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HPLC fingerprint analysis and pattern recognition of Spatholobus suberectus
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Abstract: Objective To establish an HPLC method for the fingerprint analysis of Spatholobus suberectus, so as to provide evidence
for the quality control of it. Methods Separation was performed on a ZORBAX SB-Cg column (150 mm x 4.6 mm, 5 um) and the
mobile phase was acetonitrile-0.2% phosphoric acid with gradient elution. The flow rate was 1 m/min and the wavelength was 260 nm.
The column temperature was 30 ‘C. The cluster analysis (CA) and principal component analysis (PCA) were applied to studying the
HPLC fingerprint and chemical pattern recognition. Results The HPLC fingerprint of S. suberectus has been established with 35
common peaks, and six of common peaks were identified. The values of similarity evaluation mostly agreed with the result of CA and
PCA. Conclusion The application of HPLC combined with CA and PCA could quickly and objectively evaluate the quality of S.
suberectus from different regions.
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Table 1 Spatholobus suberectus and its counterfeits
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Table 2 Gradient elution program
t/min A% B/%

0 3 97
10 10 90
18 10 90
50 20 80
100 45 55
120 85 15
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Fig. 1 HPLC fingerprint chromatograms of Spatholobus

suberectus (A) and its counterfeits (B)
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Fig.2 Common pattern of HPLC fingerprint chromatogram of S. suberectus
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Table 3 Relative peak areas of common peaks for 17 batches of samples

XTI AR

JeAy g
SI 82 S3 'S4 S5 S6 87 S8 S9 S10 SII S12 SI13 Si4 S15 S16 S17 ¥{H RSD/%
1 0.95 041 101 090 059 0.74 1.01 0.62 1.08 1.02 134 072 086 1.09 0.75 153 098 0.92 29.79
2 0.11 0.05 0.11 0.04 0.06 0.04 0.12 013 0.08 0.07 0.15 0.06 0.08 0.07 0.05 0.12 0.07 0.08 39.71
3 0.12 0.04 0.10 0.12 006 0.10 0.16 0.11 0.18 0.18 024 013 0.12 011 0.08 0.19 0.11 0.13 3934
4 0.18 0.08 0.17 0.15 0.13 0.10 0.16 0.15 025 025 030 020 027 027 0.13 028 020 0.19 3507
5 0.55 023 041 0.3 007 0.04 007 023 030 035 0.13 062 0.11 0.14 013 0.15 033 024 72.48
6 0.16 012 025 026 022 0.17 028 0.18 036 0.13 033 038 040 038 026 030 020 026 3504
7 145 141 186 1.02 039 046 127 100 1.63 136 201 2.63 085 132 096 207 136 135 4234
8 0.35 033 049 0.79 035 0.58 068 033 057 037 1.08 087 091 088 059 1.15 043 0.63 42.84
9 0.05 0.08 0.14 021 012 0.12 022 0.07 0.13 0.10 0.14 056 024 033 020 0.12 0.16 0.18 69.58
10 0.39 021 041 066 021 0.58 040 025 053 053 047 079 153 086 0.66 0.57 061 0.57 54.34
11 046 036 046 087 026 026 067 038 036 031 095 088 056 058 035 1.02 052 0.54 4570
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SI 82 S3 sS4 S5 S6 S7 S8 S9 810 SII SI12 S13 S14 SI5 Sl6 SI17 ¥{H RSD/%
12 043 026 064 2.03 0.63 047 081 043 090 0.63 058 139 1.57 1.51 1.13 080 1.06 090  54.21
13 036 0.13 027 0.16 0.13 022 0.14 022 025 035 0.19 027 020 020 0.13 0.18 025 021 32.90
14 0.08 0.07 010 020 0.06 0.17 008 011 0.12 0.06 0.16 0.07 013 0.10 0.11 022 0.07 0.11 43.54
15 0.58 034 1.01 4.63 090 163 392 060 133 1.19 214 286 336 3.19 290 271 150 2.05  62.67
16 0.12 0.05 025 037 0.06 0.08 0.10 0.17 023 028 089 029 035 024 025 100 024 029 90.73
17 0.09 0.05 0.07 0.14 0.06 0.08 0.10 0.05 0.04 0.05 0.17 006 0.14 0.12 0.08 0.13 0.11 0.09 4349
18(S) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0
19 023 0.18 047 049 027 021 045 021 025 0.19 040 026 055 055 038 044 048 035 3755
20 0.12 0.19 0.14 0.10 0.23 0.08 061 024 0.13 025 040 0.15 022 047 0.66 049 021 028 6527
21 039 029 079 0.75 0.27 0.08 048 053 0.60 0.51 055 036 083 0.68 0.87 040 1.13 056  46.79
22 023 0.19 015 0.12 025 0.14 075 023 0.14 025 052 0.13 021 058 043 045 029 030 61.80
23 0.18 0.12 0.09 0.15 024 0.14 005 0.18 0.16 0.04 032 023 037 033 0.09 027 009 0.18 5576
24 0.16 0.14 020 0.10 0.17 0.05 042 032 0.13 0.09 045 0.13 030 043 037 0.64 0.18 025  65.06
25 035 041 030 059 097 080 0.65 062 062 024 0.70 041 098 0.71 0.82 094 031 0.61 39.70
26 052 098 036 029 0.84 052 275 081 050 031 1.09 032 051 121 134 074 058 080  74.09
27 094 031 062 024 1.06 005 013 023 024 0.05 030 089 080 248 121 0.11 055 060 102.13
28 0.17 0.12 011 0.06 0.11 0.06 030 012 0.09 0.05 026 0.14 0.18 034 029 034 0.12 017  59.01
29 0.14 0.09 0.11 0.07 0.18 0.12 021 0.17 0.08 0.15 021 0.10 020 037 031 020 027 0.17 4758
30 289 149 142 128 1.18 149 286 120 425 274 270 185 2.64 325 350 327 235 237 3933
31 0.80 039 059 0.14 1.01 0.07 020 046 029 029 021 115 085 351 138 040 107 075 107.94
32 029 037 023 040 047 041 055 035 024 021 044 029 033 1.08 0.60 0.65 027 042  50.69
33 0.10 0.05 0.06 0.07 0.04 0.12 0.08 0.08 0.09 0.09 0.10 0.06 0.06 0.12 0.06 0.10 0.05 0.08  31.85
34 0.15 0.10 0.05 0.10 o0.11 0.19 021 023 0.09 0.08 0.13 007 0.03 022 0.07 0.12 008 0.12  50.87
35 0.08 0.04 0.07 0.07 005 0.06 0.06 0.06 0.06 007 0.12 006 0.08 0.11 004 0.12 010 0.07 3477
R4 17 HAERLGIE AR BN
Table 4 Relative retention time of common peaks for 17 batches of samples
- AR (R B 1
Sl 82 $3 S4 S5 S6 §7 S8 S9 810 S S12 S13 0 S14 SIS 0 Sl6 SI7T M RSD%
1 00457 00456 0.0455 00455 0.0455 0.0459 00458 0.0458 0.0455 0.0454 00454 0.0456 0.0453 00453 0.0455 0.0455 0.0455 0.0456 0352
200643 00642 00644 0.0643 00042 00642 00644 00642 00643 00642 0.0642 0.0641 0.0642 00643 00642 0.0641 0.0641 0.0642 0.156
300738 00737 00743 0.0741 00742 00734 00739 00743 00736 00731 0.0732 00737 00734 00732 00735 00721 00721 00735 0.893
400791 00790 00794 00793 0.0794 00787 00790 0.0801 00795 00791 00790 0.0796 00815 00793 0.0793 00781 00781 0.0793  0.966
500177 00177 0.1183 01178 0.184 0.1178 01179 0.1188 0.1184 0.1180 01181 0.1187 0.1181 01181 0.1184 0.1170 0.1170 0.1180 0418
6 01768 01773 01774 0.0770 0.1775 01772 01771 0.782 01778 01776 0.1780 0.1786 01780 0.1778 0.1778 01761 01761 0.1774 0383
701936 01937 01941 0.1938 0.1941 01938 01938 0.0951 0.1943 01941 0.1942 0.1949 0.1944 0.1941 0.1941 0.1929 01929 0.1940 0290
§ 02061 02064 02065 02063 02063 02065 02062 02073 02066 02067 02066 02073 02070 02068 02065 02052 02052 02064 0.283
9 02133 02131 02134 02130 02134 02131 02132 02139 02135 02132 02133 02138 02137 02134 02132 02119 02119 02132 0252
10 02036 02630 02639 02635 02642 02635 02634 02649 02641 02639 02641 02642 02642 02642 02637 02625 02625 02637 0.240
102791 02789 02795 02799 02795 02790 02788 02806 02796 02793 02793 02802 02804 02796 02793 02779 02779 02793 0262
1203065 03062 03065 03044 03058 03051 03048 03073 03065 03063 03059 03057 03063 03054 03048 03041 03041 03056 0309
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T ARG
N 2 3 S4 S5 §6 §7 S8 89 S10 S SI2 13 Si4 SI5 Sl6 SI7 B{E  RSD%
13 03494 03493 03496 03487 03491 03485 03484 03509 03494 03492 03493 03504 03499 03491 03487 03479 03479 03492 0229
14 04383 04387 04391 04384 04374 04368 04382 04402 04387 04388 04391 04395 04400 04386 04377 04380 04380 04385 0.202
15 04573 04579 04590 04554 04559 04546 04548 04594 04577 04581 04580 04568 04577 04568 04552 04569 04569 04570 0310
16 0.7095 0.7099 0.7094 0.7084 0.7088 0.7092 0.7056 0.7105 07096 0.7094 07061 0.7068 0.7106 07091 0.7096 0.7066 07066 0.7086  0.223
17 09874 09876 09883 09884 09875 09883 09868 09881 09881 0.9883 09870 09882 09878 09878 0.9878 09873 09873 09878  0.048
18 (S) 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000  0.000
19 10310 1.0309 1.0312 1.0312 1.0308 10310 10262 1.0310 1.0306 1.0311 1.0268 10310 1.0309 10310 10309 1.0266 10266 1.0299 (.18
20 10525 10525 10526 10526 1.0525 1.0528 10525 1.0533 1.0523 10529 1.0529 10524 10525 1.0527 10527 1.0525 10525 1.0526 0.023
21 10759 10756 10760 10761 1.0756 1.0759 10755 1.0760 1.0753 1.0758 1.0709 10758 1.0754 1.0757 10756 1.0757 10757 10754 0.110
22 1.0804 1.0873 1.0875 1.0868 1.0865 1.0852 1.0876 1.0876 1.0805 1.0866 1.0876 10871 10872 1.0875 10874 1.0874 10874 1.0870 0.059
2 L3 Lo L Lut9 Lir2 Lied L3 L7 Lie9 L7 Lies L3 L7 i3 oLit2 L2 L2 L3 0029
24 11273 11272 11280 L1291 11272 L1284 11270 11279 11279 11280 11274 11275 11278 L1271 11272 11273 11273 11276  0.048
25 11594 11593 11599 11600 11595 L1595 11591 11600 11593 11598 L1597 11597 11590 11594 11593 11595 11595 11595 0.024
26 12651 12650 12659 12659 12654 12654 12649 12658 12649 12655 12656 12653 12647 12650 12651 12652 12652 12653  0.029
27 13002 13002 13011 13013 13004 13004 13002 13011 13001 13010 13010 1.3008 13000 13002 1.3002 13004 13004 1.3005 0.032
28 13956 13955 13964 13965 13958 13960 1.3953 13964 13952 13959 13958 13960 13953 13957 13954 13957 13957 13958  0.028
29 14097 14095 14105 14106 14098 14100 14099 14104 14093 14102 14104 14102 14095 14098 14095 14103 14103 14100 0.029
30 14201 14202 14209 14210 14203 14204 14200 14211 14197 14204 14204 14204 14197 14203 14199 14204 14204 14203  0.028
31 15319 15320 15327 15327 15319 15321 15316 15325 15314 15323 15322 15326 15316 15316 15317 15328 15328 15321 0.031
RY) 15636 15636 15645 1.5648 15637 15641 1.5632 15645 15631 1.5642 15638 1.5634 15635 15635 15636 1.5644 15644 1.5639  0.032
33 19621 19613 19637 19636 19628 19624 19615 19628 19610 19626 19622 19613 19612 19613 19611 1.9633 19633 19622  (.048
34 19721 19712 19737 19736 19727 19724 19715 19728 19710 19726 19721 19713 19711 19713 19710 19733 19733 19722  0.048
35 19993 19984 2.0009 2.0009 19999 19996 1.9987 2.0001 19983 19999 19994 19986 19984 19985 19982 2.0006 2.0006 19994  0.048
3 BRI F5 17 AERMBIE S ISR
3.1 B EIEaYBEIAEIEN Table 5 Similarity of common peaks for 17 batches of
KB R AT T2 (P2 EERHE R g AR E  samples
PP RGHAE) (2012 BT A, LAFRSUEIE AT . AL i s
PR, TS 17 OSSR, SRR 5. 0 0.890 Sl 0.932
GERRW], SHLUAHLEEAE 0.816~0.968, FHLEAE S3 0.912 S12 0.916
0.9 UL EHIMIZiHE T 64.70%, BLUIZIH L HAM A o 50 ot 000
LB, AHAT R T X LR 2544 AR 7 I R v A2 315, S6 0.898 S5 0.968
foc, 3. FREEAE DN E LLACRHOIN Tl i it 2 R 3R 57 0.890 S16 0.936
o . e S8 0.912 S17 0.965
R, RIUH e R ZE R 39 0.908

BES
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B A B ARPENT 17 FOX i R R4 T SR 2 M, R
P 221 J5 A, DARK FGEE B854 9 FF ft AHABLEE (01
B, SR 3. MoK EEE N 8 I, Ak 2 2K,
BESL S1. S10. S9. S3. S17. S2. S8. S6. Sll.

3.2

S16. S4. S13. S12 T h—3, FEih S5, S14. S7.
S15 RA—FK. RIEH G TR A RIEEAR—
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33 PCA

53 ) LUK I e 5 25 P 1 1 LA g () W T AR Ok AR
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Fig. 3 Hierarchical cluster analysis for 17 batches of S.

suberectus
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Table 6 Eigenvalues of correlation matrix

TRy FAEE BRE J7ZE DT/ % BPUTETTIRE %

1 8.4413 2.856 1 0.2412 0.2412
2 5.5852 1.6835 0.1596 0.400 8
3 39017 0.276 1 0.1115 0.5122
4 3.6256 0.743 0 0.103 6 0.6158
5 2.8826 0.3277 0.082 4 0.698 2
6 2.5549 03154 0.073 0 0.7712
7 2.2396 0.7497 0.064 0 0.8352
8 1.4899 0.3263 0.042 6 0.8777
9 1.1636 0.2135 0.033 2 09110

]
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Fig. 4 PCA result of S. suberectus
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