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Tóm tắt
Xác định hàm lượng Rutin trong một số cao dược liệu Hoa hòe được xác định bằng phương

pháp HPLC-UV. Điều kiện sắc ký sử dụng cột Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm;
5 µm), detector quang phổ tử ngoại ở bước sóng 257 nm, pha động: methanol - dung dịch acid acetic
1% (40: 60, v/v). Phương pháp có khoảng tuyến tính từ 4,97 - 298,47 µg/ml; Giới hạn định lượng
0,205 µg/ml; Độ thu hồi từ 99,87% - 102,3%. Ứng dụng phương pháp xác định hàm lượng Rutin
trong các mẫu cao dược liệu Hoa Hòe: 3 mẫu cao chiết bằng cồn 30%, 3 mẫu cao chiết bằng cồn
70%, 3 mẫu cao chiết bằng nước, kết quả hàm lượng Rutin đạt từ 30,14% - 38,67%.

Từ khóa: Sophora japonica L. extracts,HPLC, rutin
1. ĐẶT VẤN ĐỀ

Hòe [Styphnolobium japonicum (L.) Schott, Syn. Sophora japonica L.], họ Đậu (Fabaceae)
là loài cây rất phổ biến tại Việt Nam, được trồng ở nhiều nơi nhất là một số tỉnh duyên hải Bắc
Bộ như Thái Bình, Nam Định... Theo GS. Đỗ Tất Lợi - tác giả của cuốn sách nổi tiếng “Những
cây thuốc và vị thuốc Việt Nam” thành phần chính của Hoa Hòe là Rutin (chiếm khoảng 20%
- 30%) [1]. Nó có tác dụng làm giảm tính thấm của mao mạch, tăng sức bền của thành mạch,
trong y học được ứng dụng để phòng và điều trị nhiều chứng bệnh liên quan đến tổn thương
thành mạch như trĩ, chảy máu đáy mắt,... các chứng bệnh có thể dẫn đến tai biến mạch máu như
vữa xơ động mạch, rối loạn tuần hoàn, giòn mao mạch,... Đặc biệt, hiện nay tỉ lệ người có nguy
cơ mắc và mắc các bệnh này ngày càng gia tăng. Do đó các thực phẩm bảo vệ sức khỏe được
sản xuất từ Hoa Hòe ngày càng nhiều trên thị trường. Nguồn nguyên liệu sử dụng là dược liệu
hoặc cao chiết cồn, cao chiết nước từ dược liệu Hoa Hòe. Tuy nhiên hiện nay các loại cao được
chiết xuất từ dược liệu Hoa Hòe còn chưa được chuẩn hóa. Đã có một số phương pháp được
công bố cho việc xác định hàm lượng Rutin như phương pháp quang phổ hấp thụ UV-Vis [2,6],
phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao [3,4,5,8], sắc ký lỏng khối phổ [7]. Trong đó phương
pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao là phổ biến nhất bởi có độ nhạy, độ chính xác cao, phù hợp với
điều kiện của nhiều phòng thí nghiệm. Do đó nhóm nghiên cứu tiến hành thực nghiệm khảo sát
hàm lượng Rutin trong một số mẫu cao dược liệu Hoa Hòe (cao được chiết bằng các dung môi
hoặc tỷ lệ dung môi khác nhau) bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.
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2. THỰC NGHIỆM

2.1. Thiết bị, dụng cụ và hóa chất

2.1.1. Thiết bị và dụng cụ
Đã được hiệu chuẩn theo ISO/IEC 17025 và GLP, gồm: 

- Thiết bị: Hệ thống sắc ký lỏng Shimadzu - LC - 2030C 3D Plus (Nhật) với detector UV- Vis.

- Cân phân tích Sartorius CP224S, độ chính xác d = 0,1 mg.

- Máy lắc siêu âm.

- Các dụng cụ thủy tinh cần thiết.

2.1.2. Hóa chất, chất chuẩn
- Chất chuẩn: Chuẩn đối chiếu Rutin của Viện Kiểm nghiệm Thuốc TW.

- Dung môi, hóa chất: Methanol, acid acetic đạt tiêu chuẩn tinh khiết dùng cho phân tích hoặc
cho HPLC.

2.2. Mẫu nghiên cứu

- Mẫu thử: Cao khô được chiết từ dược liệu Hoa Hòe (có hàm lượng rutin là 22,7%) bằng các
loại dung môi khác nhau. Gồm: Cao khô Hoa Hòe chiết bằng nước (10 : 1); Cao khô Hoa Hòe chiết
bằng cồn 70% (2 : 1); Cao khô Hoa Hòe chiết bằng cồn 30% (2 : 1).

- Mẫu trắng: Methanol.

2.3. Phương pháp nghiên cứu

2.3.1. Điều kiện sắc ký
- Cột sắc ký: Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm; 5µm);

- Nhiệt độ cột: 40oC;

- Pha động: Methanol - Dung dịch acid acetic 1% (40:60, v/v);

- Tốc độ dòng: 1,0ml/phút;

- Detector: UV- Vis 257 nm;

- Thể tích tiêm: 10 µl.

2.3.2. Chuẩn bị các dung dịch chuẩn và thử
- Dung dịch chuẩn: Pha chuẩn rutin trong methanol được dãy chuẩn có khoảng nồng độ làm

việc: 5µg/ml; 50µg/ml; 100µg/ml; 200µg/ml; 300µg/ml. Lọc qua màng lọc 0,45 µm.

- Dung dịch thử: Cân chính xác khoảng 0,15 g mẫu thử, cho vào bình định mức 50 ml. Thêm
khoảng 30 ml methanol, rung siêu âm trong 15 phút, thêm methanol vừa đủ đến vạch, lắc đều. Hút
chính xác 2,0 ml dịch lọc vào bình định mức 10 ml, thêm methanol vừa đủ đến vạch lắc đều. Lọc
qua màng lọc 0,45 µm.

2.3.3. Phương pháp tính kết quả
Xác định nồng độ Rutin có trong các mẫu thử dựa vào diện tích pic của Rutin thu được từ sắc

đồ của mẫu thử và đường chuẩn biểu thị mối tương quan giữa nồng độ rutin có trong các mẫu chuẩn
với diện tích pic tương ứng của mẫu chuẩn.

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN

3.1. Độ đặc hiệu

Tiến hành phân tích các mẫu trắng và mẫu đối chiếu chứa rutin theo phương pháp đã xây dựng
và ghi lại sắc đồ (Hình 1, 2).
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Hình 1. Sắc ký đồ mẫu trắng                  Hình 2. Sắc ký đồ mẫu chuẩn
Trên sắc ký đồ (SKĐ) của mẫu đối chiếu (Hình 2) xuất hiện pic tại các thời điểm 7,8 phút của

Rutin. SKĐ của mẫu trắng (Hình 1) không xuất hiện pic tại thời điểm trên. Do vậy, phương pháp
phân tích có độ đặc hiệu chọn lọc với rutin để phân tích các chất này trong chế phẩm.

3.2. Độ tuyến tính

Phân tích các mẫu chuẩn có chứa rutin nồng độ khoảng 5 µg/ml đến 300 µg/ml theo quy trình
đã xây dựng. Xác định sự tương quan giữa nồng độ Rutin có trong mẫu và diện tích pic tương ứng
thu được trên SKĐ bằng phương pháp hồi qui tuyến tính. Kết quả xác định mối tương quan này
được trình bày ở Hình 3.

Bảng 1. Kết quả thẩm định khoảng tuyến tính của phương pháp

Hình 3. Đồ thị khảo sát sự tương quan tuyến tính giữa nồng độ và diện tích pic của rutin
Kết quả cho thấy trong khoảng nồng độ từ 4,97 µg/ml đến 298,47 µg/ml có sự tương quan tuyến

tính giữa nồng độ và diện tích pic với hệ số tương quan R = 1. Nồng độ Rutin xác định từ đường
chuẩn so với nồng độ lý thuyết đều nằm trong giới hạn cho phép (80% - 120%).

3.3. Giới hạn định lượng (LOQ)

Pha loãng dần dung dịch chuẩn Rutin ở mục 2.3.2 đến nồng độ thấp nhất sao cho khi tiêm vào
hệ thống sắc ký, tín hiệu thu được cao gấp 10 lần so với nhiễu đường nền và có độ đúng, độ lặp lại
đạt yêu cầu để định lượng. Giới hạn định lượng của rutin là 0,205 µg/ml.

3.4. Độ đúng và độ lặp lại

Tiến hành đánh giá độ đúng, độ lặp lại của phương pháp trên mẫu tự tạo (thêm chuẩn Rutin vào
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nền mẫu placebo) và xử lý theo quy trình phân tích để dung dịch cuối cùng có nồng độ rutin ở 3 mức
là 50 µg/ml; 100 µg/ml và 200 µg/ml. Mỗi mức nồng độ làm 03 mẫu. Xác định hàm lượng Rutin có
trong các mẫu bằng đường chuẩn phân tích trong cùng điều kiện. Độ đúng của phương pháp là tỷ lệ %
giữa nồng độ xác định được so với nồng độ lý thuyết. Độ lặp lại của phương pháp được biểu thị bằng
giá trị RSD%. Kết quả xác định độ đúng, độ lặp lại của phương pháp được trình bày ở Bảng 2.

Bảng 2. Kết quả thẩm định độ đúng, độ lặp lại

Kết quả thẩm định cho thấy ở các mức nồng độ thấp, trung bình và cao, phương pháp có độ
đúng xấp xỉ 100%; độ lặp lại trong ngày và khác ngày với giá trị RSD nhỏ.

3.5. Khoảng xác định

Từ kết quả độ tuyến tính, độ đúng, độ chính xác của phương pháp, khoảng xác định của phương
pháp đối với rutin từ 4,97 µg/ml đến 298,47 µg/ml.

3.6. Kết quả phân tích mẫu thực tế

Sử dụng phương pháp đã xây dựng để xác định hàm lượng của Rutin trong 03 mẫu cao khô
Hoa Hòe chiết bằng nước (10 : 1); 03 mẫu cao khô Hoa Hòe chiết bằng cồn 70% (2 : 1); 03 mẫu cao
khô Hoa Hòe chiết bằng cồn 30% (2 : 1). Kết quả phân tích được trình bày ở Bảng 3.

Bảng 3. Hàm lượng Rutin (%) trong chế phẩm

Cao khô dược liệu Hoa Hòe chiết bằng nước (10: 1) hàm lượng rutin đạt từ 30,77% đến
38,67%.

Cao khô dược liệu Hoa Hòe chiết bằng cồn 30% (2: 1) hàm lượng rutin đạt từ 30,14% đến
30,74%.

Cao khô dược liệu Hoa Hòe chiết bằng cồn 70% (2: 1) hàm lượng rutin đạt từ 36,32% đến
37,33%.

Kết quả phân tích cho thấy phương pháp có độ chọn lọc và độ tin cậy, phù hợp để ứng dụng
trong công tác tiêu chuẩn hóa các mẫu cao dược liệu Hoa Hòe.

4. KẾT LUẬN

Nghiên cứu đã xây dựng được phương pháp định lượng Rutin trong các mẫu cao dược liệu Hoa
Hòe bằng phương pháp HPLC. Quy trình xử lý mẫu đơn giản bằng cách hòa tan trong methanol;
điều kiện sắc ký: cột sắc ký C18 (150 x 4,6 mm; 5 µm), detector UV 257 nm, pha động methanol-
acid acetic 1% (40:60, v/v), tốc độ dòng 1,0 ml/phút, thể tích tiêm mẫu 10 µl. Kết quả thẩm định
cho thấy, phương pháp có giá trị giới hạn định lượng nhỏ (0,205 µg/ml); khoảng tuyến tính rộng (từ
4,97 µg/ml đến 298,47 µg/ml); độ đúng dao độngtrong khoảng 99,87% - 102,30%; độ lặp lại với

Rutin

DD1 (49,75 g/ml) DD2 (99,49 g/ml) DD3 (198,98 g/ml) 

 thu h i (%) 99,87 99,93 102,30 

 l p l i (RSD %) 0,27 0,52 0,18 

Trung bình 100,7% (RSD = 1,38%) 

M u Cao chi t n c Cao chi t c n 70% Cao chi t c n 30% 

1 30,77% 37,33% 30,40% 

2 37,87% 36,32% 30,14% 

3 38,67% 37,07% 30,74% 
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giá trị RSD% nhỏ (0,44% - 1,44%), đáp ứng yêu cầu đối với phương pháp phân tích hóa học theo
AOAC. Phương pháp đã thẩm định có thể ứng dụng định lượng rutin trong các cao dược liệu Hoa
Hòe. Kết quả này là thông tin hữu ích để các cơ sở sản xuất tham khảo áp dụng chuẩn hóa bán thành
phẩm cao dược liệu Hoa Hòe.
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Summary
DETERMINATION OF RUTIN CONTENT IN SOPHORA JAPONIA L. EXTRACTS

USED AS RAW MATERIAL IN SUPPLEMENTS BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Nguyen Thanh Dat, Nguyen Thi Hong Hanh, Dam Thi Thu, Chu Thi Thuy,
Hoang Thi Nuong
Hanoi Drugs, Cosmetics, Food Quality Control Center

An HPLC-UV method was proposed in order to determine Rutin in Sophora japonica L.
extract samples (3 samples extracted with 30% ethanol, 3 samples extracted with 70% ethanol
and 3 samples extracted with water). The chromatographic conditions were: Agilent Zorbax
Eclipse XDB C18 Column (150 x 4.6 mm, 5 µm); UV-Vis detector (257 nm); mobile phase: a
mixture of methanol and 1% acetic acid solution (40:60, v/v). The linear range was of 4.97 -
298.47µg/mL; the LOQ was of 0.205 µg/mL and the accuracy was within 99.87% - 102.3%. The
method was proved to be suitable for the determination of Rutin in Sophora japonica L. extracts.
Rutin content in samples varied from 30.14% to 38.67%.

Keyword: Sophora japonica L. extracts,HPLC, Rutin.


