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Tom tit
_Nghién ctru thuc hién xdc dinh déng}hdi\ ham luong rutin, hesperidin, quercetin trong mot
0 mau thye phdm bao v€ stc khoe dang ran bang phuong phép sac ky long hi€u nang cao. Diéu
kién sac ky su dung cot Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); detector DAD
0 budce song 280 nm véi hesperidin, 254 nm v6i rutin va quercetin; pha dong: acetonitril - dung
dich acid phosphoric 0,1% (gradient). Phuong phap c6 gia tri gi6i han dinh lugng nho (0,02/100 g
ché pham véi rutin, 0,05/100 g ché pham véi hesperidin va 0,01/100 g ché pham véi quercetin);
do ding trong khoang 97,0 - 101,33%; d0 lap lai véi gid tri RSD % nho (1,11 - 1,92%). Ung

dung phuong phap xac dinh ham lugng céac chat phan tich trong 20 mau thuc pham bao v¢ suc
khoe, két qua cho thay phuong phap c6 do chon loc va d tin cay, dap Gmg yéu cau.
1. PAT VAN DPE

Rutin va quercetin 1a thanh phan flavonoid chinh c6 trong duoc liéu hoa hoe, hesperidin
1a flavonoid chinh ¢6 trong duogc liéu tran bi, duoc st dung rong rai trong cac san phém thube
ddng dugc va thuc pham bao vé sirc khoe (TPBVSK) [1]. Cac san pham TPBVSK nay ¢ cong
dung hd tro diéu tri cac bénh man tinh cua xa hoi hién dai nhu tang cholesterol mau, huyét ap
cao, bénh trf va suy tinh mach man tinh [1-6]. Dac bit, hién nay ti I¢ ngudi c6 nguy co mac va
mic cac bénh nay ngay cang gia tang [5]. Nhiéu loai TPBVSK chtta hoa hoe, tran bi két hop
vGi cac thanh phéan duoc li¢u khac duge ban rong rai trén thi truong chu yeu ¢ dang vién nén,
vién nang dé sur dung, do d6 viéc kiém soat chat lugng cac san pham d6 13 can thiét. Tuy nhién,
hién nay Viét Nam chua c6 nghién ctru nao dinh luong déng thoi ham luong rutin, quercetm
hesperidin trong cac san pham TPBVSK chira hoa hoe, tran bi ma chi c¢6 cac chuyén luén riéng
cho tirng dugc liéu trong Dugc dlen [2-3]. Vi vay, dé gop phan vao cong tac kiém soat chat
lugng san pham chira hoa hoe, tran bi, chung t6i tién hanh nghién ctru x4c dinh dong thoi ham
luong rutin, hesperidin va quercetin trong mot s6 TPBVSK dang ran chita hoa hoe va tran bi
bang phuong phap sic ky 1ong hiéu ning cao voi detector DAD.
2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Thiét bi, dung cu va héa chat
2.1.1. Thiét bi va dung cu

Céc thiét bi duoc hiéu chuan theo yéu cau ISO/IEC 17025 va GLP.

- Thiét bi: Hé thong sic ky 1ong Shimadzu - LC - 2030C 3D Plus (Nhat) voi detector
DAD:; hé théng sic ky long Shimadzu SPD M20A/RF 20A véi detector PDA.

- Can phan tich Sartorius CP224S, d¢ chinh xac d = 0,1 mg.

- May rung siéu am.

- Cac dung cu thay tinh can thiét.
2.1.2. Héa chat, chit chudn

- Chét chuan: Rutin ham luong: 88,2% C,7H3(0, 4 (nguyén trang), SKS: QT152050417;
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Nguén goc: Vién Kiém nghiém thudc Thanh phd H6 Chi Minh.
Hesperidin ham luong: 95,0 % CygH340;5 (nguyén trang), SKS: 010808; Ngudn goc:
Vién Kiém nghiém Thuoc TW.

Quercetin, ham lugng: 90,87 % C;5H;(O7 (nguyén trang), SKS: 0216322.02; : Nguén goc:
Vién Kiém nghiém Thudc TW.

- Dung moi, hoa chat: acetonitril, acid phosphoric, methanol, dat tiéu chuén tinh khiét
dung cho HPLC.

2.2. Miu nghién ctru

- Mau thir trong tham dinh phwong phdp: Mau TPBVSK chtra 70 mg cao hoa hoe, 40 mg
cao tran bi, két hop cung nhiéu duoc liéu khiac nhu duong quy, sai hd, dang sam, bach truat,
hoang ky, thang ma, sinh khuong, dai tio va ta dugc lactose, bot talc trong cong thirc bao ché
mot vién nang cling.

- Mau trdng: Mau dugc tron theo cong thirc mau thir trén nhung khong chira thanh phan
hoa hoe va tran bi.

- Madu thir trong ting dung phirong phdp: 20 Ir~1§1u TPBVSK chira hoa hoe, tran bi dang
vién nang cung, vién nén, dang bot duogc thu thap ngau nhién trén thi truong.

2.3. Phwong phap nghién ciru
2.3.1. Diéu kién sdc ky
- Cot sac ky: Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (250 x 4,6 mm; Sum).

- Pha dong: Hon hop gom acetonitrile va acid phosphoric 0,1% dugc phdi hop theo chuong
trinh dung moi dudi day.

Bdng 1. Chuong trinh dung moi

Thoi gian Acid phosphoric 0,1 % Acetonitril
(phiit) (%, v:V) (%, v:V)
0-15 90 — 80 10 — 20
15-50 80 — 30 20— 70
50 - 60 30—-0 70 — 100
60 - 65 90 10

- Téc d6 dong: 1,0 mL/phit.

- Detector: DAD budc song 280 nm dbi v6i hesperidin, & 254 nm ddi voi rutin va
quercetin.

- Thé tich tiém: 10 pL.
2.3.2. Chuan bi cdc dung dich chudn va thir

Ham lugng rutin trong hoa hoe chiém tur 15 - 30%, quercetin chlém khoang 0,6%;
hesperidin chiém khoang 3,5% trong tran bi [1-4]. Vi vay, dé dam bao cac miu phan tich déu
nam trong khoang xac dinh cua phuong phap, ching toi tién hanh xdy dung dudng chuan cua
cac chét phan tich v6i khoang ndng do nhu sau:

- Dung dich chuqn. Pha dung dich cpuan ,hon hop chura rutin, hesperidin va quercetin trong
methanol ¢6 khoang nong do 1am viéc moi chat dugc trinh bay tai bang 2.
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Bdng 2. Khoang nong do lam viéc cua rutin, hesperidin va quercetin

_ Nong dj (ug/ml)
Dung dich Rutin Hesperidin Quercetin

I 1.0 5,0 1,0

2 20,0 10,0 10,0

3 50,0 20,0 20,0

4 100,0 50,0 50,0

5 200,0 100,0 100,0

6 500,0 200,0 200,0

- Dung dich thu: Déng nhét mau thir, nghién mau thir thanh bot min. Can chinh xac khoang
0,2 g bot mau thu, cho vao binh dinh mac 50 mL. Thém khoang 30 mL methanol, rung siéu &m
trong 15 phut, dé ngudi, thém methanol vira di dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pum.

2.3.3. Phwangphap tinh két qua

Xac dinh ndng do rutin hoac hesperidin hoic quercetm co trong cac mau thir dya vao dién
tich pic cua rutin, hespendm quercetln thu duoc tir sic do ctia mau thir va du’O'ng chuan biéu thi
mdi tlrorng quan gitra ndng do cac chat phén tich c6 trong cac mau chuan véi dién tich pic tuong
{ig cua cac chét phan tich ctia mau chuan.

III. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. X4c nhén gia tri sir dung ciia phwong phap

Qua tham khao céc tai liéu [2-5] va nhing kinh nghlem trong qua trinh phén tich cac san
pham thuoc dong dugce chira hoa hoe va tran bi dugc gui den Trung tim Kiém nghlem Thudc,
My pham, Thyc pham Ha Noi, chiing t6i lya chon diéu kién sic ky va quy trinh xtr Iy mau dugc
lya chon theo myc 2.2 va 2.3. Tuy nhién dé xac dinh dugc sy phu hop cta phuong phéap d6i voi
nén mau 1a TPBVSK va diéu kién phong thi nghlem chiing t6i tién hanh nghién ctru xac nhan
gla tri sir dung ctia phwong phép theo cac yéu cau cia AOAC vé tham dinh phuong phap. Két
qua dat dugc nhu sau:

3.1.1. Bo ddac hiéu

Tién hanh phan tich cac mau tring; mau chudn va mau thir chira cac chat phén tich theo
phu’orng phap da xay dung. Két qua duoc thé hién trong hinh 1.
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Hinh 1. Sac ky do phan tich mau trang, mau chuan va mau thu
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Trén sic ky do cia mau chuan Xuét hién pic tai cdc thoi diém 18,4 phut cua rutin, 22,6
cua hesperidin va 28,6 cua quercetm Sic ky d6 ctia miu tring khong Xuat hién pic tai thoi diém
trén. Sac ky do mau thir cho pic ¢6 thoi gian luu tuong Gmg voi cée pic trén sdc ky do cua dung
dich chudn. Ph6 UV cac chat phan tich trén sdc ky d6 dung dich thir twong tu cac chit trén sic
ky d6 cua dung dich chuan voi hé s6 match cua hesperidin dat 99,8%, quercetin dat 99,6% va
cua rutin dat 99,9%. Do véy, phuong phép phan tich ¢6 d¢ dac hi¢u va chon loc v6i hesperidin,
quercetin va rutin dé phan tich cac chat nay trong ché pham.

3.1.2. Khoang xdc dinh

Phan tich cac mau chudn hdn hop theo quy trinh da xay dung. Xac dinh su twong quan
gitra nong do cac chat phén tich c6 trong mau va dién tich pic tuong Umg thu dugc trén sac ky
d6 bang phuong phap hoi qui tuyén tinh. Két qua xac dinh mdi twong quan nay duoc trinh bay
o0 Bang 3 va Hinh 2.

Bing 3. Két qua tham dinh khodng xdc dinh ciia phiwong phdp

Dung : . Rutin : IA{esperidin . (Azuercetin
dich ]Z;’;fn ‘Zf’ Dién tich pic ]‘(;‘l’;’/&”n ‘Z" Dién tich pic %’;ﬁn ‘Z" Dién tich pic
1 1,01 20444 4,96 12281 0,99 42051
2 20,25 402965 9,92 56599 9,94 422176
3 50,63 1091008 19,84 106558 19,88 858338
4 101,25 2124002 49,59 291395 49,71 2339178
5 202,51 4255407 99,18 538036 99,41 4322445
6 506,27 10638588 198,36 1055573 198,82 8851640
Néng dé (ng/mL) Néng 9 (ng/mL) Néng d¢ (ng/mL)

Hinh 2. Dé thi biéu dién méi twong quan giita nong dé va dién tich pic ciia cdc chdt phan tich
Két qua cho thay trong khoang ndng do tir 1,01 - 506,3 ug/mL ciia rutin, 4,96 - 198,4 ug/mL
voi hesperidin va 0,99 - 198,8 c6 pg/mL v6i quercetin, ¢6 sy trong quan tuyén tinh gitra nong do
va dién tich pig véi hé s6 R? tir 0,9988 - 0,9999. Nong dd cac chat phan tich xac dinh tir duong
chuan so v&i nong do 1y thuyét déu nam trong gidi han cho phép (85 - 115%) [8].
3.1.3. Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh luong (LOQ)
[NJ’éc lugng LOD cua phuong phap bang cach xac dinh ty 1é tin hiéu trén nhiéu duong nén.
Tao mau thir c6 nong do khoénqu - 71an LOD udc¢ lugng. Phan tich mau thur 06 1an 1ap lai, tinh
gid tri trung binh va d¢ Iéch chuan SD. Tur d6 tinh LOD =3SD, LOQ = 10SD. Tinh R =X/LOD,
néu 4 < R <10 thi ndng d6 dung dich thtr 1a phu hgp va LOD tinh dugc la dang tin cay. Két
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qua LOD, LOQ cua phuong phap duoc thé hién ¢ Bang 4.
Bdng 4. Gioi han phat hién (LOD), gioi han dinh luwong (LOQ) cua phwong phap

LOD (g/100 g) LOQ (g/100 g) R
Rutin 0,0063 0,021 5,13
Hesperidin 0,016 0,047 4,22
Quercetin 0,0016 0,0054 7,28

Tir bang 4 cho thiy, gia tri R thu duoc ndm trong khoang yéu cau (4 <R < 10) do ¢6 LOD,
LOQ thu dugc la dang tin cay.
3.1.4. Do dung

Do dung cua phuong phap duoc danh gia bang cach xac dinh d6 thu hoi, thuc hién trén
nén mau tring. Thém chinh xac mot lugng chat chuan vao mau tring va xir 1y theo quy trinh
phan tich dé dung dich cudi ciing c6 ndng do rutin ¢ 3 murc 1a 10 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL;
hesperidin va quercetin & 3 mirc twong tmg 1a 10 pg/mL, 50 pg/mL, 150 pg/mL. Mdi mirc nong
d6 1am 03 mau. Xac dinh ham luong cac chat phan tich ¢ trong mau bang dudng chuan phan
tich trong cung diéu kién. PO dung cua phuong phap 1a ty 18 % do thu hdi cta chat phan tich.
Két qua xac dinh d6 dung cua phuong phap duoc trinh bay & Bang 5.

Bing 5. Két qua tham dinh dg diing

Rutin Hesperidin Quercetin
Nong dé ban diu Nong dé ban diu Nong dé ban diu
(10 ug/ml, 100 ug/ml, 200 ug/ml) | (10 ug/ml, 50 ug/ml, 150 ug/ml) | (10 ug/ml, 50 ug/ml, 150 ug/mi)
C tim lgi DG thu héi (%) Ctimlgi | Djthuhoi (%) | Ctimlai | Dj thu hoi (%)
(ug/ml) RSD (%) (ug/ml) RSD (%) (ug/ml) RSD (%)
99,10% 98,54% 99,54%
9,91 9,85 9,95
0,89% 0,48% 0,37%
98,44% 99,31% 100,01%
98,44 49,66 50,0
0,58% 1,00% 0,58%
101,33% 100,44% 97,0%
202,66 150,66 145,5
0,28% 0,55% 1,37%

Két qua thdm dinh cho thiy & cac mirc ndng d6 thap, trung binh va cao phuong phap c6 do
dang tr 98,44 - 101,3% vai rutin, 98,54 - 100,4% véi hesperidin va 97,0 - 100% véi quercetin;
gid tri RSD thu dugc ctia cac chit nho (tir 0,28 - 1,37%). Két qua nay phit hop voi yéu cau vé thaim
dinh phuong phap theo AOAC (phai dat tir 95 - 105%; RSD < 3,7% khi ham luong hoat chat tir
0,1 - 1%, dat 97 - 103%, RSD < 2,7% khi ham luong hoat chit tir 1 - 10%) [7].

3.1.5. B¢ lap va do tai lap

Thyc hién phan tich do 1ap lai, d6 tai lap dugc thuc hién trén mau thuc: Mau TPBVSK

chtra hoa hoe, tran bi dang vién nang cting, két hop ciing nhiéu duoc liéu khac nhu duong quy,
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sai ho, dang sam, bach truat, hoang ky,... trong cong thirc bao ché.
Tién hanh lam thi nghi¢m 06 lan lap lai trén cung mdt mau thir va 1ap lai thi nghiém do
1ap lai bdi kiém nghiém vién khac, ngay khac, hoa chat, thiét bi khac theo quy trinh da xay dung.
Két qua khao sat do lap lai va do tai 1lap dugc néu & bang 6.

Bing 6. Két qua tham dinh do dp lai, do tai lap

Rutin Hesperidin Quercetin
Két qua Ham lwong RSD Ham lwong RSD Ham lwgng RSD
(g/100g) (%) (g/100g) (%) (g/100g) (%)

Yéu ciu theo AOAC 10 - 100 <13 1-10 <18 0,01-0,1 <37

Pat Pat Pat
Do lap lai (n =6) 10,31 2,55 0,04

1,11 1,06 1,92
Yéu ciu theo AOAC 10 - 100 <2,0 1-10 <28 0,01 - 0,1 <5,6

6 1 i Dat Pat Dat

D:o chinh xdac trung 10,18 : 2.47 : 0,04 :
gian (n=12) 1,48 2,04 2,92

Két qua thim dinh cho thiy phuong phap c6 d6 lap tot: RSD dat tir 1,06 - 1,92% (n = 6)
va RSD dat tir 1,48 - 2,92% (n = 12), dép tmg yéu ciu cia AOAC [7].
3.2. Két qua phan tich miu thuec té

Str dung phuong phap di xay dung dé xac dinh ham lugng cua rutin, hesperidin, quercetin
trong 20 mau TPBVSK chira duoc liéu hodc cao dugce lidu hoa hoe va tran bi dang vién nén,
vién nang cting, bot co trén thi truong, thanh phﬁn két hop nhiéu duoc liéu khac nhu bach truat,
duong quy, sinh dia, dang sam,... Két qua dugc trinh bay & bang 7.

Bing 7. Két qua phdn tich mau thye té

M Ham lwong (g/100g) M Ham lwgng (g/100g)
Rutin Hesperidin Quercetin Rutin Hesperidin Quercetin
1 10,31 2,55 0,042 11 4,85 2,20 0,027
2 1,42 0,26 0,008 12 10,20 2,10 0,044
3 4,75 1,72 0,021 13 3,02 1,05 0,006
4 3,27 0,85 0,012 14 1,02 0,35 0,005
5 4,80 2,12 0,016 15 7,02 2,10 0,035
6 5,77 2,02 0,027 16 2,45 1,22 0,005
7 3,25 1,68 0,011 17 3,36 1,65 0,005
8 3,52 1,62 0,008 18 4,25 1,25 0,017
9 6,75 2,22 0,036 19 1,72 0,58 0,005
10 6,60 2,26 0,037 20 4,28 0,84 0,023

Két qua ham luong rutin trong cac mau thu dugc dat tir 1,0 - 10,31 g/100g, hesperidin tir
0,16 - 2,02 g/100g, quercetin dat tir 0,01 - 0,04 g/100g véi gia tri RSD < 3%. Cac mau 1, 6, 12,
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9, 10, 15 cho ham lugng rutin, hesperidin, quercetin cao do nguyén li€u st dung cao dugc li¢u
hoa hoe, tran bi. C6 03 mau: 1, 12, 15 khong dat yéu cau ham lugong rutin, hesperidin theo cong
b6 san pham. Mot s6 mau c6 ham luong rutin, hesperidin va quercetin cao nhu 6, 7, 8... nhung
lai khong cong b ham lugng trén nhin san pham. Két qua phén tich cho thiy ham luong cac
chat phan tich trong céc mau TPBVSK tuong ddi cao do d6 xac dinh ham lugng rutin,
hesperidin va quercetin 1am co s¢ dé kiém soat chat lugng cac san pham trén 1a can thiét. Phuong
phép da xay dung, c6 do chon loc, dd tin cdy, phu hop dé ung dung trong cong tac tiéu chuin
héa cac mau chira hoa hoe va tran bi.

4. KET LUAN

Nghién ctru dd xac dinh duoc ddng thoi ham lwong rutin, hesperidin va quercetin trong
cdc miu TPBVSK dang ran bang phuong phap HPLC-DAD. Quy trinh xir I mau don gian
bing cach hoa tan trong methanol. Két qua tham dinh cho thy, phuong phap c6 gia tri gidi
han dinh lugng nhé (0,021/100g ché pham vdi rutin, 0,047/100g ché pham véi hesperidin va
0,0054/100g ché pham véi quercetin); khoang tuyén tinh rong (tir 1,01 - 506,3 pg/ml véi rutin,
4,96 - 198,4 ng/mL véi hesperidin va 0,99 - 198,8 ng/mL voi quercetin); d dung dao dong
trong khoang 97,0 - 101,33%; do lap lai véi gid tri RSD % nho (1,11 - 1,92%), dap tng yéu
cau ddi v6i phuong phap phén tich theo AOAC. Phuong phap da tham dinh c6 thé tmg dung
dinh luong rutin, hesperidin, quercetin trong cic mau TPBVSK dang rin chtra hoa hoe, tran
bi va xdy dung thanh thuong quy k¥ thuat dap tmg yéu cau ctia ISO/IEC 17025 d6i véi phuong
phap thtr ndi bo.
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