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Xac dinh quercetin dang tu do trong giich chiét nu hoa
cua cay Hoe (Sophora japonica L.) bang phuong phap
sac ky long hi¢u nang cao
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Tém tit: Bai bao da thiét 1ap duogc ki thuét tach, dinh tinh tryc tiép quercetin dang ty do (aglycon)
trong dich chiét methanol nu hoa Hoe bang phuong phap HPLC don gian, d& thyc hién. Nghién
ctru thyc nghiém trén hé théng HPLC Agilent 1260 Infinity voi cot pha dao ZORBAX SB-C18
(nhiét 6 25°C), tbc do dong 0,5 ml/phut, 4p sudt trung binh 30-35 bar va diu do diy diot quang
(DAD) chung t6i da lya chon duogc bude song A = 370nm, thé tich tiém mau 20ul, thoi gian phan
tich 16 phut voi hé pha dong (% the tich) gom methanol (15%), acetonitril (20%) va hén hop C
(65%, pha san chura 1% axit axetic gom methanol, acetonitril va HyO veéi ti 1€ % thé tich lan luot 1a

40%, 15%, 45%). Theo diéu kién sac ky do, rira giai ddng dong két hop phuong phap chuén ngoai
va thém chét chuén quercetin vao mau thir, chung t6i da xac dinh dugc quercetin tu do trong dich
chiét nu hoa Hoe c6 thoi gian luu t,=8,84 + 0,04 (phut). Do 6n dinh ciia hé thong da dugc danh gia
thong qua d¢ léch chuan tuong ddi (RSD,%) ctia thoi gian luu, dién tich, chidu cao va hé sb kéo
duodi ctia dinh quercetin tu do trong dich chiét hoa Hoe. Két qua cho thy cac gia tri RSD déu nho
hon 1%, chu’ng té phuong phap HPLC thiét 1ap dugc co d6 chon loc va do chinh xéac cao. Két qua
nay tao tién de cho cac nghién ctru tiép theo nham két hop phuong phap héa 1y va sinh hoc trong
nghién ctru vé hoat chit quercetin.

Tir khéa: Quercetin, HPLC, nu hoa Hoe, dich chiét methanol, Sophora japonica L.

1. Pit van dé

) Quercetin la flavonoid thuc vat cé hqat tinh
chong oxy hoa manh [1], ngay ca & nong do
thap [1-3]. Quercetin dugc st dung lam nguyén
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liéu cho Iinh vuc thuc phém chirc nang, my
phim,... [4-5]. Quercetin ton tai ty nhién & dang tu
do (got la aglycon) hodc dang lién ket thuong gap
1 rutin [4-5]. O nudc ta va mot sd nude Chau A
khac, quercetin dugc thu nhan chu yeu tr rutin
trong ny hoa khé cua cay Hoe (Sophora japonica
L.). Flavonoid c6 nhiéu & cay Hoe, trong d6 ham
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luong rutin 13 16n nhat (6 dén 38% trong nu)
[5-6].

Diéu kién thu nhan hoat chit ty nhién s&
phat sinh cac gdc oxy hoa [7-8] va quercetin c6
dic tinh chéng oxy hoa s& d& bi bién ddi [7-9].
Khi d6, @ 6n dinh dong thoi vé dic tinh hoa ly
va sinh hoc cua quercetin dang aglycon trong
qua trinh thu nhdn can phai duoc nghién ctru va
danh gia day du [7-8-9]. Trong nghién ctru hoat
tinh chdng oxy hoa cua hop chat ty nhién, cac
mo hinh két hop ki thuat sic ky 16ng hiéu ning
cao (HPLC) v6i phan tmg quét gbc tu do DPPH
dd duoc nghién ctru va phat trién [10-11-12-
13]. Su c6 mit cua hoat chit va mirc do twong
tac voi gbe tu do dugc danh gia thong qua thoi
gian luu, dién tich va/hoac chiéu cao cua dinh
quan tam. Theo chung t6i dugc biét chura c6 mo
hinh tuong tu dugc ap dung cho hoat chét
quercetin thu nhan ¢ Viét Nam.

H¢ théng HPLC trong cac md hinh két hop
d6 dugc st dung dé tryc tiép phan tach, dinh
tinh, dinh luong hoat chét trong mau nghién
ctru. Piéu kién thyc nghiém can phai dap tng
yéu cau ciia phuong phap phéan tich HPLC. Céac
yéu té anh hudng dén két qua phan tich HPLC
bao gém su tinh sach ctia mau, pha dong, loai
cot, thé tich tiém miu va budc song ciing nhur
loai dau do phat hién [10].

Véi muc tiéu phat trién mé hinh noi trén dé
nghién ciru vé dic tinh hoa 1y va sinh hoc cua
hoat chat quercetin, bai bao nay tip trung xac
dinh diéu ki€én phan tach, nhan di¢n dinh
quercetin va danh gia do 6n dinh cua hé théng
HPLC trén mau nghién ctu 1a dich chiét
methanol tir nu hoa hoe.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ctru
2.1. Nguyén liéu

- Dung moéi methanol, acetonitril, axit
axetic bang dwoc cung cAp boi hing Merck,
buc dung cho phan tich HPLC. Cac dung méi
dung cho chiét xuét, dat yéu cau phan tich duoc
cung cép tir cong ty TNHH TEKCO Viét Nam.

- MAu chuin quercetin (C5H1007 2H20) $b
kiém soat 0216322.02, 1a chuén duoc dién Viét
Nam do Vién kiém nghiém thude Trung
Uong/Bo Y té cung cip, c6 do am 8,75 %, ham
luong tinh theo chat khan 1a 90,87%.

- Mau nu hoa Hoe, 1a dugc liéu chuan co
ngudon gbc tir cdy Hoe (Styphnolobium
japonicum (L) Schott Syn hodc Sophora
Jjaponica L.), ho Pau (Fabaceae), sb kiém soat
CV 0116042.01, do Vién kiém nghiém thudc
Trung Uong/Bo Y t& cung cap. Mau nu hoa
hoe 14 nu hoa d3 phoi hoic siy nhe dén khé, co
d6 am 10,0%, ham lwong rutin 21,1%.

2.2. Thiét bi

- Hé théng HPLC dung trong nghién ctru 1a
Agilent 1260 Infinity Bio-Inert Quaternary LC
System héang Agilent Technologies, Duc) [13]
véi phan mém Open LAB CDS.

- MAu nghién ctru dugc xir Iy trén cac thiét
bi: may si€u am Elmasonic S-100, may loc chan
khong, can phan tich, may do pH, cdi nghién
mau. Cac dung cy thuy tinh (binh dinh muic,
pipet, ci nghién), do tiéu hao (gidy loc, mang loc,
dau hat) dat chat luong ding cho phan tich dugc
cung cip boi cong ty TNHH TEKCO Viét Nam.

2.3. Phuwong phap

2.3.1. Xtt ly mau thir

Nu hoa Hoe nguyén hat, khong séy lai duoc
can lay khoang 1g, thém 25 ml methanol, siéu
4m ¢ nhiét do 65°C trong 30 phit, loc va thu
dich chiét [5-7-14]. Phan bi sau loc duoc
nghién nhé trén cbi thay tinh, thém 25ml
methanol, tiép tuc siéu am & diéu kién nhu trén.
Céc phan dich chiét va bi ctia mau thir sau siéu
am dugc gop lai, cho vao binh chiét, ngam qua
dém. Sau thoi gian ngam, dich chiét duoc thu
lai b?mg cach nho giot, loc va dugc dinh muc
100 ml b?mg methanol. Dich chiét sau dinh murc
duoc hut léy 5 ml, loc qua mang loc 0,45 pum,
thu dich loc va bdo quan dich ¢ 4°C.

23.2. Xuly mau chuan

Mau chuin quercetin dugc can liy 10 mg,
cho vao binh dinh marc 10 ml, hoa tan va thém
du methanol t6i vach, lic déu [5]. Dung dich d6
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duoc léy chinh xac 1 ml, tiép tuc cho vao binh
dinh mac 10 ml, thém methanol t6i vach. Tiép
tuc lip lai 1 lan nita thu dugc dung dich
quercetin mau chuan nong d¢ 10 pg/ml (dang
CsH,00,.2H,0), loc qua mang loc 0,45 pm, thu
dich loc va bao quan dich ¢ 4°C.

2.3.3. Xir Iy mau cho thi nghiém thém chét
chuin quercetin vao dich chiét hoa Hoe

- Mau 1: Dung dich methanol chua
quercetin chuan (nong do 10pg/ml) dugc liy
chinh xac 0,5 ml va thém vao 0,5 ml methanol,
duge mau 1 ¢o thé tich 1 ml.

- MAu 2: Dich chiét methanol cia nu hoa
Hoe dugc lay chinh xac 0,5 ml va thém vao
chinh x4c 0,5 ml dung dich quercetin chuin
(ndng d6 10pg/ml, pha trong methanol), tron
1an dugc hdn hgp mau 2 ¢o thé tich 1 ml.

- MAu 3: Dich chiét methanol cua nu hoa
Hoe duoc 1y chinh x4c 0,5ml va thém vao 0,5
ml methanol duoc miu 3 ¢6 thé tich 1ml.

Dung dich quercetin chuin va dich chiét
methanol ctia nu hoa Hoe dugce chuén bi theo
phan xir Iy miu chuan va mau thir nhu di néu &
trén. Cac mau dugc bao quan ¢ 4°C.

2.3.4. Nghién ctru thiét 1ap phwong phap
HPLC

- Miu nghién ciru dugc phan tach trén cot
pha ddo ZORBAX SB-C18 (Agllent) co kich
thude 4,6 x 150 mm, c& hat 5pm. Ap suét cot
c6 thé diéu chinh tr 0 dén 400 bar. Nhiét do
phan tach 1a 25°C [10]. Téc d6 dong 1a 0,5
ml/phat [15]. Thoi gian phén tich khéng qua 25
phut [10].

- Tiém mau [10]: Mau khao sat duogc tiém
tu dong & cac thé tich 1a 10pl, 15ul, 20pl va
25ul dé lya chon thé tich tiém phu hop cho hé
thong séc ky ding cho nghién ciru.

- Pha dong: Trén co sd ti 1¢ tham khao [16-
17], chung t6i tao kénh C pha san chira 1% axit
axetic, chira cac thanh phan véi % thé tich
methanol/acetonitril/H,O 1an luot 1a 40/15/45.

Pha dong duoc rira giai theo cach thirc dang
dong c6 ti 18 phdi tron khac nhau cua kénh A
(methanol), kénh D (acetonitril) va kénh C.
Trong d6 kénh C c6 thanh phan nhu d3 mé ta &
trén, c6 thé tich giam dan trong cac hé khao sat
tir 1 dén 6. Céc hé khdo sat c6 ti 1& nhu sau: hé

1(0/100/0), hé 2 (10/80/10), hé 3(10/70/30), hé
4 (15/65/20), hé 5 (10/60/30), hé 6 (20/50/30).

- Pau do diy diot quang (diode array
detector-DAD) phat hién quercetin: Chung t6i
tién hanh quét phd dong thoi & 4 budc song
283nm, 330nm, 367nm [7] va 370nm [17-18]
dé khao sat, xac dinh budc séng phii hop cho
nhén dién quercetin trong mau nghién ciru.

- Pinh quercetin trong dich chiét methanol
hoa hoe dugc xéac dinh theo phuong phap chuan
ngoai va khang dinh bang phuwong phap thém
chuin quercetin vao dich chiét [5-17-20].

2.3.5. Xir Iy s lidu

Céc thong sd trong sic ky duoc xtr Iy voi sy
hd trg cia phﬁn mém xu ly $6 liéu kém theo hé
théng HPLC. Két qua duogc xtr Iy theo cc cong
cu thong ké ctia phan mém Micosoft Exel 2010.

Két qua dugc danh gid [5-17-19-20] thong
qua hinh dang sic ky dd, thoi gian luu (tg, yéu
cau tuong duong mau chuan), d6 phan giai dinh
(Rs, yéu cdu Rs > 1,5); tinh dbi xtmg cua dinh
thong qua hé s kéo dudi (T, yéu cdu 0,8 <T <
2,0 va gia tri T cang gan 1 sic ky do cia dinh
quan tdm cang c6 dang phan phdi chuan Gauss,
két qua phan tich cang chinh x4c); hiéu luc tach
cot (sb dia 1y thuyét N, yéu ciu N > 2000) va
muc d6 dap tng tin hi€u DAD tai budc song
nghién ctru (théng qua chidu cao hodc dién tich
cua dinh quan tam).

D6 6n dinh cta hé théng duoc thuc hién trén
mAu thir v6i 5 1an lap lai, yéu cau do léch chuan
twong d6i RSD (%) cia thoi gian luu nhd hon
1%; RSD (%) ctia dién tich dinh, chiéu cao dinh,
hé s6 kéo dudi co6 RSD < 2% la dat yéu cau.

3. Két qua nghién ciru

3.1. Xdc dinh diéu kién phdn tach, nhdn dién
quercetin bang hé thong HPLC theo phuwong
phdp chudn ngoai

Quercetin c6 tinh axit yéu voi pK, = 5,87
va pK,, = 8,48 [9] véi pha dong c6 pH 34 s&
thudn tién cho qua trinh phan tach khi rua rai
[7]. Hién nay, khuynh hudéng sir dung pha dong
khong chtra dung dich dém ngay cang gia ting
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dé tranh gdy mon hé thong sic ky [20]. Trong
nghién ctru nay chung t6i thiét 1ap pha dong
chira axit axetic khong c6 dém dé phan tach
quercetin.

3.1.1. Két qua xac dinh bude song, khoang
thoi gian Iuu, dinh chiém wu thé, dinh quan tim
khi rura giai theo pha dong hé 1

Mau chuén va thir dugc rira giai ddng dong
v6i pha dong hé 1, thé tich tiém mau 10 pl, ap
sudt trung binh 30 bar [13] dé xac dinh budc
song va dinh tinh quercetin theo phuong phap
chuin ngoai. Két qua thu duoc trén hinh 1 (la
va 1b).

Hinh 1a thé hién phd dap tmg tin hiéu DAD
(dang 3D) cua miu chuén khi phan tich dong
thoi & 4 bude song nhu dd néu ¢ trén. Két qua
thu dugc cho thiy sy dap Gng tin hiéu cua
quercetin cao nhit tai budc song A=370 nm.
Két qua nay phu hop voi mot s6 nghién ctru da
cong bd trén miu chira quercetin nhung véi hé
pha dong khac [5-17-18]. Budc song  A=370
nm dugc tiép tuc lya chon dé nhan dién
quercetin trong mau thir dich chiét ny hoa Hoe,
két qua thé hién trén hinh 1b. Sic ky do trén
hinh 1b xuét hi¢n dinh chiém wu thé, 1a dinh
ctia chét co su dap tng tin hiéu DAD cao nhit.
Theo phiéu kiém soat CV 0116042.01 cé thé
khang dinh chit d6 chinh 14 rutin. C4c dinh ctia
chét phia sau dugc xac dinh trong téng thoi
gian phén tich la 25 phaut.

Nu hoa Hoe trong nghién ctu nay c6 ham
lwong rutin dugc ti€u chuén hoa la 21,1%. Khi
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S0
3o
DAD, Sig = 370nm
zo0 —_—

DA, Sig = 36Fnm
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Thoi gian luu (phut)
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do6 vai cot phan tach 1a pha ddo thi rutin (dinh
chiém wu thé) do phan cuc hon quercetin s& co
thoi gian lvu ngan hon nén dugc ria giai ra
trugc [16]. Trén hinh 1b, c6 thé thay dinh ngay
sau dinh chiém uu thé co thoi gian luu khoang
19 phut, tuvong duong voi dinh cua quercetin
chuan ¢ hinh 1a. Nhu vay, két hop két qua hinh
la va 1b, co thé bude dau xac dinh dinh quan
tam ndi tiép _ngay sau dinh rutin ¢ hinh 1b la
quercetin. Pong thoi, két qua sic ky ¢ hinh 1
cho thiy thoi gian luu cua dinh quercetin kéo
dai, nén dinh bi dodng. Vi vay, trong nghién
clru nay can phai tiép tuc khao sat hé pha dong
nham giam thoi gian luu cta quercetin.

3.1.2. Két qua xac dinh hé pha dong phu hop

Két qua khao sat thoi gian luu va do phan
giai cta dinh quan tdm (quercetin) khi rira giai
b?ing 6 hé pha dong duoc thé hién trén hinh 2 va
3. Két qua cho thiy hé 1, hé 2, hé 3 va hé 4 cho
hiéu qua tach dinh quan tdm so véi dinh chiém
vu thé (rutin, phia trudc) 1a tot nhat, thé hién do
phan giai Rs déu 16n hon 1,5 (hinh 2) va sic ky
d6 phan tach rd rang (hinh 3a). Hé 5 va hé 6 ¢6
Rs thap (nho hon 1,5) nén dinh quan tim khong
tach dugc khoi dinh chiém wu thé (hinh 3b).

Két qua thuc nghiém thu dugc ¢ hinh 2
ciing cho thay ¢ hé 4, dinh quan tim (quercetin)
c6 thoi gian luu nhoé nhat trong 4 hé véi
tg= 10,98 phut va c6 Rs = 2,46. Nhu vay, pha
dong theo hé 4 (co ti 1¢ A/C/D = 15/65/20) s&
duoc lya chon cho cac nghién ctru tiép theo.

) o
dinh chiem uu é
thé (rutin)

N dinh quan tam
(quercetin)

(1b,A=370nm )

| I I 1 |
3 § 15 L R A L
Thoi gian luu (phut)

Hinh 1. Két qua d4p tmg tin hiéu DAD khi rira giai theo hé 1.
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Hinh 2. Khao sat thoi gian luu va d6 phan giai cua dinh quan tdm (quercetin) theo cac hé pha dong khac nhau.
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Hinh 3. Séc ky dd mau thir (nu hoa Hoe) theo hé pha dong
duoc lua chon (3a-h¢ 4) va hé khong tach dugc (3b-h¢ 5).

3.1.3. Xéc dinh thé tich tiém mau

Trén co s¢ hé pha dong da xac dinh, ching
toi tlep tuc khao sat vong tiém mau ciia mau
chuin sau d6 dén miu thir, & cac thé tich 10pl
(V10), 15ul (V15), 20ul (V20) va 25ul (V25)
dé dua ra thé tich phu hop. Trong ki thut
HPLC, bén canh thoi gian luu sy dap ung tin
hiéu duoc st dung dé phan tich cac chat do 1a
dién tich dinh hogc chiéu cao dinh. Dé xac dinh
thé tich tiém mau, chi tiéu danh gia lya chon 1a
hiéu Iyc cot (N), hé s6 kéo dudi cua dinh (T) va
sic ky do. Trén miu thir, ching t6i ciing tién
hanh kiém tra thém d6 phan giai (Rs) cua dinh
quan tdm vé phia trudc va phia sau. Két qua thu
duoc thé hién trén hinh 4 va 5.

Két qua khao sat trén mau chuin thé hién &
hinh 4a cho thiy cac thé tich tiém mau déu co
hiéu lyc cot dat yéu cau (N> 2000). O thé tich

tiém V10 dinh bi kéo du6i manh, thé hién & gia
trj hé sé kéo dudi nam ngoai khoang gi6i han
cho phép. O thé tich V25, V20 va V15 hé sb
kéo dudi déu dat yéu cau. O thé tich V25 céac
thong sb sic ky déu dat yéu cau, nhung két qua
sdc ky do trén hinh 5a2 xuit hién dinh phu, thé
hién sy phén tach chua hi¢u qua. Trong ba thé
tich d6 thi thé tich V20 cho két qua tt nhat, thé
hién & Kkét qua séc ky dd thu duoc sdc nét, ro
rang voi hé s6 kéo dudi T cua dinh dat gﬁn 1,
hi€u lyc cot dat yéu cau (hinh 4a va Sal).

Véi két qua thu duoc trén miu chuin,
chung t6i tiép tuc khao sat trén mau thir & thé
tich V15 va V20. Két qua thu dugc trén mau
thir tiép tuc khang dinh ¢ thé tich tiém V=20 pl
hé sb kéo dudi T 1a tét nhat va cac gia tri do
phan gidi cia dinh quan tam, hi€u luc cot déu
dat yéu cau (hinh 4b va 5b).
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Hinh 4. Két qua khao sat thé tich tiém mAu mau chuén quercetin (4a) va mau thir dich chiét ny hoa Hoe (4b).
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Hinh 5. Két qua sic ky d6 & hé 4, 4p suat trung binh 35 bar, thoi gian phan tich 16 pht, (5al)- mau chuan thé
tich ti€ém V20, (5a2)-mau chuan thé tich ti€mV25, (5b)- mau thir hoa Hoe thé tich ti€ém V20.

Két qua thu duoc & hinh 2 ciing cho thiy hé
Icho khéa néng phéan tach hi¢u qua quercetin ra
khoi rutin, diéu nay 1a phu hop véi két qua
nghién ctru da cong bd [16]. Tuy nhién c6 su
khac biét 16n trong thoi gian Iuu. Trong nghién
ciru nay, voi hé¢ tham khao (hé 1) da cho thoi
gian luu cua quercetin trén 19 phit so voi cong
b 1a 5 phut [16].

Su gia tang vé thoi gian luu noi trén c6 thé do
su khac nhau ¢ cgt phan tach, do ham lugng rutin
qua 16n va c6 thé 1a do anh hudng cta ap suat dau
cot. Vi vay dé giam thoi gian luu lam co s& cho
nghién ciru tiép theo, trong nghién ctru nay chiing
t6i tang 4p suat tir 30 1én 35 bar [13]. Két qua thuc
nghiém & hinh 5 cho thiy thoi gian luu cua dinh
quercetin da giam xudng duéi 10 phut.
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Thoi gian phan tich phu thudc nhidu vao
muc tiéu cua viée tién hanh phan tich mau, bao
gom thoi gian tach, phat hién cac chit va thoi
gian rua cot. Voi cot phan tach trong nghién
ctru nay 1a ZORBAX SB-C18 c¢6 thé tich 2,5 ml
v6i toe do dong 0,5 ml/phut thi s& can téi thiéu
5 phut dé rira cot sau phan tich.

Nhu viy véi két qua thuc nghiém & hinh 5
cho thiy s& cin khoang 11 phut cho phan tach,
phat hién cac chit va 5 phut dé rira cot. Vi vay
trong nghién ctru nay lua chon thoi gian phan
tich 16 phut 1a phu hop.

DAD
quercetin

**1 (6a-méu 1, A =370nm

Thoi gian luu (phit)

DAD ===
(mAU) ™

150

2=

7=
=0

2=

(mAUY™

(6b-mau 2, A = 370nm

=0
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3.2. Khd)ng‘dﬁinh dinh quercetin trong dich ghiét
hoa Hoe bang phwong phdp thém chat chuan

Dinh tinh quercetin don thuan theo phuong
phap chuan ngoai bang HPLC 1a chua dam bao
su chic chén. Trong bai bao nay, bén canh
phuong phap ngoai chuan da thuc hién & trén,
chung t6i két hop véi phuong phap thém chat
chuin dé tiép tuc nhan dién va khéng dinh dinh
quercetin trong dich chiét nu hoa Hoe.

Nghién ctru duoc thyc hién trén cic mau 1,
2, 3 nhu d3 néu ¢ muc 2.3.3. Két qua thu duoc
thé hién & hinh 6 (6a, 6b va 6¢)

(6¢c-mau 3, L = 370nm

quercetin

Thoi gian luu (phut)

quercetin

Thoi gian luu (phit)

Hinh 6. Hinh anh 3D quét phé & 4 budce song trong thi nghiém thém chét chuin quercetin
(mau 1, mAu 2 va mau 3 duge chuin bi theo muc 2.3.3 nhu dd mé ta & phan phuong phap).

Két qua sic ky dd trén hinh 6b va 6¢c cho thdy
mau hdn hop dich chiét hoa Hoe thém chuén
quercetin (mau 2) va mau dich chiét hoa Hoe pha
thém methanol (miu 3) c¢6 s6 dinh nhu nhau, &
mau 2 khong c6 thém dinh méi véi cac thoi gian
luu déu nhé hon 10 phit. Bén canh d6, sic ky dd
trén hinh 6a ctia mau chuan quercetin pha thém
methanol (miu 1) ¢6 duy nhat 1 dinh, ciing c6
thoi gian luu nho hon 10 phuat.

Nhu vay trong mau 2 (hinh 6b), dinh cua
quercetin chuin thém vao s& tring voi 1 trong
cac dinh trén hinh 6¢ va co6 thoi gian luu trung
v6i dinh trén hinh 6a. Bé xac dinh dinh
quercetin trén sic ky d6 6¢ cua miu 3, ching
t6i tién hanh so sanh thoi gian luu két hop véi
su dap tng tin hiéu DAD (gi tri d6i chiéu vai
truc tung) ctia dinh quan tim & mau 1 va mau 3
50 v&i mau 2.
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Két qua trén hinh 6b, 6¢ cho thiy sy déap
g tin hi¢u tai 4 budc song cua dinh tach bigt
10 rang, nbi tiép ngay sau dinh chiém wu thé
trong mau 2 va mau 3 déu cé thoi gian luu
trung voi thoi gian luu cua quercetin trong mau
1 (hinh 6a), voi thoi gian luu khoang 8,8 phut.
Tiép theo, ching t6i ddi chiéu gia tri trén tryc
tung cho thy su dap ung tin hiéu DAD cua
dinh quan tam d6 ¢ ca 4 budc song trong mau 2
1a cao nhét, twong dwong vé6i tong su dap tng
tin hiéu DAD cutia dinh quan tdm d6 ¢ mau 1 va
mau 3.

Céc két qua thu duoc & trén da khiang dinh
mau 3 c6 chita quercetin. Trén hinh 6¢c, dinh
quercetin 13 dinh tach biét rd rang, ndi tiép ngay
sau dinh chiém wu thé, co thoi gian luu khoang
8,8 phut. Két qua nay 1a twong dong véi két qua
dd thu dugc khi sit dung phuong phap chuén
ngoai nhu da néu muc 3.1.

Két qua quét phd & ca 4 budc song dd mot
lan nita khang dinh, budc song A=370 nm duoc
lua chon 1a phu hgp cho nghién ctru xac dinh
quercetin trong dich chiét ny hoa Hoe.

3.3. Danh gia do on dinh ciia phwong phdp
HPLC da thiet lap

Vi cac két qua khao sat da gitp chung toi
thiét 1ap duoc dicu kién phan tich phu hgp nhu
sau: cOt phan tach pha dao ZORBAX SB-C18,

Bang 1. D¢ 6n dinh ctia h¢ thong sic ky
doi voi dinh quercetin trong dich chiét
methanol nu hoa Hoe

STT Thoi gian ~ Dién tich Sa};‘e“ fé‘iso
luu (phat)  (mAU.s) (maU)  dudi
1 8,814 1467723 55813 0,993
2 8,796 1457,612 55,574 1,000
3 8,881 1484981 55871 1,003
4 8,868 1471,704 55465 1,000
5 8,814 1475010 56230 1,000
Trun.
b nhg 8,835 1471406 55,792 0,999
SD 0,037 10015 0299 0,004
RSD 419 0,681 0,536 0,400

(o)

pha dong gdm methanol:acetonitril: hdn hop C
(15/20/65, % thé tich, pH = 3,63) v6i hén hop C
dugc pha sin bao gom methanol: acetonitril:
H,O = 40:15:45 chira 1% axit axetic (% thé
tich), tbc d6 dong 0,5 ml/phuit, thé tich tiém
mau 20 pl, phan tich & nhiét d6 25°C, thoi gian
phan tich 1a 16 phut, budc song phan tich thich
hop 14 370 nm, rira giai ding dong véi 4p sut
phan tach trung binh 35 bar.

Diéu kién phan tich HPLC duoc ching toi
tiép tuc danh gia do 6n dinh trén miu thir. Két
qué thé hién & hinh 7 va bang 1.

3.00 x % 4000
241 242 244 246 539

2.50 Iﬂ ﬁ n

31443076 3080 3071 3088
1.61 1.59 1.60 X 1.59

XXX 177 X |0

.00 {I0—0O0—0—0—0—

0.99 1.00 1.00 1.00 1.00

Hiéu luc cot

—_
W
(=

D6 phan giai, hé s kéo dudi

0.50
0.00 — T T T 0
Lan 1 Lan 2 Lan 3 Lan 4 Lan 5
—O— Hé 56 kéo dudi —X— Rs trude

—*— Rs phia sau —O— Hiéu lyc cot

Hinh 7. Thong s6 sic ky sau 5 1an lap.

Két qua thu duoc cho thiy thoi gian luu cua
dinh quercetin 1a t.= 8,84 £+ 0,04 (phut), do 1&ch
chuan twong d6i RSD (%) cua thoi gian luu,
dién tich dinh, chiéu cao dinh va hé s6 kéo
dudi ciia dinh déu nho hon 1% Nhu viy cac
thong sé sic ky déu dat yéu cau cua phuong
phap phan tich HPLC.

Két qua d6 da khang dinh diéu kién sic ky
HPLC do chiing t6i thiét 1ap dugc trong bai bao
nay dam bao tinh chon loc dé phan tach va phat
hién quercetin trong dich chiét, dap ung tot vé
tinh chinh xéc, tinh thich hop hé thong HPLC.

4. Két luan va khuyén nghi

4.1. Két lugn
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1. Nghién ctru nay da xac dinh dugc diéu
kién HPLC phu hop trong diéu kién Viét Nam
dé phan tach va phat hién quercetin tryc tiép tir
dich chiét methanol cua nu hoa Hoe. Két qua
danh gia cho thiy hé théng c6 d6 6n dinh cao véi
RSD ciia théng s6 nghién ctru déu nhé hon 1%.

2. Vi diéu kién HPLC thiét 1ap duoc, két
hop phwong phap chuén ngoai va thém chat
chuén, chung t6i da xac dinh duwogc quercetin
trong dich chiét hoa Hoe c6 thoi gian luu
t, = 8,84 + 0,04 (phut) voi d6 chon loc va do
chinh xac cao.

4.2. Khuyén nghi

1. Tiép tuc khao sat vé ap suit, toc d6 dong,
khoang tuyén tinh,... dé xac dinh ham luong
quercetin trong dich chiét nu hoa Hoe bing
phuong phap HPLC-DAD va danh gia so sanh
d6 tin cay voi phuong phap LC-MS.

2. Ap dung phuong phap HPLC thiét lap
dugc dé xiy dung mé hinh DPPH-HPLC
(offline) dung cho nghién ciru do 6n dinh hoa ly
va hoat tinh quét gbc tu do cia quercetin.
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Determination of Quercetin Aglycone
in Flos Sophorae japonicae Extract
by High Performance Liquid Chromatography
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Abstract: The research has established a method to directly extract and determine free quercetin
(aglycone form) from Flos Sophorae japonicac methanol extract by using a simple HPLC method.
Conducting experiment with system HPLC Agilent 1260 Infinity, reverse column ZORBAX SB-C18
(temperature 25°C), flow rate 0.5 ml/min, average pressure 30 and 35 bar, and diode array detector
(DAD), we found that these parameters is suitbale: Amax = 370 nm, injection volume is 20 pl, analysis
time 16 minutes, mobile phase (% volume) consists of methanol (15%), acetonitril (20%) and solvent
C (65%, contains 1% acetic acid, methanol, acetonitril and H,O, 40%, 15% and 45% respectively.
After using a combination of irocratic elution and standard addition, retention time of free quercetin in
Flos Sophorae japonicac methanol extract has found to be 8.84 + 0,04 (min). Relative standard
deviation (RSD) of retetion time, peak area, peak height and tailing have been less than 1%, this
results have indicated that the proposed method has fullfilled the validation parameters such as
selectivity and precision. This study provided useful information for screening activity of quercetin by
using different methods.

Keywords: Quercetin, HPLC, Flos Sophorae japonicae, methanol extract, Sophora japonica L.



