
chuẩn; H là hàm ẩm của chất chuẩn.

- Chuẩn bị dung dịch thử gốc: cân chính xác khoảng 
0,1000g cao đặc siêu âm với 15 ml ethanol 70% 
trong 15 phút. Dịch hòa tan định mức vào bình định 
mức 25 ml thu được dung dịch C.

2.2.1.2. Khảo sát các điều kiện đo quang

Tiến hành khảo sát bước sóng hấp thụ cực đại, khảo 
sát nồng độ thuốc thử (AlCl3 1%, 2%, 5%, 7%, 10%), 
khảo sát thời gian phản ứng (5 phút, 10 phút, 15 
phút, 30 phút, 45 phút, 60 phút).

2.2.1.3. Tiến hành định lượng flavonoid toàn phần

- Chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn: từ dung dịch chuẩn 
gốc ban đầu, tiến hành pha dãy dung dịch chuẩn và 
tiến hành phản ứng theo điều kiện đã khảo sát. 

- Chuẩn bị dung dịch thử: hút chính xác 1,5 ml dung 
dịch thử gốc (dung dịch C) vào bình định mức 10 ml 
và tiến hành phản ứng với AlCl3. 

Tiến hành đo quang của dãy dung dịch chuẩn và 
dung dịch thử so với mẫu trắng pha tương tự.

- Tính toán kết quả: xây dựng phương trình hồi quy 
tuyến tính biểu diễn mối tương quan giữa độ hấp 
thụ của dãy dung dịch chuẩn với nồng độ quercetin:  
y = ax + b với hệ số tương quan R ≥ 0,995.

Nồng độ flavonoid toàn phần trong mẫu cao được 
xác định theo quercetin từ nồng độ tính toán được 
thông qua đường chuẩn. Hàm lượng flavonoid toàn 
phần trong cao đặc được tính như sau:

HL=
C×V×K

×100
m×(1-Hc%)

Trong đó: HL là hàm lượng flavonoid toàn phần trong 
cao đặc (%); C là nồng độ flavonoid toàn phần (μg/
ml) suy ra từ đường chuẩn; K là độ pha loãng; V là thể 
tích mẫu thử (ml); m là khối lượng cao đặc mẫu thử 
(μg); Hc% là hàm ẩm cao đặc.

2.2.2. Thẩm định phương pháp định lượng flavonoid  
toàn phần bằng phương pháp phổ hấp thụ tử ngoại 
và khả kiến

Quy trình định lượng được thẩm định theo hướng 
dẫn của AOAC [7] về độ phù hợp hệ thống, khoảng 
tuyến tính, độ chính xác, độ đúng.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

3.1. Xây dựng phương pháp

Kết quả xác định bước sóng cực đại, nồng độ thuốc 
thử và thời gian phản ứng như các hình 1, 2, 3 dưới 
đây.

 

Hình 1. Kết quả khảo sát bước sóng hấp thụ cực đại

Theo hình 1, bước sóng 430 nm được chọn để tiến 
hành đo độ hấp thụ các dung dịch, do độ hấp thụ 
của dung dịch tại 430 nm là lớn nhất và đây cũng là 
bước sóng nằm trong vùng khả kiến đặc trưng của 
phức Al (III) - flavonoid màu vàng tạo thành từ phản 
ứng.
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Hình 2. Kết quả khảo sát nồng độ thuốc thử AlCl3

Kết quả từ hình 2 cho thấy độ hấp thụ của dung dịch 
thử quercetin tăng dần khi tăng nồng độ thuốc thử 
AlCl3. Tuy nhiên, từ khi nồng độ AlCl3 đạt 5%, độ hấp 
thụ tăng không đáng kể khi tăng nồng độ AlCl3. Do 
vậy, để tối ưu phản ứng và tiết kiệm hóa chất, chúng 
tôi lựa chọn nồng độ AlCl3 là 5%.

 

Hinh 3. Kết quả khảo sát  
thời gian phản ứng tạo phức màu

Kết quả cho thấy độ hấp thụ tăng dần khi tăng dần 
thời gian phản ứng đến 45 phút, sau đó thay đổi 
không đáng kể khi thời gian tăng dần đến 60 phút. 
Do vậy, để đảm bảo đủ thời gian cho AlCl3 5% tạo 
phức hết với các flavonoid và ổn định khi đo độ hấp 
thụ, lựa chọn thời gian phản ứng tạo phức màu với 
AlCl3 5% là 45 phút.

3.2. Thẩm định phương pháp

3.2.1. Độ phù hợp hệ thống

Bảng 1. Kết quả thẩm định  
độ phù hợp hệ thống của phương pháp

Mẫu 1 2 3 4 5 6

Độ hấp 
thụ (A) 0,531 0,544 0,537 0,526 0,551 0,539

Trung 
bình (Ā)   0,538

Độ lệch chuẩn (SD): 0,009
Độ lệch chuẩn tương đối (RSD): 1,663%

Kết quả cho thấy RSD = 1,663% đạt giới hạn yêu 
cầu (RSD ≤ 2%). Như vậy, phương pháp định lượng  
flavonoid toàn phần đảm bảo yêu cầu về độ phù hợp 
hệ thống.

3.2.2. Khoảng tuyến tính

 

Hình 4. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc của độ hấp 
thụ vào nồng độ quercetin

Kết quả cho thấy trong khoảng nồng độ từ 4,75-
23,77 µg/ml có sự tương quan tuyến tính giữa nồng 
độ (C) và độ hấp thụ của dung dịch quercetin (A) 
theo phương trình A = 0,0359.C + 0,0073 với hệ số 
tương quan R = 0,9993 (≥ 0,995) và tỷ lệ hệ số chắn 
Y = 1,37% (-2,0% ≤ Y% ≤ 2,0%) đạt yêu cầu.

3.2.3. Độ chính xác

Bảng 2. Kết quả khảo sát độ lặp lại và độ chính xác trung gian

Ngày 1. Khối lượng cân chuẩn: 0,0129g
y = 0,0369x + 0,009

Ngày 2. Khối lượng cân chuẩn: 0,0125g
y = 0,0371x + 0,0066

Khối lượng cao 
(g) Độ hấp thụ

Hàm lượng  
flavonoid toàn 

phần (%)
Khối lượng cao 

(g) Độ hấp thụ
Hàm lượng  

flavonoid toàn 
phần (%)

0,1019 0,390 3,02 0,1025 0,398 3,06

0,1027 0,395 3,03 0,1021 0,394 3,04

0,1012 0,389 3,03 0,1009 0,389 3,04

0,1035 0,403 3,07 0,1032 0,402 3,07

0,1005 0,385 3,02 0,1011 0,390 3,04
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Ngày 1. Khối lượng cân chuẩn: 0,0129g
y = 0,0369x + 0,009

Ngày 2. Khối lượng cân chuẩn: 0,0125g
y = 0,0371x + 0,0066

Khối lượng cao 
(g) Độ hấp thụ

Hàm lượng  
flavonoid toàn 

phần (%)
Khối lượng cao 

(g) Độ hấp thụ
Hàm lượng  

flavonoid toàn 
phần (%)

0,1018 0,389 3,01 0,1019 0,391 3,03

Trung bình (n = 6) 3,03 Trung bình (n = 6) 3,05

RSDr (%) 0,72 RSDr (%) 0,56

Trung bình (n = 12) 3,04

RSDR (%) 0,70

Kết quả cho thấy giá trị độ lệch chuẩn tương đối 
RSDr mỗi ngày và độ lệch chuẩn RSDR của cả hai 
ngày đều đạt giới hạn yêu cầu (RSDr ≤ 2%; RSDR ≤ 
4%). Như vậy phương pháp định lượng đạt yêu cầu 
về độ chính xác.

3.2.4. Độ đúng

Bảng 3. Kết quả khảo sát độ đúng

Tỷ lệ chuẩn thêm vào

Lượng 
chuẩn 
thêm 

vào (mg)

Lượng 
chuẩn tìm 
thấy (mg)

Tỷ lệ thu 
hồi (%)

Trung 
bình

RSD 
(%)

80%

2,4

2,36 98,33

99,44 1,052,39 99,58

2,41 100,42

100%

3

3,03 101,00

99,78 1,072,98 99,33

2,97 99,00

120%

3,6

3,58 99,44

100,37 0,973,61 100,28

3,65 101,39
Kết quả cho thấy tỷ lệ thu hồi trung bình đạt giới hạn 
yêu cầu (nằm trong khoảng 95-102%), RSD ≤ 2%. 
Như vậy, phương pháp đảm bảo yêu cầu về độ đúng.

4. BÀN LUẬN 

Nghiên cứu lựa chọn phương pháp quang phổ UV-
Vis để định lượng flavonoid toàn phần trong cao đặc 
do tính đơn giản, chi phí thấp và độ tin cậy cao, đã 
được nhiều nghiên cứu ứng dụng [8-9]. Thực tế với 

cao đặc sử dụng, phản ứng tạo màu với AlCl₃ cho kết 
quả hấp thụ ổn định và phù hợp hơn so với khi dùng 
thêm NaNO₂ trong môi trường kiềm. Nhóm nghiên 
cứu đã khảo sát bước sóng hấp thụ cực đại, nồng độ 
và thời gian phản ứng với AlCl₃ để xây dựng phương 
pháp định lượng. Phương pháp sau đó được thẩm 
định theo hướng dẫn AOAC [7] và đáp ứng các tiêu 
chí về tuyến tính, độ chính xác, độ đúng, phù hợp với 
các nghiên cứu trước [8], [10]. Do vậy, phương pháp 
được đánh giá là phù hợp và đáng tin cậy cho định 
lượng flavonoid toàn phần trong cao đặc.

5. KẾT LUẬN

Nghiên cứu đã xây dựng và thẩm định phương pháp 
định lượng flavonoid toàn phần tính theo quercetin 
trong cao đặc từ cây Ngũ sắc và một số dược liệu 
bằng phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và 
khả kiến.
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