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XÂY D NG VÀ TH M NH PH NG PHÁP NH L NG 

QUERCETIN TRONG CÂY TRAI HOA TR N (MURDANNIA 

NUDIFLORA (L) BRENAN) B NG S C KÝ L NG HI U N NG CAO 
 

Nguy n V n Kh i1, Tr n Th  Ph ng2, Lê Vi t H i1, V  c L i2                  

Lê H ng D ng3, Ch  c Thành1, Nguy n Th  Thanh H ng1, Ch  V n M n1*  
 

Tóm t t 

M c tiêu: Xây d ng và th m nh ph ng pháp nh l ng Quercetin trong 

cây trai hoa tr n (Murdannia nudiflora (L.) Brenan.) b ng ph ng pháp s c ký 

l ng hi u n ng cao (High-performance liquid chromatography - HPLC).      

Ph ng pháp nghiên c u: Kh o sát, l a ch n i u ki n s c ký t i u, th m nh 

theo h ng d n c a y ban Qu c t  v  ng b  hóa yêu c u k  thu t phân tích 

cho d c ph m dùng trên ng i (International Conference on Harmonization - 

ICH) trên các tiêu chí v   c hi u,  l p l i, tuy n tính,  úng và  chính 

xác. K t qu : Xác nh c các i u ki n s c ký g m c t Optimapak C18 

(250mm x 4,6mm; 5μm), pha ng MeOH - acid formic 0,2% (30:70), t c  

pha ng 0,7 mL/phút, th  tích b m m u là 20 L và b c sóng phát hi n là 

370nm. K t qu  th m nh cho th y ph ng pháp có  c hi u,  chính xác, 

 úng cao, gi i h n nh l ng th p, áp ng yêu c u v   tuy n tính. K t qu  

nh l ng cho th y hàm l ng Quercetin trong cây trai hoa tr n là 15,29 ± 0,18 

mg/g. K t lu n: Nghiên c u ã xây d ng c ph ng pháp HPLC  nh 

l ng Quercetin trong cây trai hoa tr n. 

T  khóa: Cây trai hoa tr n; Quercetin; S c ký l ng hi u n ng cao. 
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE QUANTIFICATION OF 
QUERCETIN IN MULTIFLORA NUDIFLORA BY HIGH-

PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD 
 

Abstract 

Objectives: To develop and validate the quantification of Quercetin in 
Murdannia nudiflora (L.) Brenan using the high-performance liquid 
chromatography (HPLC) method. Methods: Evaluating, selecting the optimal 
chromatographic conditions, and validating the method according to International 
Conference of Harmonization (ICH) guidelines for specificity, repeatability, 
linearity, accuracy, and precision. Results: The optimal chromatographic 
condition was Optimapak C18 column (250mm x 4.6mm; 5μm), the mobile phase 
contained MeOH - aqueous acid formic 0.2% (30:70) in isocratic with a flow rate 
of 0.7 mL/min, injection volume was 20 L, and detection wavelength of 370nm. 
The method validation results showed good specificity, precision, and accuracy 
with a low limit of quantitation (LOQ) and good linearity. The developed method 
was then applied to quantitate the content of Quercetin in Murdannia nudiflora 
(L.) Brenan. The content of quercetin was 15,29 ± 0,18 mg/g. Conclusion: The 
study successfully developed and validated the HPLC method for quantifying 
Quercetin in Murdannia nudiflora (L.) Brenan.  

Keywords: Murdannia nudiflora; Quercetin; High-performance liquid 
chromatography. 

 
T V N  

Cây trai hoa tr n (Murdannia 

nudiflora (L.) Brenan) là d c li u có 
ngu n g c t  châu Á ch  y u  các 
vùng nhi t i và c n nhi t i. T i 
Vi t Nam, cây th ng m c  ven ng, 
ven r ng, ven su i, ven sông hay các 
thung l ng n i m mát. Trong cây trai 
hoa tr n ch a Quercetin - d n xu t 
nhóm flavonoid có nhi u tác d ng sinh 
h c nh  ch ng oxy hoá, gi m au ch ng 

viêm,  kháng  khu n,  ch ng  ung  th , 
b o v  gan... M t s  nghiên c u trên 

th  gi i ã ch  ra tác d ng ch ng oxy 

hoá c a Quercetin trên mô hình ng 

v t th c nghi m [3, 4]. Hi n nay, ch a 

có nghiên c u nào ti n hành xây d ng 

và th m nh ph ng pháp nh l ng 

Quercetin trong cây trai hoa tr n      

Vi t Nam. Vì v y, nghiên c u này 

c th c hi n nh m: Xây d ng và 

th m nh ph ng pháp nh l ng 
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Quercetin trong cây trai hoa tr n  

Vi t Nam b ng ph ng pháp HPLC, 

góp ph n tiêu chu n hóa nguyên li u 

cây trai hoa tr n  Vi t Nam, là n n 

t ng cho các nghiên c u sau này. ng 

th i, nghiên c u c ng ti n hành so 

sánh hàm l ng c a Quercetin trong 

m u chi t xu t t  cây trai hoa tr n theo 

các ph ng pháp khác nhau. 
 

I T NG VÀ PH NG PHÁP 

NGHIÊN C U 

1. i t ng, v t li u nghiên c u 

Toàn thân cây trai hoa tr n c thu 

hái  th  tr n Thanh S n, huy n Thanh 

S n, t nh Phú Th , thu hái vào tháng 

02/2023, c r a s ch, ph i khô và 

nghi n nh  qua c  rây 1400/355, m t 

kh i l ng do làm khô c a d c li u 

trai hoa tr n là 6,992 ± 0,137%. 

Quercetin chu n 98% (Vi n D c 

Li u). Methanol, acid formic, ethanol 

và các hóa ch t khác t tiêu chu n 

phân tích HPLC. 

H  th ng HPLC Waters 

CBIC/Eqm.03.02 (M ), cân phân tích, 

máy l c siêu âm. 

2. Ph ng pháp nghiên c u 

* Ph ng pháp nghiên c u: Kh o 

sát chi t d c li u b ng dung môi 

ethanol  các n ng  90%, 70%, 50% 

và 30%, trong các kho ng th i gian        

30 phút, 60 phút, 90 phút, 180 phút. 

Chi t theo ph ng pháp siêu âm và 

chi t h i l u, so sánh k t qu  và l a 

ch n ph ng pháp chi t phù h p nh t. 

Hàm l ng Quercetin trong d ch chi t 

c nh l ng b ng HPLC.  

* Chu n b  dung d ch chu n và th : 

- M u chu n: Hòa tan 1mg Quercetin 

chu n trong 50mL EtOH 30%  c 

dung d ch có n ng  20 μg/mL. 

- M u th : Cân chính xác kho ng 

1,0g b t trai hoa tr n chi t siêu âm v i 

15mL EtOH 30% trong 90 phút. L c 

d ch chi t qua gi y l c, cho vào máy ly 

tâm  ly tâm v i t c  10.000 vòng 

trong 2 phút, sau ó g n l y l p trên, 

cu i cùng l c qua màng l c 0,45 m. 

- M u tr ng: EtOH 30%. 

* L a ch n i u ki n s c ký: 

- C t Optimapak C18 (250mm x 4,6mm; 

5μm); pha ng: MeOH - acid formic 

0,2% (30:70); t c  dòng 0,7 mL/phút; 

th  tích tiêm 20 L; detector PDA-UV 

t i b c sóng 370nm. 

H  dung môi t i u cho HPLC c 

kh o sát t  các h  dung môi: acetonitril 

:methanol, acid acetic:methanol, acid 

formic:methanol. K t qu  ch n ra c 

dung môi ethanol 30% và h  dung môi 

MeOH - acid formic 0,2% (30:70), là 
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dung môi và h  dung môi t i u nh t 

 nh l ng Quercetin chu n và 

Quercetin trong cây trai hoa tr n. 

* Th m nh ph ng pháp phân tích 

[5]: Th c hi n yêu c u chung c a ICH, 

ph ng pháp phân tích c th m nh 

v   c hi u, tính t ng thích c a h  

th ng s c ký,  úng và  l p l i, 

gi i h n phát hi n (LOD), kho ng tuy n 

tính và gi i h n nh l ng (LOQ). 

Áp d ng ph ng pháp xây d ng 

c nh l ng Quercetin trong m u 

cây trai hoa tr n: S  d ng ph ng 

pháp ã c th m nh ti n hành nh 

l ng m t s  m u d c li u c a cây 

trai hoa tr n 

* X  lý s  li u: B ng các ph n m m 
chu n Excel. 

3. o c nghiên c u 

Bài báo tuân th  y  các quy 
nh v  o c trong l nh v c nghiên 

c u y Sinh h c. Nhóm tác gi  cam            
k t không có xung t l i ích trong 
nghiên c u.   

 

K T QU  NGHIÊN C U VÀ BÀN LU N 

1. K t qu  kh o sát t i u hoá i u ki n chi t và i u ki n s c ký 

K t qu  kh o sát dung môi chi t gi a ethanol  các n ng  90%, 70%, 50% 

và 30% trong 90 phút b ng ph ng pháp siêu âm cho th y  các n ng  chi t 

b ng ethanol 30% cho di n tích píc là cao nh t.  

B ng 1. K t qu  kh o sát dung môi chi t d c li u và theo các kho ng th i gian. 
 

Dung      
môi 

Th i gian 
(phút) 

Di n tích píc 
(mAU*s) 

Dung      
môi 

Th i gian 
(phút) 

Di n tích píc 
(mAU*s) 

EtOH 70 90 1152027 EtOH 30 30 1090773 

EtOH 50 90 1315158 EtOH 30 60 1154761 

EtOH 30 90 1589868 EtOH 30 90 1589868 

 

K t qu  l a ch n ph ng pháp chi t: Cân kho ng 1,0g d c li u cho vào bình 

chi t, thêm dung môi t i v ch, dung môi chi t xu t là EtOH 30%, chi t 1 l n, 

th i gian chi t là 90 phút, t  l  dung môi/d c li u là 15/1. Ti n hành kh o sát 

hai ph ng pháp là ph ng pháp chi t siêu âm và ph ng pháp chi t h i l u. 
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B ng 2. K t qu  kh o sát l a ch n ph ng pháp chi t xu t. 
 

Hi u su t chi t Quercetin t  d c li u Trai hoa tr n (%) 

Ph ng pháp siêu âm Ph ng pháp h i l u M u 

Spic (μV*s) Kh i l ng (g) Spic (μV*s) Kh i l ng (g) 

1 1589868 1,0109 1280827 1,042 

2 1535160 0,9501 1240716 1,009 

3 1581996 1,0001 1242340 1,011 

± SD 1569008 ± 29576 0,9897 ± 0,0356 1254627 ± 22703 1,0207 ± 0,0185 

 
K t qu   b ng 1 cho th y ph ng 

pháp chi t siêu âm cho di n tích píc 
cao h n nhi u so v i ph ng pháp h i 
l u. Do v y, ph ng pháp chi t siêu 
âm c l a ch n cho các kh o sát     
ti p theo. 

T  các k t qu  trên, chúng tôi a 
ra i u ki n x  lý m u t i u nh  sau: 
Cân chính xác kho ng 1,0g b t trai hoa 
tr n chi t siêu âm v i 15mL EtOH 
30% trong 90 phút. L c d ch chi t qua 
gi y l c, cho vào máy ly tâm  ly tâm 
v i t c  10.000 vòng trong 2 phút, 
sau ó g n l y l p trên, cu i cùng l c 
qua màng l c 0,45 m. 

Kh o sát các i u ki n HPLC c 
l a ch n theo yêu c u  thu c s c 
ký  v i  phân gi i t t h n c a các 
pic li n k  trong th i gian l u t t h n. 
Các dung d ch r a gi i s c ký c 
thêm các lo i acid khác nhau (acid 
acetic, acid formic, acid phosphoric)  
các n ng  khác nhau (0,01M, 0,05M 

và 0,1M)  ti n hành kh o sát, ánh 
giá kh  n ng tách các thành ph n trong 
m u. K t qu  cho th y, khi thêm acid 
formic 0,2% vào pha ng píc thu 

c có  phân gi i t t và i x ng 
v  hình d ng. Sau khi kh o sát các h  
dung môi acetonitril:methanol; acid 
acetic:methanol; acid formic:methanol; 
acid phosphoric:methanol th y acid 
formic:methanol cho k t qu  t t h n 
các h  còn l i; do ó, h  này c l a 
ch n làm i u ki n s c ký. 

Kh o sát tín hi u thu c  b c 
sóng t  254 - 400nm cho th y t i b c 
sóng 370nm, giá tr  t  l  tín hi u trên 
nhi u cao nh t, do ó, b c sóng này 

c ch n  phân tích. S c ký  thu 
c t  các m u chu n và m u th  
c th  hi n rõ. Các nh s c ký c a 

ch t phân tích trong m u c xác 
nh b ng cách so sánh th i gian l u 

c a chúng v i th i gian l u c a ch t 
chu n i chi u. 
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2. K t qu  th m nh ph ng pháp 

S c ký  c a Quercetin trong m u chu n (a) và m u th  (b)  n ng           
EtOH 300: 

 

 
M u Quercetin chu n (a) 

 
M u th  (b) 

Hình 1. S c ký  c a Quercetin trong m u chu n (a)                                        
và m u th  (b) t  d ch chi t trai hoa tr n. 

 

K t qu  cho th y hình nh píc tách rõ ràng, s c nét, nhi u n n th p. Th i gian 
xu t hi n píc Quercetin trong m u th  là 24,343 phút t ng ng v i th i gian 
xu t hi n píc Quercetin m u chu n (24,330 phút) (Hình 1).  

So sánh v  ph  h p th  UV c a m u th  và m u chu n: K t qu  ch ng ph  
cho th y, m u th  và m u chu n có  trùng khít c a ph  là 0,9986 (Hình 2), 
ch ng t  píc thu c trên s c ký  gi a m u th  tinh khi t và các thành ph n 
khác có trong m u th  không nh h ng n vi c phân tích Quercetin, t  ó, cho 
phép ti n hành nh tính, nh l ng. 

 

 
Ph  UV m u chu n (a) 

 

 
Ph  UV m u th  (b) 

Hình 2. Ph  UV c a Quercetin trong m u chu n (a)                                          
và m u th  (b) t  d ch chi t trai hoa tr n. 
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Tính t ng thích h  th ng: Ti n hành s c ký l p l i 6 l n m u chu n Quercetin 

n ng  250 μg/mL theo i u ki n s c ký. Chu n Quercetin có  tinh khi t 

98,1%, trong quá trình cân, kh i l ng m u chu n ã cân là 0,001g. K t qu  tính 

t ng thích h  th ng c th  hi n  b ng 2. Tính thích h p c a h  th ng s c ký 

c ánh giá d a vào  l ch chu n t ng i, di n tích píc, th i gian l u. 

B ng 3. K t qu  tính t ng thích c a h  th ng s c ký c ánh giá. 
 

STT Th i gian l u 
(phút) 

Di n tích píc 
(mAU*s) 

S  a        
lý thuy t 

H  s  b t     
i x ng 

1 24,795 3,110,061 77833 1,04 

2 24,741 3,195,032 79957 1,07 

3 24,330 3,085,880 77225 1,03 

4 24,914 3,129,559 78318 1,05 

5 24,378 3,094,794 77448 1,04 

6 24,723 3,192,226 79886 1,07 

± SD 24,65 ± 0,24 3134592 ± 48080,17 78444 ± 1203 1,05 ± 0,016 

RSD (%) 0,96 1,53 1,53 1,59 

 

K t qu   b ng 3 cho th y,  l ch chu n t ng i RSD (%) v  di n tích píc 

1,53 và th i gian l u 0,96 u < 2%. Nh  v y, ph ng pháp phù h p v i h  

th ng phân tích. 

Tính c hi u: Ti n hành phân tích ng th i m u chu n Quercetin, m u tr ng 

và m u th  trong cùng i u ki n s c ký (Hình 3). K t qu  cho th y, th i gian 

xu t hi n píc c a Quercetin trên s c ký  m u th  và m u chu n nh  nhau. Píc 

không xu t hi n  m u tr ng trong th i gian t ng ng. Píc trên m u chu n và 

m u th  s c nét, rõ ràng,  r ng chân píc nh . K t qu  cho th y ph ng pháp 

phân tích có tính c hi u m b o.  
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M u tr ng (a) 

 

 
M u Quercetin chu n (b) 

 

 
M u th  (c) 

Hình 3. S c c a Quercetin trong 3 m u: M u tr ng (a),                        
m u chu n (b), m u th  (c). 

Kho ng n ng  tuy n tính: Kh o sát kho ng tuy n tính c a ph ng pháp, 
nghiên c u ti n hành pha m t dãy dung d ch chu n có n ng  25, 50, 100, 250, 
400 μg/mL, sau ó, xác nh t ng quan gi a di n tích píc và n ng  các dung 
d ch Quercetin chu n.  

B ng 4. S  t ng quan gi a di n tích píc và n ng  Quercetin chu n. 
 

N ng  chu n Quercetin (μg/mL) Di n tích píc (μV*s) 

27,7 719941 

52,2 1254236 

110 1891113 

248,5 2980110 

388 4639164 
 

 
Hình 4.  th  t ng quan: Di n tích píc và n ng  Quercetin chu n. 
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K t qu   b ng 4 và hình 4 cho th y kho ng n ng  kh o sát có s  t ng 
quan tuy n tính gi a di n tích píc và n ng  Quercetin chu n v i ph ng trình 

ng chu n là y = 10250x + 602820, giá tr  R2= 0,9897.  

 úng và  l p l i: 

B ng 5. K t qu  ánh giá  l p l i. 
 

Kh i l ng d c li u (g) Di n tích píc (μV*s) Hàm l ng (mg/g) 

0,9789 1548133 15,18 

1,0439 1611014 15,18 

1,0001 1584122 15,39 

1,0215 1601707 15,37 

0,9501 1535160 15,43 

1,0109 1589868 15,35 

X ± SD 15,320 ± 0,108 

RSD (%) 0,705 
 

K t qu  b ng 4 cho th y ph ng pháp có  l p l i cao v i RSD = 0,705%. 
Hàm l ng c a Quercetin trong d c li u trai hoa tr n là 15,320 ± 0,108 mg/g. 

B ng 6. K t qu  ánh giá  úng. 
 

Thêm vào 
(mg) 

Di n tích 
pic 

Tìm l i 
(mg) 

 thu h i 
(%) 

 ± SD 
RSD     
(%) 

3,062 1968034 3,01 98,40 

3,062 1981386 3,12 101,81 

3,062 1980597 3,11 101,61 

100,60 ± 1,91 1,90 

7,655 2448802 6,77 88,44 

7,655 2465358 6,90 90,13 

7,655 2455225 6,82 89,09 

89,22 ± 0,85 0,96 

15,31 3501826 15,00 97,96 

15,31 3446010 14,56 95,12 

15,31 3512529 15,08 98,51 

97,2 ± 1,82 1,88 
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K t qu  phân tích dung d ch th  
thêm chu n c trình bày  b ng 5. 
T  l  thu h i  các n ng  khác nhau 
t  88,44 - 101,81 n m trong kho ng     
80 - 120% so v i l ng chu n thêm vào; 
RSD thu c t  0,96 - 1,90 < 2%, 
ch ng t  ph ng pháp c phát tri n 

m b o  chính xác trong kho ng 
n ng  80 - 120% n ng  nh l ng 
theo yêu c u c a ICH. 

Gi i h n phát hi n và gi i h n nh 
l ng: Ti n hành xác nh LOD b ng 
cách nh l ng ho t ch t có trong 
m u th , sau ó pha loãng dung d ch 

th  này nhi u l n  c các dung 
d ch th  có n ng  gi m d n, ti n 
hành s c ký  xác nh n ng  t i 
thi u, ng th i phát hi n c áp 

ng c a ch t phân tích 

K t qu  cho th y gi i h n phát hi n 
và gi i h n nh l ng c a Quercetin 
l n l t là 0,001 g/mL và 0,004 g/mL. 

K t qu  áp d ng ph ng pháp ã 
th m nh nh l ng Quercetin trong 
trai hoa tr n: S ng ph ng p 
th m nh c ti n nh nh l ng 

c m u trai hoa tr n có k t th
hi n ng 7.  
 

B ng 7. Hàm l ng Quercetin trong trai hoa tr n. 
 

M u 
Kh i l ng d c li u      

(g) 
Di n tích píc 

(μV*s) 
Hàm l ng      

(mg/g) 

M u 1 1,042 1602213 15,08 

M u 2 1,012 1593902 15,40 

M u 3 1,003 1585232 15,38 

 ± SD 15,29 ± 0,18 
 

K t qu  cho th y hàm l ng Quercetin trong trai hoa tr n là 15,29 ± 0,18 mg/g. 
Ph ng pháp ã xây d ng cho  chính xác và tin c y cao. 

 

K T LU N 

Nghiên c u ã xây d ng và th m 
nh c ph ng pháp nh l ng 

Quercetin trong cây trai hoa tr n b ng 
ph ng pháp HPLC s  d ng c t 
Optimapak C18 (250mm x 4,6mm; 
5μm); pha ng: MeOH - acid formic 
0,2% (30:70); t c 

 dòng 0,7 mL/phút; th  tích tiêm 
20 L; detector PDA-UV t i b c sóng 
370nm. K t qu  th m nh cho th y 
ph ng pháp có  tuy n tính cao,  

úng,  chính xác,  c hi u cao, 
gi i h n nh l ng th p cho p nh 
l ng c m u m l ng t         
ch t th p.  
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