Chuwong 1:

PHUONG PHAP
CHIET TACH

HOP CHAT TU NHIEN



PAI CUONG

Khéi niém vé HCTN:

Chat bien dwéng thir cap

Cé trong lwong phan tie nhé

Co thé can thiét hay khong can thiét cho sw song
cua SV

Gom nhiéu hop chat va dwoc sap xép thanh nhirng

nhom khac nhau



Cac nhom chat trao doi thir cap:

4 Alkaloid
#+ Quinonoid
+ Steroid
+ Terpenoid
+ Flavonoid

4+ Glycosid...



Alkaloid

« Alkaloid that: cé tinh base, chtra N trong vong di hoan,

thwong dwoc sinh tong hop tir Aa

* Protoalkaloid: Ia nhirng amin don gian, nguyén twe N

khéng c6 trong vong di hoan, dwoc tong hop tir cac Aa

- Gia-alkaloid: khéng bat nguon tir Aa, bao gom hai nhém

hc I&n la alkaloid steroid va alkaloid terpenoid



Terpenoid

 La dan xuat cua isopren
» Coéng thirc tong quat (CsHg),, v&in 22
- Dwa vao so don vi isopren:

— Monoterpen
— Sesquiterpen
— Diterpen

— Triterpen

— Polyterpen...



Flavonoid

- Hop chat mau phenol TV
 Phan I&n ¢c6 mau vang

+ CO6 cau truc co ban 1,3-diphenylpropan



Glycosid

- Cau trac héa hoc gom 2 phan:

— Phan dwong: D-Glucose, D-Galactose, D-Xylose,

L- Arabinose, acid glucuronic...

— Phan aglycon: monoterpen, polyphenol,

flavonoid, alkaloid....



Hop chat phenol

. Cau tric c6 vong benzen mang mét hay

nhiéu nhém chdéc - OH

e Tannin



2. Khai niém vé phwong phap tach — chiet:

« Cac phwong phap tach:

—Tach hon hop khéng dong nhat:
« Phwong phap loc, ly tam ( hén dich)
- Phwong phap thay déi t° C hay pH, ly tam lang

gan ( nhi twong )

—Tach hén hop dong nhat:
- Phwong phap chia cat pha
- Phwong phap chuyén pha
- Phwong phap bién déi trang thai



Phwong phap loc

 Chat liéu dung dé loc:
— Chat vo co: SiO, , amiang, thay tinh

— Chat hiru co': cellulose, mang polymer

« Ky thuat loc:
— Loc & ap suat thudng

— Loc & ap suat giam



Phwong phap ly tam

« Toc d6 lang phu thudc vao lwc ly tdm F
F =412 n? mR

n : s6 vong quay trong 1 phut
m : khoi lwong tiéu phan chat két taa

R : ban kinh vong quay



Phwong phap chia cat pha
« Tach hon hop ran:
— Lang dai
— Chon loc co’ hoc
« Tach hon hop 16ng:
— Loai bét dung méi bang cach cé dac, bay hoi
— Giam kha nang hoa tan cua dung moi
- Thay doi nhiét dé
- Thém chat Idng vao dung dich

« Thém chat ran



Phwong phap chuyén pha

- Phwong phap tham thau: chét tan chuyén tir pha A
sang pha B, nhwng pha A va pha B cé thé hoa tan vao
nhau nén can c6 mét mang ngian cach giira 2 pha -

mang tham thau

- Phwong phap tham tich: 1a sw thAm thiu dic biét
trong trieo'ng hop mang phan cach cho cac phan tr nhé

va trung binh di qua, chi giilr lai cac phan tw Iéon



« Phwong phap chiét:

— Chiét 16ng — 16ng:
« Chiét don
- Chiét lap
- Chiét ngwoc dong

— Chiét 16ng - ran:
- Dung pha ran dé chiét l1ay cac chat tir 1 pha Iéng
- Dung pha léng dé chiét lay cac chat tir mau phan

tich 1a pha ran

— Chiet pha ran
— Cac ky thuat chiét m&i: chiét mang va chiét pha

ran in dau phan t



3. Muc dich cta viéc chiét tach HCTN:

Khao sat thanh phan héa hoc cua 1 loai thwec vat va

nghién ctru hoat tinh sinh hoc cua chung

Khao sat sau hon vé hoat tinh sinh hoc ciia 1 HCTN da

biét ré cau trac héa hoc
Tim hiéu sw sinh tong hop ciia HCTN can nghién ciru

Tim hiéu sw khac biét cia cac chat trao doi thir cap
dwoc san sinh ra tir cing 1 nguén tw nhién nhwng

khéng cung diéu kién sinh thai



4. Qua trinh khao sat héa - thuwc vat cua moét
loai cay:

Lwa chon mau cay can khao sat

Xac dinh tén khoa hoc ciia mau cay

Xt ly mau sau khi thu hai

Dung méi dé chiét tach hop chat ra khéi mau cay

Lwa chon quy trinh dé chiét tach hop chat ra khéi mau
cay



1.1 / Lwa chon mau cady can khao sét:

Lwa chon nghién ctru trén 1 loai cay cua 1 ho cay tuy

vao muc dich can nghién ciru

Chu y théng tin vé héa —thwc vat, diac diém thwc vat,

hoat tinh sinh hoc ctia hop chat cu thé ...

Théng tin tr Chemical Abstracts, tr cac vung dia

phwong, cac quoc gia...

Thu thap mau cay



1.2 /| Xac dinh tén khoa hoc ctiia mau ciy

 Dwa vao phwong phap phan loai TV

« Tén khoa hoc :

Cocos nucifera L.,( Aracaceae)



1.3 / Xt Iy mau sau khi thu hai

Rlra sach vé&i nwéc, dé rao, 1am kho tw nhién
o - .

B Trudng hop khao sat mau khd: nén sac nhuyén khi

cay con twoi, rai ra phoi khé & nhiét dd phong hay say

trong 16 say & 60 — 80° C, sau dé xay nghién thanh bét.

% Can chi y xem méu c6 chira nhitng hop chét cé tinh
thang hoa ( hop chat quinon) hay khéng vi cé thé khién
cho viéc khdo sat thanh phan héa hoc ctia mau céay

khéng chinh xac



B Truwong hop khao sat mau twei: cat nhuyén

cdy va ngam vao dung mdi chiét tach de
tranh qua trinh Ién men hoac phan rng héa

hoc

B Muon khao séat tinh dau cua cdy: nén tién

hanh viéc 16i cuon hoi nwéc trén mau cay

twoi dé tranh that thoat tinh dau



B Truedng hop mét so6 loai cidy trong qua trinh

ton triv c6 mat di mot s6 cau phan: lay mot

lwong nhd mau cay twoi, tdn chiét véi dung

moi phu hop thu dung dich.

Dung dich nay dwoc sac ky I&p mong va lwu
gilv két qua dé lam tai liéu déi chirng cho

nhirng nghién clru sau nay trén cay



1.4./ Dung moi dé chiét tach hop chat ra khoi
mau cay:

—Nguyén tac tong quat: lwa chon dung méi

va quy trinh phu hop dé chiét tach hop chat
ra khéi mau cay, diéu nay phu thudéc vao
dac tinh cta chat trao doéi thir cap cé trong

mau cay khao sat can chiét tach



- Chiét cac hop chat lan lwot bang cac
dung mdi ¢6 tinh phan cwc ting dan ( dwa

vao E?, dd nhét hay hang so6 dién méi...)

. Chiét mét 1an lay tat ca cac hop chat bang

cach sy dung dung moi methanol.



 Chon dung méi phai cé ,
khdong doc, khéng qua dé chay, hoa tan
dwoc hop chat can khao sat va sau khi
chiét tach xong, dung méi doé cé thé

dworc loai bé dé dang



 Thwong sy dung cac dung moi khong hoa tan
trong nwédc nhw cac hydrocarbon ( hexan,
toluen), alcol (butanol), ceton ( metyl etyl

ceton), acetat (butyl, etyl), cloroform, clorua

metylen.

- Sau khi chiét, dung méi dwoc thu hoi bang

may co6 chan khéng & t °C = 30 — 40°C



Do phan cwc cua dung moi

» Dung mdi khéng phan cwce: ether dau hda, xang,

hexan, heptan, benzen, toluen...

‘Dung méi phan cwec yéu va vira: chloroform,

aceton, ethylacetat...

‘Dung moi phan cwc manh: nwéc, glycerin,

methanol, ethanol, isopropanaol,...



D6 nhét va sirec cing bé mit ciia dung

moi

Hexan 0,31 Hexan 1,11

Aceton 0,32 Ethanol 22,03
Chloroform 0,57 Propanol 22,90
Methanol 0,60 Methanol 22,99
Benzen 0,65 Aceton 23,70
Dicloethan 0,89 Chloroform 27,70
Nwéc 1,00 Benzen 28,87
Ethalnol 1,20 Dicloethan 32,20
Propanol 2,23 Nwéc 72,75




— Thu hoéi dung mdi cho cao chiét thd, cao nay cé
thé & dang khé, dang déo sét hay dang dau

sét... tuy thudc vao cac cau tir cé trong cao.

— Cao can loai bé hét dung méi con soét lai dé

tranh cac phan trng phu c6 thé cé



1.5 /Lwa chon quy trinh dé chiét tach hop chat ra
khéi mau cay

al Chiét hop chat hiru co’ cé trong lwong phéan tiy

nhd, cé tinh than dau (lyophilic): so do 1

b/ Chiét hop chat hivu co’ trong lwong phan t
nhé, ¢é tinh ai nwéc ( hydrophilic): so do 2

Nguyén tac chung: “ cdc chat giong nhau sé hoa
tan nhau ”



So dd 1: So dd tdng quat diu ch& cac loai cao co 4 phan cuc khac nhau tir nguyén lidu cay
ban ddu, vdi muc dich cd 1ap cac hgp chat co tinh ai dau

l Botcay ’

- Chiét kiét v4i eter dau hoa
- Loc, thu héi dung mdi

\

Y
(Cao eter dau héa ( Bot ciy con l:_gij

(Chia hgp chat c6 - Chi€t kiét véi cloroform
tinh phén cyc kém) {- Loc, thu hdi dung méi

[ Cao cloroform ) [ Bot cdy con lai )

(Chita hgp chit c6 - Chi€t kiét véi etyl acetat
tinh phén cyc trung binh) - Loc, thu héi dung moi

[Caoetyl acetat ) [Bétcﬁy con lai )

(Chita hgp chit co - Chi€t kiét véi metanol
tinh phan cuc khd) hodc butanol
}- Loc, thu héi dung moi
1

(Chita hop chitcé [ Caometanol | (1 Botcay conlai |

tinh phan cyc manh) (hodc butanol) - Chiét v6i nuéc
Ghi chi: Tdy muc dich ; §reaRt i nOlidung'mby
chiét, c6 thé bé qua mé (Chita hgp chit ¢ Y Y

vai phin doan tinh phan cuc manh) ( Cao UUGC] L BG4t con lat bd J




So d6 2: So dd t6ng quat cd 13p cac hgp chat cd tinh than nudc — trong lwgng phén tlr nho

(Phé’m vat sinh h(_)cj (tudi hodc-ddng lanh bing nitd 16ng)

- Chiét kiét véi nudc hoic dung dich dém hoic metanol...
- Loc, thu hdi dung moi & chan khong hodc déng ¢ chin khong

(Dung dich dam dic)

- Siéu loc hodc sdc ky gel

l

Phin doan chita hgp chit Phéin doan chita hgp
c¢6 trong lugng phan tif nho chat dai phan ti

- Loai mudi (n€u chiét bing dung dich dém)
- Chiét pha rin (nhua XAD; C18; polyamid...)
- Hodc chi€t véi dung méi phdn cyc (butanol, alcol amyl...)

Hop chit ¢6 tinh

phan cuc trung binh
- Sdc k§ véi mbi trudng phin cuc
(Sephadex LH-20...)




CAC KY THUAT CHIET TACH

. Ky thuét chiét léng - léng
. Ky thuat chiét ran - long
. Ky thuat chiét pha ran

. M@t so thu thuat khi chiét tach



KY THUAT CHIET LONG - LONG

> Nguyén tac can ban cua sw chiét léng - I1édng I3

sw phan bo cia mét chat tan vao hai pha Idng va hai

pha léng nay khéng hoa tan vao nhau

> Hé so phan bo K: cho biét kha nang hoa tan caa chét

tan doi v&i hai pha Iéng tai thei diém can bang

(Cg, Ca lan lwot 1a ndng d6 chat tan trong pha B va A)



K

K 1 mét hang s & mot nhiét dd nhat dinh
va trong nhirng diéu kién ly twéng

K dac trwng cho mét chat tan va mét cap
dung moi xac dinh

K phu thudc vao nhiét do, ap suat, tinh

chat cua chat tan va dung moi

K cang I&n, qua trinh chiét cang hiéu qua



> Hé s6 phan bo biéu kién Kp ( hé s6 phan
chia D)

K, = ZCg /ZC,

2Cg2C,la tdbng ndng dd cac dang khac nhau
cla chat tan trong dung méi B va A

Kp khéng bat budc phai l1a hang sé

Kp phu thudc vao pH



» Cac tiéu chuan dé Iwa chon dung méi:

Hiéu qua phan bo Ié&n

Hé so phan tach Ién

Ty trong va dd nhot tot dé bao dam sw phan
|&p va can bang pha xay ra nhanh

Kha nang hoa tan chat bi chiét I&n nhwng

hoa tan moi trwro'ng bé



Strc cang bé mét thap
Khong doc va khé chay
Bén khi str dung

Khdéng an moén trang thiét bi

Dé kiém va ré tién



> Ap dung:

Chiéet hop chat can quan tam ra khéi dung
dich ban dau

Phan chia cao alcol thé ban dau cé chira
nhiéu loai hop chat tir khong phan cuc
dén rat phan cwc thanh nhirng phan doan

co tinh phan cwc khac nhau



Pha hitu co I ’
\ (chira hdp chat I
tan tot vao pha * 9
hitu ¢d) Vé cla Vét clia i
pha hitu :
* Pha nuéc Pha mile—~. 1 eg 2
(chifa cao alcol ghdnin 42 > daini
ba dhu) Sit dung sic ky Sau khi gidi i bn
inh I6p mdng d€ theo ~ mong, biét dung méi
ﬁo I6ng d6i qud tinh chiét  0a chiét dude hai chi

A

Ky thuét chiét 1ong~Idng (Partition)



— Cac phwong phéap chiét 16ng-1é6ng:

- Chiét don : chiét bang binh chiét mét

lan tir mét mau, thwérng cho hiéu suat

chiét thap



 Chiét lap : dung méi lién tuc di qua mau

chiét hay chiét nhiéu lan.
Hiéu suat chiét cao hon chiét don
nhwng ton dung méi, théi gian va céng

srC



.+ Chiét ngwoc dong: dung mdi chiet va

mau chiéet di ngwoc chiéu nhau. Pay Ia
qua trinh hai pha lién tuc tiép xuc
nhau, pha trén vao nhau va di chuyén

ngwoc chiéu nhau.

Hiéu suat chiét rat cao.



KY THUAT CHIET RAN - LONG

KT chiet ngam kiét

+ KT chiét ngam dam

KT chiét bang may Soxhlet

KT chiét bang may chiet Kumagawa
KT chiét bang 16i cuon hoi nwéc

- Chiét bang chat 16ng siéu t&i han



KT chiét ngam kiét ( percolation)

\
< ; Dung méi tinh khiét
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Dung dich chiét

Hinh 5: Ky thuat chiét ngam kiét (Percolation)
(Van téc dung mdi chay vao binh chira bt cay bing van téc dung mdi chay ra)



- Thiéet bi hoi phtrc tap nhwng hiéu qua lai cao va it ton
céng hon so v&i KT chiet ngam dam vi day la qua trinh
chiét lién tuc, dung méi trong binh ngam kiét da bao
héa mau chat sé dworc lién tuc thay thé bang dung méi
tinh khiét

. Kiém tra viéc chiét kiet mau bot cay bang sac ky lép
méng hodc nhé mét giot dung dich chiét 1én tam kiéng
sach, dé béc hoi va xem cé con vét gi trén mat kiéng

hay khéng, néu khéng con vét 1a da chiét kiét.



KT chiét ngam dam (maceration)

Gidy loc

Phéu thily tinh

Dung dich
chiét qua loc

Hinh 6: Ky thudt chiét ngam ddm (Maceration)



- Twong tw ky thuat chiét ngam kiét nhwng

khéng doi héi thiét bi phire tap

e C6 thé dé dang thao tac v&i moét lwong Ion
mau cay

 Quy tac chiét la chiét nhiéu l1an, moi 1an mét it

lwong dung moi



KT chiet bang may Soxhlet




. Tiet kiém dung méi, khong ton cdéng loc va
cham dung méi méi nhw cac KT khac, hop chat

dwoc chiét kiét.

- Lwong bdét cady can chiét thwong it do kich
thwéc ciia may Soxhlet va trong qua trinh chiét,
cac hop chat chiét ra tir bét cay dwoc triv lai
trong binh cau A nén luén bi dun néng & nhiét
dd soéi cia dung mdi, vi thé cac hop chat kém

bén nhiét co6 thé bj hw hai.



KT chiét bang may chiét Kumagawa

N



- S&r dung may chiét Kumagawa vé&i thiét bi,
nguyén tac giong nhw may chiet Soxhlet, chi
khac & tui dwng bét ciy dwoc dat gan nguon

nhiét hon.

. Do chiét néng nén kha nang hoa tan cua dung
moéi dwoc gia ting, cé thé hoa tan tot nhirng
hop chat rat phan cwe. Tuy nhién bét cay luén
dworc ngam trong dung méi néng nén cac hop

chat kém bén nhiét cé the bi hw hai.



KT chiét bang 16i cuon heoi nwéc

ey e (11}
( Gng ngung hdi ’5{( .
k==
Tinh diu nhe %
S e hon nudc. Ong nhénh ngang |
ndi 1én trén thong nhau . ‘ LAp mibe

Lép nubec

Nudc va
bot cay

Bép dun_p |

(9 a): Ki€u Gng gan sit dung khi
tinh ddu nhe hon nudc




+ Ky thuat dic trwng dé chiét cac loai hop chat co

tinh chat bay hoi dwoc nhw tinh dau

L+ Thudng duwoc thwe hién trén mau cdy twei méi
thu hai ve

+ Tinh dau dwoc khao sat bang phwong phap sac
ky ghép khoi ph6(GC-MS) dé biét dwoc tinh dau
chira bao nhiéu cau tir, moéi cau tir chiém ti lé
phan tram la bao nhiéu so v&i toan thé tinh dau

va cau trac héa hoc ctiia méi cau tir



Chiéet bang chat long siéu t&i han
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Temperature

Pressure

Gidn dé chat 1dng siéu té&i han




Piem t&i han cia mét s6 hop chat thong

thwong
Fluid Critical Temperature (K) Critical Pressure (bar)

Carbon dioxide 3041 73.8
Ethane 3054 48.8
Ethylene 282.4 504
Propane 369.8 42.5
Propylene 364.9 46.0
Trimethoflurane 299.3 48.6
Chlorotrifluoromethane 302.0 38.7
Trichloromethane 471.2 44 .1
Ammonia 405.5 113.5
Water 647.3 221.2
Cyclohexane 553.5 40.7
n-Pentane 469.7 33.7
Toluene 591.8 41.0




St dung it dung méi, cé tinh chon loc cao cac loai hop
chat can chiét tach, thu dwoc chat chiét twong doi sach, it
lam hw hai chat can chiét ciing nhw it 1an céac loai hop chat

khac ma phan nghién ctru khéng quan tam deén.

 Phwong phap than thién véi méi trvong.

« Phwong phap phu hop véi loai hop chat nhay véi nhiét doé



Thiéet bi chuyén dung dat tien

Phwong phap nay khéng thich hop v&i mau chiét &

dang long.

Néu mau la dang gel can c¢o6 dinh mau nay trén mat chat

mang ran hay tdm mau lén to giay loc

Kho lwéng dwoc viéc chiét trén mét loai mau méi, can
phai c6 nhiéu nghién ciru méi cé thé tim dwoc cac

théng so toi wu dé chiét thanh céng



Phase Diagram of Carbon Dioxide
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> Chat lwong san pham chiét bang CO, 16ng:

- Khéng bi bién chat vi nhiét hay bi thay phan

Khdng bi mat cac thanh phan dé bay hoi
 Chira day du cac thanh phan dé bay hoi

- D6 ¢d dic rat cao. Thanh phan cua can chiét
biéu 16 day di phé thanh phan cta nguyén liéu

ban dau



Khéng c6 can dung moi

Khéng c6 muoi vé co’ va cac kim loai nang

San pham sach khéng c6 vi khuan hoat dong
Phu hop v&@i mong muodn ctia ngwdi tiéu ding
Qua trinh thwe hién chiét khéng bi chay né va an

toan



> Ap dung chung cua chiét bang CO, I6ng:

- Chiét cac nguyén liéu ran: cac dich chiét gia vi va pha ché

do uong

 Lam sach dé hoan thién san pham: dung CO, léng dé chiét
bé cafein trong hat café voi va trong ché den dé nang cao
chat lwong ctia san pham nay, loai bé m& trong bot cacao,

tach bé thudc tru sau trong mét sé6 thwc pham rau qua

. Chiét cac chat 1ong: dung CO, Iéng dé loai bé cac chat dau

tir cac dich chiet trwe tiep dau tién.
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KT chiét pha ran (SPE)

- Nquyén tac: co’ ban nhw sac ky cét.

Pay la qua trinh tdch chat phan tich tir mau
bang mdt chat ran, sau dé rira giai bang dung

moi thich hop.



Ap dung:

— Xac dinh mrc dd phan cwec cia 1 hop chat
chwa biét

—Lam dam dic 1 hop chat dang & trong 1 dd
rat loang va lwong thé tich Ion

— Co lap 1 mau HCTN can khao sat ra khoi cao
thé ban dau hay giai doan cuoi can tinh ché
mau hop chat

— Pé phan chia cao thé ban dau thanh cac phan

doan co6 tinh phan cwc khac nhau



Pé xay dwng quy trinh chiét pha ran cho chat

phan tich trong mau can thwc hién hai ndi dung

4 ) 4 )

Chon pha ran Quy trinh chiét

. J . J




1. Chon pha ran:

- Tuy thudéc vao lwong chat phan tich dé
chon ong c6 lwong pha ran va thé tich rira

giai khac nhau

« Lwong pha ran dao déng tir 50mg den 109
tPng v&i thé tich nen tir 125uL dén 20mL
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2. Quy trinh chiét:

« Xt ly cét: bang cac dung méi hoic dung dich
dém thich hop dé chuyén pha ran sang trang thai

c6 thé lwu gitr chat phan tich trong mau

« Tach chat phan tich: mau dwoc hoa tan trong
dung moi va cho qua cdt. Pha ran sé lwu giir chat

phan tich va mét so6 tap chat



« Loai tap: dung dung moi hoac dung dich
dém cho qua cot dé loai mot s6 tap chat da

dworc gitr lai trén pha ran

 Rdra giai: dung dung méi thich hop day chat
phan tich khéi pha ran. Lat dich chiét xac

dinh bang phwong phap thich hop



Cac kiéu cai tién cua SPE:

* Vi chiét pha ran: ( SPME)

— Nguyén tac: chat phan tich it

phan cwc t*r moi trwong
nwéc, tuy thudéc vao ai lwc
vé&i pha ran gitv can bang véi
mot mang bao ky nwéc trén
soi silica nung chay. Chat tao
mang pho bién nhat la poly
dimethylsiloxan PDMS.

2
|
! Kmtrong
)



- Ap dung: dung tach va dinh lwong cac chat 6

nhiém méi trwérng nwée, chu yéu la dan chat
halogen cta hydrocarbon mach thang va

vong thom.

» Ky thuat nay dang dwoc wrng dung cho
nhiéu nganh: phan tich dwoc, giam dinh

phap y, an toan thwc pham.



« Tao hé phan tan pha ran — mau th: ( MSPD)

— Nguyén tac: tron co hoc mau thir v&i pha ran

C18. Dung dung mdi chiét chat phan tich tir hon
hop tao thanh.

— Ap dung: dung MSPD dé tach chiét thudc thu y

ttr mau thwe pham nhw thit, sira. Rira giai bang
acetonitril. Pinh lwong chat phan tich bang GC
hoac HPLC



MOT SO THU THUAT KHI CHIET TACH

« Lam khé mau chit:

—Say khdé bang khi tro trong may cé quay

chan khong
— Say khé nh& binh hat am

—Bbong kho chan khong



« Sy két tinh lai
« Sy két tinh phan doan

« Sy két tinh nh& nhiét dé lanh



L’NG DUNG TRONG CHIET TACH
MOT SO HCTN

1. Phwong phap chiét tach ALKALOID
2. Phwong phap chiét taich FLAVONOID

3. Phwong phap chiéet tach GLYCOSID



Phwong phap chiét tach
Alkaloid
4 Phwong phap dinh tinh sw hién dién cua

Alkaloid trong mau cay

4 Cac thudc thir dé dinh tinh Alkaloid

#* Phuwong phap chiét tach Alkaloid bing dung
moi hiru co’
# Phwong phap chiét tach Alkaloid bang dung

dich nwéc acide



Phwong phap dinh tinh sw hién dién cua
Alkaloid trong mau cay

- Thwérng ap dung nguyén tac thir cia Webb
« GOom 2 phan thwec nghiém:
— TN1: bdt cay dwoc chiét véi dd nwéc — acid

— TN2: bdt cay dwoc chiét véi dung mdi hivu co
— kiém



Bét cay dworc chiét véi dd nwéc — acid
(dung dich nwéc 1% H,SO,)

4+ Dung dich nay chiét cac Akaloid & :
— Dang base tw do co6 tinh phan cwc manh
— Dang ttr cap N*
— Dang N-oxid
— Dang glycosid

+ Dung dich nay ciing chiét cac hop chat:
coumarin, polyphenol, purine, Aa, protein, cac
hop chat cé chira Nito-...



Bét cay dwoc chiét véi dung méi hitu co — kiém

(dung dich Prollius: cloroform:etanol:NH,OH,4; = 8:8:1)

- Dung dich nay chiét tot cac Alkaloid:

— dang base tw do co6 tinh phan cwc kem va tinh
base yéu

— cac Alkaloid c6 cau truc dac thu —C=C-N-



Ghi nhan két qua

- Két qua dwong tinh trén bot cay dwoc trinh bay
bang ky hiéu:
(')5 (+)a (++)5 (+++)

« Néu c6 thé dinh lwong thi ham lwong Alkaloid tho
tinh trén bot cay kho:
—  Thap: <0,01%
— Trung binh: 0,01 - 0,1%
-~ Cao: >0,1%



Cac thuoc thir dinh tinh Alkaloid

Thuoc thir Mayer: nhé vai giot thuoc thir vao

dd acid loidng cé chira alkaloid, néu coé
alkaloid sé xuat hién ket tia mau trang hay

vang nhat

Thudc thir Wagner: nhé vai giot thuoc thir

vao dd acid loang c6 chira alkaloid, néu cé

alkaloid sé xuat hién két tia mau nau



3. Thuodc thir Dragendorff:

. Pé dinh tinh bang 6ng nghiém: néu cé

alkaloid sé xuat hién két tia mau cam-nau

. Pé phun xit Ién tdm ban méng: néu cé

alkaloid sé cho vét mau cam-dé



Phwong phap chiét tach Alkaloid bang
dung moi hiru co’

« Nguyén tac tong quat:

Bot cidy dwoc tam véi dung dich kiem dé
chuyén déi cac alkaloid & dang mudi tr&
thanh dang base tw do; ké tiép bot cay tam
nay dwoc chiét véi mét trong cac loai dung
moéi hiru co nhw benzen, dietyl eter,

cloroform, etyl acetat...



+ Yu nhwoc diém cta phwong phap:

— Do bot cay dwoc tam véi dd kiem dé chuyén doi
cac Alkaloid & dang mudi tré thanh dang base
tw do roi chiét vé&i cloroform nén pp nay khéng
chiét dwoc cac alkaloid & dang N- oxid, dang N
tr cap, cac alkaloid glycosid va cac alkaloid loai

phan cwc manh



Bot cay

Bot da loai béo

- TAm v3i kiém dén pH = 10-12
-FChiét trong Soxhlet v&i cloroformr

1-

3 Dich chiét CHCl;

Pudi bét dung maéi

Dich CHCl3 dam dac

r

1 #)

Dich CHCI;

Dich chi&t nudc

(Chtra nhivtng hdp chat hiru
co khdc c6 trong bot cay)

-Chi€t vSi hexan hoic eter diu hda d€ loai béo

~

(300-500 ml)

-Chi€t vSi dung dich nuéc acid 2%

CE&ngalcaloid + chifc g e)

-Dung dich k{% pH= 2-3
-Tan chié&t v&i CHCl;

Dich chié€t nuSc

tDd. kiém, pH= 6-7
-Trich b&di CHCl3

[

Dich chi€t nudc

L Chiét bdi CHCl;

]
H

Dich nudc, bd

Dich CHCl;

LLam khan

Alcaloid c¢6 tinh
base manh

-Dung dich ki€ém, pH= 10-12

l

Dich CHCl;

rLam khan nudSc
+{Thu héi CHCls

Alcaloid cé tinh

Dich CHClI;

base y&u

-Thu

-Lam khan nudc b&i Na>SOy

hdi dung mbi

Alcaloid tinh base
trung binh

nudc

- Thu hdi dung médi




Phwong phap chiét tach Alkaloid bang dung
dich nwéc acid

« Nguyén tac tong quat:

— Bét cay dwoc tan chiét véi metanol va chiét
hét cac alkaloid & dang base tw do, dang

glycosid, dang tir cap N* dang N-oxid ...



« Yu nhwoc diém ctia phwong phap:

— Str dung dung mdi MeOH sé chiéet hét cac
alkaloid va ca nhirng HCHC khac nén seé
khé khan trong qua trinh tach riéng cac
alkaloid va cac HCHC



Bot cay

-Chiét véi eter dau hda dé loai béo
-Ba con lai chiét véi metanol
-Thu hoi dung méi

sl
Ba cdy, bd

<

l
Cao metanol (’phﬂa (_::ip alc_aloid t chﬁ't hitu co khéc).

FHoa vio acid acetic bang, dun 4m
-Thém nudc cit. Loc
-Chiét vdi cloroform

I

|

Dich cloroform

Dich nuge |(Chita mudi alcaloid)

(Chita nhitng hgp chat hitu cd khdc) .CO quay, dudi nudc

Cao alcaloid thd,
d dang acetat




o & @b

Cac phwong phap tach Alcaloid
dwéi dang tinh khiét

. Thang hoa

Cat phan doan

Giai phéng phan doan
Két tinh phan doan
Sac ky hap phu



Chiét xuat vinblastin tir cay

Dwa can(Catharanthus)
Cay thao

Phu Yén ( Viéet Nam )
Trong : 12, thu hoach : 5, 6, 7

Chwra khoang 70 alcaloid, chia

thanh 2 nhém: monomer va

dimer
La ch 0,7% alcaloid toan phan

Poi twong chiét xuat : than & 14



- Nam 1958, Noble va cdng sw da chiét dworc mot alkaloid tiv
la dira can la Vincaleucoblastine ( con goi la Vinblastin).
Sau dé 4 nam, Svoboda va cong sw ciing tim thém mot

alkaloid nira la Vincaleucocristin (con goi la vincristin).

- Ham lwong cac alkaloid nay trong dira can rat nhé (khoang
1 phan van trong la dira can khé doi vé&i Vinblastin con doi

v&i Vincristin thi it hon 10 1an niva ).

- Nguwéi ta thwdng dung hai alkaloid nay l1am thuoc chira

ung thw dwéi dang muoi sulfat.



« Nhan dan ta da cé bai thudc chiva bach cau cap ( bénh
mau trang) bang cach sac uong than va la cay dira can

( khoang 15 gam than la khé/ngay).

« Trén thi trwdng, thuoc Vinblastin ( con c6 tén Velban) 1a
thanh pham déc bang A thwérng déng 6ng 5-10 mg ché

pham dong khé kém theo 1 6ng dung méi.

« Vinblastin c6 tac dung trc ché sw sinh san cua cac té

bao ung thw, it anh hwéng dén hong cau va tiéu cau.

Caythuocquy.info.vn



Quy trinh chiét xuat alcaloid twr cay
vang dang Coscinium fenestratum

- Vang dang, Loong t'ron, Ko trong -
Coscinium fenestratum (Gaertn.) Colebr.,
thudc ho Tiet dé - Menispermaceae.

« M6 ta: Day leo to, thadn rong 5-7cm. La mocso § &
le, phién to dén 25cm, gan gboc 5; mau trang
mbc & mat dwéi; cubng phinh va cong & gbc, A
hoi dinh vao trong phién 14. Hoa nhé moc
thanh chum tan trén than gia. Qua hach tron,

dwong kinh ¢ 2,5cm.

« Mua hoa thang 12-3, qua thang 5.



B phan dung: Than va ré - Caulis et Radix Coscinii
Fenestrati.

Noi song va thu hai: Loai cia mién An Do, Malaixia, phan b
& Gia Lai, Kon Tum, LAm Béng va cac tinh phia Nam nwéc ta.
C6 thé thu hai than, ré quanh nam, thai nhdé phoi hodc say
kho.

Thanh phan héa hoc: Chd yéu |a berberin, saponin, than
chira berberin coé ty 1é t&i 3,5%, ceryl alcohol, hentriacontane,
sitosterol, acid palmitic va oleic, glucosid sitosterol, saponin va
vai chat nhua.

O nwdc ta trong than va ré cay co alcaloid berberin véi ty 1&

1 5- 394



Ba dworc liéu

Than ré vang dang

Nwoére cai

Ba than hoat

Nworc cai

l Xay
" . ° Dd H,SO,
Bot tho vang dang (_64%( 5:1
l Ngam 24h
” \
Dich chiét NaCl
! ' -~
l Khudy tan, dé 24h, vay
_ _ ~ Dd HCI
Berberin clorid tho <—< 0.4% >
l Rira, vay .
Con 969, —~
Berberin clorid tho than hoat _—
l Hoa tan néng, tay mau, loc
Dich loc c6n
l [ Két tinh, vay |
Berberin clorid
i | Say, dong goi

Berberin clorid dwoc dung



Phwong phap chiét tach Flavonoid

& Cac thuoc thir dinh tinh sw hién dién cua
Flavonoid

% Phwong phap tach chiét Flavonoid ra khéi cay

% Phwong phap chiét taich Flavonoid bing dung
dich acetat chi

% Phwong phap chiét tach Flavonoid bing dung
dich kiém



Cac thuoc thr dinh tinh sw hién dién caa Flavonoid

- Phan biét s bd bang heoi amoniac: dwéi anh
dén twr ngoai UVy,; va sw hién dién cua hoi
amoniac, cac flavonoid sé thay déi mau sac

 Tac dung voi H,SO,444 : cho mau tlr vang dam
dén cam den do

 Tac dung v¢i dd1%NaOH/etanol: cho mau tw
vang dén cam —-dé



Phwong phap tach chiét flavonoid ra khéi cay

= Flavonoid ndao mang nhiéu nhém metoxy —OCH,
va it nhém hydroxy —OH, cé tinh phan cwc yéu,
tan tot trong nhw: benzen,

cloroform, etyl acetat



 Flavonoid mang nhiéu nhom hydroxy, cé
tinh phan cwc manh sé héa tan tot trong
nhw aceton,

etanol, metanol, butanol, nwéec...



Phwong phap chiét tach Flavonoid bang dung dich
acetat chi

( Caochi&t ]
Hoa vao etano! 109%
{Dung dich nu’dcj

- Dung dich nuéc acetat chi 109%, khuiy déu, d€ y
~12O0¢

"

n

|
@ung dich nu’(ﬁ:)

- Hoa vao etanol 10% )
l - Thém dung dich nuéc bao hoaNa->SO,
| - Pé yén. Loc

I ]
L Taa PbSO, j [Dung dich nu’(i(,ﬁ)

Co6 quay chian khong
( Flavonoid thé ]

Sic ky cdt

(Céc flavonoid riéng réj




Phwong phap chiét tach Flavonoid bang dung dich kiém

( Cao chiét ]

- Hoa vao cloroform hoic etyl acetat
[Dung dich hiru Cd]

- Thuc hién sy chi€t 1dng - 16ng
v3i dung dich nudc kiém 5-10%

) i
<O

l,
[ﬁla hitu cd] (Pha nudc kiémj Chira cdc flavonoid & dang

O
- Acid hoa

o<
@ha nudc acid ) Chita cdc flavonoid & dang O

- Thyc hién su chi€t 1dng - 1dng O
v3i dung moi htu ¢d: cloroform, etyl acetat...

[ Pha nirdc ] (@ha huu cdj
J- L.am khan nudc vdi chat lam khan

- Pudi dung mdi

( Flavonoid ths |
Sic kycHt
[Céc flavonoid riéng ré J




Hap thu flavonoid bang than hoat tinh

+Cho than hoat tinh vao cao chiet nham hap thu

flavonoid.
+|oc lay than
+Str dung lan lwot cac dung méi hivru co’ tir phéan

cwec yéu dén phan cwec manh dé chiét cac flavonoid

co tinh phan cwc khac nhau.



Phwong phap chiét tach
Glycosid

#+ Phwong phap chiét tach Glycosid

<+ Phwong phap thuy giai cac Glycosid:
— Thay phan bang enzyme
— Thay phan bang dung dich acid
— Thay phan bang dung dich kiém



- A

Phwong phap chiét tach Glycosi

- Tan chiét vSi eter diu hda d€ loai béo |
- Tan chié€t v8i hdn hop etanol hoic metanol-nudc

: |
Eter diu hda [Dung dich nudéc alcoﬂ

(Chia didu béo, clorophyl, ) - Dung dich nuéc acetat chi 2 -5 %
ciac chat cé mau...) : - Loc, ri¥a tia vdi nudc cat. |

. 1 <l

( Dung dich nusc ) Tram hién

- Dung dich Na,SO, bio hda o
- Loc, rira tda vdi nudc cat

1
] - Tan chi€t 18ng-I8dng v&i cloroform bSO

|
[Dung dich nudc ]

l - Tan chi€t 16ng-13dng v&i etyl acetat

I
[Dung dich nuéc )

l - Tan chié€t 1dng-18ng véi butanol
|

Dung dich (Dung dich bulanol) [Dung dich etyl acclaa l Dung dich cloroformJ
s - Lam khan nuéc - Lam khan nudc - Lam khan nudc
> - Thu héi dung mébi - Thu héi dung maoi - Thu hdi dung méi

[ Polyglycosid

LF'olyglycosid ) LMonOglycosid)

Glycosid toan phan | N

- o e - e 37 a: HOp chiat glycosid ban diu
rogec A ] b: Dung dich dang trong qua
& 2 - | = et trinh thidy phan
S e 3| (SN I DSt pes) e c: Aglycon chuan (n&u cé)
a b ¢ a b c a b c
Ban dau Trong qua trinh Su thiy phan

thuy phan hoan tat



Phwong phap thuy giai cac Glycosid:

- Thay phan biang enzyme:

— Thwéong str dung enzyme 3 — glucosidase

— Theo ddi qua trinh thay phan bang sac ky I&p
mong

— Chiét 16ng — 16ng v&i dietyl eter

— Thu aglycon



 Thay phan bang dung dich acid:

—Dung dd HCI, H,SO, ... dé cat dit phan
dwéng gan vao aglycon qua nhém chirc

cua aglycon

 Thay phan bang dung dich kiém:

—Pé cat dwt cac nbéi ester hoac ndi cua
dwéng gan vao aglycon ngang qua nhém

chirc



Chiét xuat rutin tr Hoa hoe ( Sophora japonica )

« Hoe mé, hoe hoa, hoe hoa mé.

« Tén khoa hoc: Sophora japonica
L. thuéc ho canh budm
Papilionnaceae

« MO0 ta: Cay hoa hoe la mbt cay to
cao 5-6m. La kép 16ng chim |é,
moc so le. Hoa moc thanh béng,
canh bwdm mau vang trang Qua
la mét giap dai hoi cong.Gilra

cac hat qua hoi that lai.

 Mua hoa: cac thang 7,8,9.



« Thanh phan héa hoc: Trong hoa hoe cé tr 6-30%

rutin (rutozit). Trong qua ciing co rutin.

« Rutin lIa mét glycoside, thuy phan sé cho quexitin hay

guexetola, glucose va rhamnose.

 Rutin ¢c6 mau vang hay trang vang, tan trong nwarc,

rwou, tan nhiéu trong rwou methylic va dd kiém.

Rutin > Quercetin + Glucose +

Rhamnose



 Tac dung dwoc ly: Rutin la mot loai vitamin P co
tac dung bao vé chirc nang binh thwdng cua

thanh mao mach.

« Thiéu chat vitamin nay tinh chat chiju dwng cla
thanh mao mach co thé bi gidam, mao mach dé b
dut,ve. Hién twong nay trwdc day nguwoi ta cho
rang do thiéu vitamin C ma cé, gan day phat hién

do thiéu vitamin P



» Rutin thwdng dung cho ngwdi bénh bj tang huyét
ap ma mao mach dé v&, dé dé phong dwt mach
mau ndo, xuat huyét cap tinh do viém than, xuat
huyét & phdi ma khdéng rd nguyén nhan, con co

tdc dung doi véi bénh tdng huyét ap



Cac phwong phap chiét rat Rutin

. Chiét bang dd kiém:

Hoa hoe gia dap, rira bang HCI 0,5% rdi rira bang nwdc

Chiét bang dd Na,CO; 1% hay natri borat 1 — 3% (rutin sé tan
nhiéu do c6 chirc phenol trong phan ttr) va chiét khoang 3 — 4
lan.

GOp cac dich chiét va dung HCI diéu chinh dén pH = 2 sé thu
dwoc Rutin két tda.

Loc. Rtya tlia bang nwéc dén pH = 4-5.

Hoa tan, két tinh lai trong con



2. Chiét bang nwéc:

Hoa tan 59 rutin trong 1lit nwoc soi

Nuwdc & 20°C : 1 lit hda tan 0,13g rutin

Chiét rutin ttr hoa hoe bang nwéc ndng sau

do dé ngudi rutin sé tda

Phwong phap nay hiéu suat thap



3. Chiét bang con:

Pun séi con 90° v&i hoa hoe trong 2 gi®

- RuUt dich chiét, cat thu hoi con, thu tda rutin ( thwe
hién vai 1an )

« Két tinh lai trong con, tdy mau bang than hoat thu

rutin tinh khiét

« Phwong phap nay cho hiéu suat cao, ty 1& rutin

trong hoa hoe c6 thé 1&n dén 20 — 30%



