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Summary

Objective: To develop and validate a high - performance liquid chromatography (HPLC) for
simultaneous quantification of stevioside (STE) and rebaudioside A (RA) in Stevia leaves. Methods:
Samples were extracted with methanol 30%. The seperation system contained a normal phase
column Allsphere Amino (250 x 4.6mm; 5 um), a mobile phase of water: acetonitrile (20 : 80, v: v)
and UV detector at 210 nm. The method was validated according to AOAC with basic specifications:
System suitalility, seclectivity, linear range, accuracy, repeatability. Results: A simple, rapid and
reproducible normal phase HPLC method was developed for the simultaneous analysis of stevioside

and rebaudioside A in Stevia leaves cultivated in Vietnam.
Conclusion: The developed method can be applied for simultaneous quantification of STE and

RA in Stevia leaves.
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Dat van dé

Ngay nay, xu hwdng tiéu thy dwong tang cao
& cac nwdc dang phat trién c6 thé dan dén cac
van dé strc khde nhw: Béo phi, tim mach, tiéu
dwong M. Mot giai phap thay thé 1a st dung cac
chat lam ngot khéng sinh ndng lwong, trong d6
cac hop chat c6 ngudn gbc tw nhién nhw cac
steviol glycosid trong cé ngot |& nhém chét tiém
nang. Coé ngot (Stevia rebaudiana Bert.) cé
ngudn gbéc tr Nam My, cé chira cac diterpen
glycosid la chat lam ngot it calo, ngot hon
saccharose khoang 300 |an. Steviosid (STE) va
rebaudioside A (RA) la cac hop chét lam ngot
chinh dwoc quan tdm. Chung cé thé 6n dinh
ngay ca & nhiét do 1én dén 200 °C, phu hop dé
str dung cho thwc pham nau chin @. O Viét
Nam, cé ngot dwoc trong & nhidu noi va st
dung phd bién trong céng thirc cla cac ché
phdm dwoc liéu véi muc dich didu vi. Mot sé
nghién ctru da tién hanh dinh lwong steviosid
trong cay cé ngot. Tuy nhién, cac phwong phap
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st dung lai chwa hiéu qua, do cu tric cta cac
steviol glycosid twong tw nhau, khé tach
riéng trong qua trinh dinh lwong hodc can thiét
qué trinh x& ly mau phire tap. Ngoai ra, chuyén
luan cé ngot trong Duwgc dién Viét Nam V ciing
chwa c6 chi tiéu vé dinh lwong céc steviol
glycosid Pl Do d6, nghién ctvu nay duwoc tién
hanh vé&i muc dich xay dwng va thdm dinh mot
phwong phép dinh lwong déng thoi steviosid va
rebaudiosid A trong 14 ¢b ngot bang HPLC, tw
d6 wng dung danh gia ham lwgng cla hai hoat
chét nay trong |4 cé ngot tréng & Viét Nam.

Nguyén vat lieu va phwong phap
nghién clru

Nguyén vat liéu

MA&u nghién ctru: La cay cb ngot (6 thang
tudi) dwoc l4y & Huyén Hai Hau, Tinh Nam Dinh
(S1) (10/2019); Quén Nam Tt Liém, TP. Ha Noi
(S2) (11/2019); Huyén Lién Son, Tinh Hoa Binh
(S3) (12/2019); Huyén Hoai Blrc, TP. Ha Noi
(S4) (12/2019); Huyén Van Chén, Tinh Yén Bai
(85) (01/2020). Cac mau sau khi thu thap dwoc
giam dinh tén khoa hoc tai Khoa Dwoc, Trwdng
Dai hoc Pai Nam va sdy khé & 50 °C, nghién
nhd dén kich thwéc dwdi 1 mm va bao quan
trong tui PE kin, trong diéu kién phong
thi nghiém.
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Chat chuan: Steviosid dwoc cung cip bdi
Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd. (Trung
Quéc), ham lwgng 99,65% tinh theo nguyén
trang. Rebaudiosid A dwoc cung cap bdi Ak
scientific, Inc., (My), ham Ilwgng 98,06% tinh
theo nguyén trang.

Thiét bj: Hé théng HPLC JASCO (Nhat Ban)
bom PU — 4180, budng diéu nhiét: CO — 4060,
Detector UV 4070, phdn mém x& ly ChromNAV.
Céac cot sac ky gébm Allsphere NH2 (250 x
4,6 mm; 5 ym), Kinetex® C18 (150 x 4,6 mm;
5 um) va Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym).

Phwong phap dinh lwong

Dung dich thie: 1,0 g mau thir dwoc cho vao
binh nén nat mai 100 ml, thém vao binh 25 ml
hén hop nwéc - methanol (7:3), siéu Am 30 phut
trong bé&. Gan lay 16p dich chiét vao binh dinh
mrc 100 ml, I&p lai thém 3 Ian, thém hén hop
nwéc - methanol (7:3) vira du.

Dung dich chuéan géc: Hoa tan 20 mg STE
chuan va 20 mg RA chuén trong vira dd 20,0 ml
hén hop nuwéc - acetonitril (7 : 3).

Ham luwong STE va RA sé duwoc tinh theo
cbng thirc sau:

1000 = mgTE * a X 857
09STE = *

(%)

SorTE % mp x (100—x)

1000 < myp4ax b ® S7g
%RA = Sgpa X mpx (100—x) (%)

Trong do: % STE, % RA la ham lwong STE,
RA trong méu thtr (%); msre, Mgra la khéi luvong
ctia STE chuén, RA chuan (mg); St1, St2 la dién
tich pic cia STE, RA trén SKD dung dich thtr
(uV.s); Sst, Sra la dién tich pic cia STE va RA
trén SKD dung dich chuan (uV.s); m. la luvong

méu thir da céan (mg); a va b la dé ham luong
ctia STE chuén va RA chuén (%); x la do &4m
duworc liéu (%).

Diéu kién sdc ky: Dectector UV phat hién tai
bwdc séng 210 nm. Nhiét dd cot 40 °C. Thé tich
méau tiém 20 ul. Khao sat 03 diéu kién sac ky:
Diéu kién A theo Yohanes Martono va CS.
gdm cdt Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm)
véi pha déng la hén hop nuwdc - methanol
(90:10, viv, diéu chinh dén pH 3,0 v&i acid
phosphoric), acetonitril va acid acetic véi ti 1é
65:35:0,01 (v/v/v). Diéu kién B theo Vi Binh
Dwong va CS. P! gébm cot Kinetex® C18 (150 x
4.6 mm; 5 ym) va pha déng gém dung dich acid
phosphoric 0,1% trong nwé&éc va acetonitril
(67:33). Diéu kién C theo Atsuko Tada cai tién
phuong phap ctia JECFA © gdm cot Allsphere
Amino (250 x 4,6 mm; 5 ym) va pha déng gdm
hén hop nuwéc - acetonitril vai ti 18 20:80 (V/v).
Lwa chon diéu kién thich hop dé dinh lwong
ddng thoi STE va RA.

Phuwong phap HPLC lya chon duwoc tham
dinh theo hwéng dan ciia AOAC ! v& cac tiéu
chi co ban gém tinh thich hop hé thdng, do dac
hiéu, khodng tuyén tinh, d6 1&p lai, d6 dung.

Két qua nghién clru va ban luan

Khao sat diéu kién sac ky

Dung dich chudn hon hop duwgc phan tich
theo 03 diéu kién séc ky can khao sat. Két qua
duwoc thé hién trong hinh 1.
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Hinh 1. Khéo sét diéu kién séc ky

Két qua hinh 1 cho thay: Trén sac ky dé dung
dich chuan hén hop, pic STE va RA bj dinh rat
nhiéu & diéu kién A, dinh mot phan & diéu kién
B va tach ré rang, hoan toan v&i dé phan gidi Rs
= 3,7 khi tién hanh theo diéu kién C. Ngoai ra, &
diéu kién C, cac pic STE va RA dbi xirng va c6
thoi gian Iwu hop ly véi cac nghién clru Atsuko

Tada va CS. 1,

Tham dinh phwong phap dinh lwong

Dé thich hop cua hé théng

Dung dich chudn hon hop dwoc tién hanh
séac ky 6 lan theo diéu kién C. Két qua duoc
tdng hop trong bang 1.

Bang 1. Két qua kiém tra tinh thich hop hé théng

Steviosid Rebaudiosid A
STT Thoi gian Iuu (phit) D ’e(’L 3‘::) pic Thoi gian Iuu (phdt) D ’eglzcg pic
7 9,53 1919078 14,30 1841607
2 9,50 1932010 14,20 1858370
3 9,38 1904102 14,10 1855438
4 9,53 1933220 14,20 1883681
5 9,51 1968553 14,20 1911880
6 9,44 1944731 14,20 1847864
B 9,48 1933616 14,20 1866473
RSD (%) 0,6 1 05 14
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Sé liéu trong bang 1 cho thay: STE c6 thoi
gian lwu trung binh 9,48 phut, RA ¢cé thoi gian
lwu trung binh 14,2 phat. Do I&ch chuén twong
déi cha thoi gian lwu véi 2 chat déu dwéi 1,0%
va RSD cua dién tich pic dwoi 2,0%, dap tng
cac yéu cau ctia AOAC . Két qua thé hién hé
théng thich hop dé phan tich déng thoi STE va

RA theo phwong phap da xay dwng.

D6 dac hiéu

Tién hanh phan tich sac ky mau trdng, mau
chuan hén hop, mau chudn doc 1ap va mau tho
theo phwong phap da xay dwng. S dung hén
hop dung méi chiét mau lam mau trdng. Céac
sac ky d6 thu dwoc thé hién trong hinh 2.
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Hinh 2. Hinh anh séc ky dé danh gia dé déc hiéu

(A: mau tréng; B: chuédn RA; C: chudn STE; D: chuan hén hop; E: dung dich thi)

Két qua hinh 2 cho thay: STE c6 thoi gian
lwu la 9,49 phat, RA c6 thoi gian lwu khoang
14,2 phut. Trén séc ky dé mau trdng khdng xuét
hién tin hiéu pic tai cac thoi gian lwu chat phan
tich va trén sac ky dé dung dich chuan hén hop
va dung dich tht c6 tin hiéu pic cta 2 hoat chét
tai cac thdi gian lwu twong ng. Nhuw vay,
phwong phap xay dwng dam bdo tinh dac hiéu

theo yéu cau AOAC 1 co thé phat hién ding
céc chét phan tich trong diéu kién dinh lwong.

Khoang tuyén tinh

Chuén bi cac dung dich chuén hén hop & 6
ndbng d6 lan lwot la 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 mg/ml. Tién hanh sac ky theo diéu kién da
khdo sat. Két qua dwoc thé hién trong bang 2,
hinh 3 va 4.

Bang 2. Két qua khéo sat khodng tuyén tinh

STE RA
STT Néng d6 Dién tich pic Néng dé Dién tich pic
(mg/ml) (uV.s) (mg/mi) (uV.s)
1 0,10 294071 0,10 204549
2 0,20 354857 0,21 342919
3 0,51 909081 0,51 906681
4 1,02 1933616 1,03 1771607
5 1,52 2926212 1,47 2292627
6 2,00 3517033 2,11 3106452
Phwong trinh héi quy y =1782661x + 60717 y = 1463037x + 114008
R? 0,9945 0,9935
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Hinh 4. D6 thj biéu thi sw phu thuéc cua dién tich pic vao nbng do cta RA

Két qua bang 2, hinh 3, 4 cho thdy: Budng
chudn ctia STE va RA c6 hé sb R? 1an lwot 1a
0,9945 va 0,9935, dat yéu cdu quy dinh theo
AOAC " (R? 2 0,99). Trong khoang ndng do
khéo sat (0,1-2,0 mg/ml) c6 sw phu thudc tuyén
tinh ch&t ché cua tin hiéu do vao ndng do chét
phan tich. Do d6 cé thé s&r dung phwong phap
da xay dwng dé dinh lwong STE va RA c6 néng
dd nam trong khoang 0,1 - 2,0 mg/ml.

D6 dung

Chuén bi cac dung dich thtr thém chuén c6
néng do 1a 0,125; 0,25: 1,05 mg/ml déi v&i STE
va 0,5; 1,0; 1,5 mg/ml déi v&i RA (mbi mirc ndng
dé chudn bi 3 dung dich). Két qua dwoc so sanh
v6i dung dich chudn STE (1 mg/ml) va dung
dich chudn RA (1 mg/ml) c6 dién tich pic 1an
lwot 1a 1001412 va 1015052, Két qua duoc thé
hién trong bang 3 va 4.

Bang 3. Két qua thadm dinh do dung ctua STE

Z?ng dodung 4 lwvong Lwong chudn Dién tich Lwong chudn D6 thu RSD
lich thor thém P h P . N . i 0 B o
chuén (mg/ml) mau thdar (g) thém vao (mg) pic (uV.s) tim lai (mg) hoi (%) (%)
0,5204 0,60 136513 0,58 97,0
0,125 0,5211 0,60 136513 0,58 96,2 97,6 1,9
0,5207 0,60 138520 0,60 99,7
1,2053 1,00 248935 0,98 98,6
0,250 1,2039 1,00 247931 0,97 96,9 98,3 1,4
1,2021 1,00 249939 0,99 99,5
2,0014 7,98 1107059 8,03 100,6
1,050 2,0032 7,98 1111074 8,07 101,1 100,3 1,0
2,0020 7,98 1095014 7,91 99,1
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Bang 4. Két qua thédm dinh dé dung clia RA

Nong dé dung - Lwong I Lwong .
dich thi thém ";’;Z’ t’,;”d‘f’ ;’; chuén thém Zf?ut\'/c:) chuén tim f;’, ?’% TB  RSD (%)
chuan (mg/mi) vao (mg) ’ lai (mg)
0,6007 2,02 499786 1,92 95,1
0,500 0,6006 2,02 503807 1,96 96,9 96,9 1,9
0,6026 2,02 507828 2,00 98,8
1,2028 4,04 1030834 4,15 102,7
1,000 1,2029 4,04 1017766 4,02 99,4 101,0 1,6
1,2047 4,04 1022792 4,07 100,9
2,4012 3,03 1538862 3,10 102,5
1,500 2,4066 3,03 1540873 3,12 102,9 101,8 1,5
2,4044 3,03 1531826 3,03 100,1

Két qua bang 3, 4 cho thay: Do thu hdi cla
STE tr 96,2 - 101,1% va cha RA tr 95,1 -
102,9%. Cac gia tri do thu héi cia STE va RA
déu nam trong giéi han cho phép (92,0-
105,0%). D& léch chudn twong dbi do thu hdi
cia STE va RA lan luot 1a 1,0-1,9% va 1,5-
1,9%. Céac gia tri nay déu nam trong gi¢i han

phwong phap dap &ng d6 ding yéu ciu theo
quy dinh AOAC .

Do Iap lai

Mau thtr dworc phan tich I&p lai 6 1an & cung
didu kién trong mot ngay. Dung dich chudn STE
(1 mg/ml) va dung dich chuan RA (1 mg/ml) c6
dién tich pic 1an luot la 1081441 va 1007463.

cho phép (< 2,0%). Két qud thé hién Kétqua dwoc thé hién trong bang 5.
Bang 5. Két qua thédm dinh dé Iap lai
Khéi Iwong . . STE . - RA
STT méu th u’ (©) Dién tich pic Ham lwong STE Dién tich pic Ham lwgng RA

(LV.s) (%) (LVv.s) (%)
1 2,0056 305135 2,85 1028220 10,17
2 2,0003 300578 2,82 1022558 10,12
3 2,0076 309812 2,89 1018375 10,08
4 2,0049 307992 2,88 1018431 10,08
5 1,9908 295002 2,78 1045087 10,33
6 1,9990 296985 2,79 1003598 9,90
B (%) 2,82 10,11

RSD (%) 1,7 14

Két qua bang 5 cho thay: Do léch chuén
twong dbi ciia ham lwong STE va RA ¢6 trong 14
c6 ngot lan lwot 1a 1,7 va 1,4%, cac gia tri nay
nam trong gi&¢i han (< 2,0%). Vay phwong phap
xay dung dat yéu ciu vé do lap lai theo AOAC .

Dinh lwong STE va RA trong mét s6 mau
co6 ngot Viét Nam

Ap dung phwong phap da xay dwng dé dinh
lwong STE va RA trong 5 méau ¢é ngot dwoc thu
hai & cac vung khac nhau. Két qua duoc thé
hién trong bang 6.
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Bang 6. Két qua dinh luong mét sé mau cé ngot Viét Nam

x . 4.z Dién tich pic (uV.s) Ham Ilvong (%)
Mau bia diem STE RA STE RA
S1 Hai Hau, Nam Dinh 798042 3139595 2,85 10,28
S2 Nam T Liém, Ha Noi 389251 3566176 1,24 12,36
S3 Lién Son, Hoa Binh 426819 678379 1,38 2,38
S4 Hoai Blrc, Ha Noi 843829 323851 2,69 1,12
S5 Van Chén, Yén Bai 1590483 1540726 5,68 5,34

Sé liéu trong bang cho thay cac mau cé ngot
duoc tréong & cac khu vwc khac nhau cé ham
lwgng STE va RA rat khac nhau. Mau S1 va
mau S2 cho ham lwogng RA cao hon ca la
10,28% va 12,36%, trong khi mau S4 c6 ham
lwong RA thap nhét dat 1,12%. Twong tw, ham
lwgng STE cling dao déng trong khoang tir 1,38
dén 5,68%. Két qua cho thdy c6 suw khac biét
dang ké vé ham lwong STE va RA trong duoc
liéu, diéu nay goi y viéc kiém soat chat lwong
dwoc lieu can dwoc chu trong hon, dac biét
trong viéc lwa chon nguén nguyén liéu san xuat
STE va RA.

Két luan

Nghién ciru da mét xady dwng phwong phap
HPLC don gian, nhanh, tin cay cho phép dinh
lwong déng thoi steviosid va rebaudiosid trong
l& cé ngot va da (rng dung dé dinh lwong mot s6
mau cd ngot Viét Nam. Ham lwong STE trong la
cb ngot tr 1,38 dén 5,68%, ham lvong RA ti
1,12 dén 12,36% tinh theo khéi lwvong dwoc liéu
kho kiét.
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