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Mục tiêu: Phát triển phương pháp xác định hàm lượng curcumin trong thực phẩm bảo vệ 
sức khỏe bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector màng diod. Phương pháp: Curcumin 
được chiết ra khỏi nền mẫu bằng cách siêu âm trong methanol trong 30 phút và được tách 
bằng cách sử dụng cột sắc ký pha đảo C18 với pha động gồm đệm, methanol và acetonitril. 
Tốc độ dòng là 1mL/phút, bước sóng của detector được cài đặt 426 nm. Kết quả: Khoảng 
tuyến tính của phương pháp từ 0,02 đến 5,0 µg/ml với hệ số tương quan (R2 = 0,9999). Giới 
hạn phát hiện và giới hạn định lượng tương ứng trong khoảng từ 0,26-0,37µg/g hoặc µg/ml 
và 0,88-1,22 µg/g hoặc µg/ml. Phương pháp có độ đúng nằm trong khoảng từ 75-95,0%, với 
hệ số biến thiên (RSD%) từ 0,4 – 8,4%. Kết luận: Các thông số thẩm định của phương pháp 
đạt yêu cẩu theo AOAC. Đây là phương pháp đơn giản, đáng tin cậy và có thể sử dụng để 
nghiên cứu và kiểm soát hàm lượng curcumin trong thực phẩm bảo vệ sức khỏe.

Từ khóa: Curcumin, thực phẩm bảo vệ sức khỏe, sắc ký lỏng hiệu năng cao.

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Curcumin là hợp chất chính của nhóm 

curcuminoid được chiết xuất từ củ Nghệ 
(Curcuma longa) [1]. Hàm lượng cur-
cuminoid trong củ nghệ từ 2 - 6% trong 
đó 80% là curcumin [2]. Curcumin có 
khả năng hòa tan tốt trong các dung môi 
như methanol, aceton, ethanol nhưng 
gần như không tan trong nước ở môi 
trường axit và trung tính. Công thức cấu 
tạo của curcumin thể hiện ở hình 1 [3].

Trên thế giới và Việt Nam đã có một số 
công bố về phương pháp phân tích cur-
cumin thực hiện chủ yếu trên nền mẫu 
thực phẩm và dược phẩm. Các phương 
pháp được sử dụng phổ biến như phương 

pháp quang phổ hấp thụ phân tử (UV-
VIS) [4], phương pháp sắc ký lớp mỏng 
(TLC) [5], và sắc ký lỏng hiệu năng cao 
(HPLC) [6, 7], trong đó HPLC là kỹ 
thuật được sử dụng nhiều nhất để phân 
tích curcumin nhờ độ đặc hiệu và độ 
chính xác cao.

Thực phẩm bảo vệ sức khỏe (TP 
BVSK) được sản xuất từ nghệ ngày càng 
đa dạng và phong phú dưới nhiều dạng 
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Hình 1: Công thức cấu tạo của 
curcumin
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II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Nguyên liệu là các loại thực phẩm 

bảo vệ sức khỏe dạng rắn, dạng lỏng và 
dạng dầu.

2.2. Hóa chất và thiết bị
2.2.1. Hóa chất
- Chất chuẩn: Chuẩn curcumin có độ 

tinh khiết 99,56% được mua tại Viện 
Kiểm nghiệm thuốc Trung ương.

- Các hóa chất methanol, acetonitril, 
kali hydro photphat sử dụng loại tinh 
khiết phân tích.

- Pha dung dịch chuẩn gốc có nồng độ 
1000 µg/mL: cân chính xác khoảng 10 
mg chuẩn curcurmin trên cân phân tích 
có độ chính xác 0,0001g vào bình định 
mức 10 mL, hòa tan và định mức vừa 
đủ tới vạch bằng methanol. Bảo quản ở 
nhiệt độ -200C trong vòng 6 tháng.

- Dung dịch chuẩn trung gian có nồng 
độ 100 µg/mL: hút 1ml dung dịch chuẩn 

gốc vào bình định mức 10 ml và định 
mức tới vạch bằng methanol.

- Dung dịch chuẩn làm việc có nồng 
độ 0,01; 0,02; 0,5; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 
5 µg/mL được pha loãng từ dung dịch 
chuẩn trung gian trong methanol.

2.2.2. Thiết bị, dụng cụ
- Máy HPLC Alliance 2960 với detec-

tor PDA của hãng Waters, Mỹ.
- Cân phân tích ME 204T/00 của hãng 

Mettler Toledo, máy siêu âm S120H 
của hãng Elma, máy lắc vortex VM-10 
của hãng Daihan, máy siêu âm 3R của 
hãng Hettich.

- Các loại dụng cụ thông thường khác 
của phòng thí nghiệm như: bình định 
mức, pipet tự động, ống ly tâm 50 ml…

2.3. Phương pháp nghiên cứu
2.3.1. Quy trình xử lý mẫu
Quy trình xử lý mẫu được tham khảo 

theo AOAC 2016.16 [10] như sau: Mẫu 
được đồng nhất kỹ trước khi phân tích. 
Cân chính xác khoảng 0,1 – 0,5 g mẫu 
(dạng rắn, dạng dầu) hoặc hút 0,5 ml 
mẫu (dạng lỏng) vào ống ly tâm 50 ml. 
Sau đó thêm khoảng 30 ml methanol, 
tiến hành lắc xoáy 1 phút, siêu âm 30 
phút. Sau đó ly tâm với tốc độ 5000 
vòng/phút trong 10 phút. Chuyển toàn 
bộ dịch chiết vào bình định mức 50 ml 
và định mức tới vạch bằng methanol. 
Dịch chiết được lắc đều và lọc qua màng 
0,45 µm vào lọ đựng mẫu rồi bơm vào 
hệ thống HPLC.

2.3.2. Điều kiện sắc ký
- Cột HC C18 (4,6 x 100 mm, 5 µm) 

và tiền cột. Nhiệt độ buồng cột: 350C.
- Pha động: K2HPO4 0,014M_pH 

6.7/MeOH/MeCN với tỉ lệ tương ứng là 
50/5/45.

khác nhau như dạng bột, viên nang cứng, 
dạng lỏng và curcumin là hợp chất có 
tính sinh học chính quyết định đến chất 
lượng và giá cả của các sản phẩm này. 
Nhiều nghiên cứu lâm sàng đã chứng 
minh có hiệu quả khi sử dụng curcumin 
trong việc hỗ trợ và điều trị một số bệnh 
liên quan đến dạ dày, đại tràng, vàng da, 
gan, ung thư… [8, 9]. Do vậy việc phát 
triển kỹ thuật xác định curcumin trong 
các loại TP BVSK là rất cần thiết, không 
những hỗ trợ doanh nghiệp trong việc 
nghiên cứu và công bố chất lượng của 
sản phẩm mà còn là công cụ giúp cho các 
nhà quản lý kiểm soát tốt chất lượng của 
các sản phẩm này nhằm bảo vệ sức khỏe 
người tiêu dùng.
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III. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN
3.1. Độ đặc hiệu 
Kết quả phân tích ở Hình 2 cho thấy dung dịch chuẩn curcumin và mẫu TP BVSK có chứa 

curcumin đều có đỉnh 245.9 và hình thái phổ tương tự nhau. Bên cạnh đó thời gian lưu của 
dung dịch chuẩn và mẫu thử tương tự nhau (Hình 3) do vậy phương pháp có độ đặc hiệu tốt.

- Detector: PDA ở bước sóng 426 nm. 
- Tốc độ dòng: 1 ml/phút.
- Thể tích tiêm: 10 µl.
2.4. Thẩm định phương pháp
Các thông số thẩm định thực hiện theo 

hướng dẫn của AOAC 2016 [11] bao 
gồm:

- Độ đặc hiệu: Nghiên cứu của chúng 
tôi sử dụng detector PDA do vậy độ 
đặc hiệu được xác định bằng cách so 
sánh phổ và thời gian lưu của dung dịch 
chuẩn với mẫu thử có chứa curcumin.

- Khoảng tuyến tính: Chuẩn bị 8 nồng 
độ chuẩn khác nhau từ 0,02 đến 5 µg/mL. 
Tiến hành bơm vào hệ thống HPLC để 
xác định tín hiệu đo của chất phân tích. 
Xây dựng mối quan hệ phụ thuộc giữa 
tín hiệu đo và nồng độ của chất phân.

- Giới hạn phát hiện (LOD) và giới 
hạn định lượng (LOQ): Chuẩn bị 7 
mẫu trắng đã xác định không có cur-
cumin và thêm chuẩn ở nồng độ thấp. 
Mẫu được xử lý theo quy trình và bơm 
vào hệ thống HPLC. LOD và LOQ 

được xác định theo công thức: LOD = 
3xSD và LOQ = 10xSD trong đó SD là 
độ lệch chuẩn của 7 mẫu trắng.

- Độ chụm: Thể hiện qua việc đánh 
giá độ lặp lại và độ tái lập nội bộ thực 
hiện ở 3 mức nồng độ thấp, trung bình 
và cao (mỗi mức thực hiện lặp lại 7 lần). 
Tính độ lặp lại RSD% của phép đo với 
các khoảng nồng độ trên.

- Độ đúng: Thể hiện qua việc đánh 
giá độ thu hồi và được thực hiện ở 3 
mức nồng độ thấp, trung bình và cao 
(mỗi mức thực hiện lặp lại 7 lần). Xác 
định % giữa hàm lượng curcumin trong 
mẫu thêm chuẩn theo thực nghiệm và 
nồng độ chuẩn thêm vào theo lý thuyết.

2.6. Xử lý và đánh giá số liệu
Sử dụng phần mềm đi kèm theo thiết 

bị HPLC để thu được các sắc ký đồ, diện 
tích pic, thời gian lưu. Sử dụng phần 
mềm Excel để xây dựng khoảng tuyến 
tính, tính tỉ lệ thu hồi, độ lệch chuẩn. 
Kết quả các thông số thẩm định phương 
pháp được đánh giá dựa theo tiêu chuẩn 
AOAC 2016 [11].

Hình 2:  Phổ PDA của dung dịch chuẩn curcumin (a) và 
TP BVSK có chứa curcumin (b)

(a) (b)
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3.2. Khoảng tuyến tính.
Khoảng tuyến tính của curcumin từ 

0,02 - 5,0 µg/mL với hệ số tương quan 
R2 = 0,9999 chứng tỏ rằng tín hiệu đo có 
tỉ lệ tốt với nồng độ của chất phân tích 

(Hình 4). Bên cạnh đó độ chệch tại các 
điểm nồng độ của đường chuẩn đều nhỏ 
hơn 15%, đạt yêu cẩu của AOAC [11]. 
Kết quả của nghiên cứu này cũng tương 
tự như nghiên cứu của Reolon (2018) [7].

3.3. Giới hạn phát hiện (LOD) 
và giới hạn định lượng (LOQ) của 
phương pháp.

Kết quả ở Bảng 1 cho thấy, đối với 
nền mẫu dạng rắn, lỏng, dầu giá trị LOD 
tương ứng là 0,37µg/g; 0,34 µg/ml và 
0,26 µg/g và LOQ là 1,22 µg/g; 1,13 
µg/ml và 0,88 µg/g. Một số nghiên cứu 
trước xác định LOD, LOQ dựa vào tỷ 
lệ tín hiệu píc của chất phân tích so với 

nhiễu đường nền (S/N) [6] [7], cách này 
chỉ được áp dụng đối với các quy trình 
phân tích sử dụng các công cụ có nhiễu 
đường nền và không xác định được giá trị 
R để đánh giá độ tin cậy của LOD. Ng-
hiên cứu của chúng tôi sử dụng cách tính 
LOD, LOQ dựa vào độ lệch chuẩn của 7 
mẫu trắng có thêm chuẩn và giá trị R nằm 
trong khoảng từ 4 đến 10 chứng tỏ nồng 
độ dung dịch trong mẫu thử là phù hợp và 
LOD được tính là đáng tin cậy [11].

Hình 3:  Sắc ký đổ của dung dịch chuẩn curcumin 20 µg/
ml (a) và TP BVSK có chứa curcumin (b)

Hình 4: Đồ thị khoảng tuyến tính của curcumin (0,02 – 5,0 µg/ml)

Thời gian lưu:
7.47 phút (a)

Thời gian lưu: 
7.45 phút (b)
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Bảng 1. Giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ) của phương pháp

Bảng 2. Độ chụm của phương pháp 

3.4. Độ chụm của phương pháp
Kết quả ở Bảng 2 cho thấy, độ lặp lại 

của các nền mẫu ở 3 mức nồng độ 5; 
50; 500 µg/g có giá trị RSD nằm trong 
khoảng từ 0,4 đến 5,3%, trong khi đó giá 

trị RSD của độ tái lập nội bộ nằm trong 
khoảng từ 1,0-8,4%. Đối chiếu với quy 
định của AOAC thì kết quả nghiên cứu 
của chúng tôi nằm trong giới hạn cho 
phép [11]. 

Nền mẫu 
Hàm lượng  

curcumin (n=7) 
(µg/g, µg/ml) 

SD R 
LOD 
(µg/g, 
µg/ml) 

LOQ 
(µg/g, 
µg/ml) 

TP BVSK dạng rắn  2,08 0,12 5,7 0,37 1,22 

TP BVSK dạng lỏng  1,87 0,11 5,5 0,34 1,13 

TP BVSK dạng dầu  1,91 0,09 7,2 0,26 0,88 

Nền mẫu 
Độ chụm  

Độ lặp lại RSDr (%) Độ tái lập RSDR (%) 

TP BVSK dạng rắn (n=7)   
Tại nồng độ thấp (5µg/g) 5,3 5,3 
Tại nồng độ trung bình (50µg/g) 1,8 1,0 

Tại nồng độ cao (500µg/g) 1,1 1,6 

TP BVSK dạng lỏng (n=7)   
Tại nồng độ thấp (5µg/ml) 4,5 8,4 

Tại nồng độ trung bình 
(50µg/ml) 1,2 1,6 

Tại nồng độ cao (500µg/ml) 0,4 1,4 

TP BVSK dạng dầu (n=7)   

Tại nồng độ thấp (5µg/g) 3,8 4,2 
Tại nồng độ trung bình (50µg/g) 1,5 2,1 
Tại nồng độ cao (500µg/g) 1,3 1,6 

RSDr: thực hiện cùng 1 kiểm nghiệm viên; RSDR: thực hiện bởi 2 kiểm nghiệm viên 
khác nhau trong cùng điều kiện thí nghiệm



10

TC.DD & TP 17 (3) - 2021

IV. KẾT LUẬN
Phương pháp xác định curcumin trong 

TP BVSK bằng sắc ký lỏng cao áp với 
detector PDA đã được thẩm định đầy 
đủ các thông số gồm độ đặc hiệu, giới 
hạn phát hiện, giới hạn định lượng, độ 
chụm, độ đúng. Kết quả thẩm định cho 
thấy phương pháp có độ nhạy tốt và 
đạt yêu cầu theo quy định của AOAC. 
Phương pháp đơn giản, dễ thực hiện có 
thể triển khai rộng rãi tại các phòng thí 
nghiệm ở Việt Nam có thiết bị HPLC.
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Summary
DEVELOPMENT OF METHOD FOR DETERMINATION OF CURCUMIN 

IN HEALTH SUPPLEMENT BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY

Objective: To develop a method to detect curcumin concentration in health supple-
ment by high performance liquid chromatography with a photodiode array detector. 
Method: Curcurmin was extracted by sonication in methanol for 30 min and separated 
by a reversed phase C18 column using a mobile phase including buffer, methanol and 
acetonitrile. The flow rate was set to 1.0 ml.min-1 and the PDA detector was performed 
at 426 nm. Result: The validated method proved to be linear in the range of 0.02 to 5.0 
µg.ml-1 with R2 was 0.9999. Detection and quantification limits were 0.26-0.37 µg.g-1 
or µg.ml-1 and 0.88-1.22 µg.g-1 or µg.ml-1, respectively. The accuracy of curcumin 
was within the range of 75-95%, with the relative standard deviation (RSD%) of 0.4-
8.4%. Conclusion: The validated parameters have met the requirement of Association 
of Official Agricultural Chemists (AOAC). This reliable method would be useful for 
the study and quality control of curcumin in health supplement.

Keywords: Curcumin, health supplement, high performance liquid chromatography.


