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Linh vue k¥ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén phuong phap cai tién gdm nhiéu budc dung dé san xuét

san pham chiét tir 14 cy bach qua dé str dung lam thudc.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

San pham chiét tir 14 ciy bach quéa duoc sir dung 1am thude trong nhiéu thé
ky. Hién nay, ching dugc sir dung dé diéu tri cac dang sa sut tri tué khac nhau va
cac tri€u chung cua né va cac dang réi. loan tuin hoan ndo va ngoai vi. Hoat chét
dugc dé cap dén la terpen lacton (ginkgolit A,B,Cva bilobalitj va glycosit cua
flavon (quercetin, kaempherol va isorhamnetin). Theo dugc dién chau Au hién nay
(version 8.0; monograph 04/2008: 1827 “Ginkgo dry extract, refined and quanti-
fied”), diéu kién bat budc ddi véi tat ca san pham chiét tir ciy bach qua ma c6 thé
dugc chap thuan 1am thubc trong pham vi duoc dién 13 san phdm chit tr cay bach
qué chtra 22,0% dén 27,0% flavonoit, dugc tinh dudi dang flavonglycosit, 2,6%
dén 3,2% bilobalit, 2,8% dén 3,4% ginkgolit A, B va C va khong nhiéu hon 5 phan
triéu (ppm — parts per million) axit ginkgolic. Quy trinh chiét dé thu san phdm nay
dugc mo ta trong tai liéu “Bekanntmachung iiber die Zulassung und Registrierung
von Arzneimittel (Aufbereitungsmonographien fiir den humanmedizinischen
Bereich) — Ginkgo folium (Ginkgo-biloba-Blétter)” (“notification for the approval
and registration of drugs (preparation monographs for the human medicine area) —
Ginkgo folium (Ginkgo biloba leaves)”) (Bundesanzeiger 46, (133), 7360-7361
(1994)): “A dry extract prepared from the dried leaves of Ginkgo biloba LINNE
with acetone-water and subsequent purification steps without the addition of con-

centrates or isolated ingredients”.

Gan day thu dugc ngdy cang nhiéu 14 cdy bach qua c6 ham lwong thanh
phan nhung khi chiét bang phuong phap da biét thi lai khong thu dugc san phim

chiét dap g cac quy dinh cua duoc dién chau Au. Pic biét, hién nay la cay bach
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qua c6 ham lugng terpen lacton cao bét thuong thu hoach dugc ngly cang ting,
do d6 dan dén ham lugng trong san phdm chiét tang 1én. Tuy nhién, d6i khi 14 cay

bach qué con chira ham luong flavonoit cao bat thudng.

Céc phuong phép chiét quan trong nhit dé thu duoc san phdm chiét dap
{ng céc quy dinh ciia dugc dién chau Au khi sir dung 14 cay bach qua thich hop,
dwoc mo ta trong patent chau Au s6 EP 431535 B1 (Dr. Willmar Schwabe GmbH
& Co.) va trong patent chau Au sé EP 360556 Bl (Indena S.p.A.). Gan day,
phuong phap theo patent chdu Au sé EP 431536 Bl (Dr. Willmar Schwabe
GmbH & Co.) dugc danh gid cao hon vi phuong phép nay khong str dung cac
hop chét gay doc nghiém trong nhu mudi chi (EP 431535 B1) hodc hydrocacbon
thom (EP 360556 B1).

Theo diém 1 cua patent chdu Au sé EP 431536 B1, phuong phép dung dé

san xuét san phim chiét tir 14 cdy bach qua duogc dic trung & chd:

(a) 4 cdy bach qua tuoi hogc khd dugc chiét bang axeton chira nuéc, alkanol c6
1 dén 3 nguyén tir C chita nuéc hozc metanol khan & nhiét 4§ ndm trong khoang

40°C dén 100°C,

(b) luogng 16n dung méi hitu co dugc tach ra khoi san pham chiét néu trén dén
ham lugng khong 16n hon 10% trong lugng, trong dé nude duge thém vao & cac

budc chung cat cuoi cung, néu can,

(¢) dung dich nude ¢d dic con lai dugc pha lodng véi nude dén ham lugng chét
rin nam trong khoang 5% dén 25% trong luong, lam ngudi dén nhiét d6 dudi
25°C kém theo khuéy, dé yén cho dén khi hinh thanh két ta, va tach két tda tao

thanh gdm céc thanh phén ua chét béo it tan trong nude,

(d) amoni sulfat dugc thém vao dung dich nudc con lai va dung dich tao thanh

dwoc chiét bang metyl etyl keton hodc hdn hop ciia metyl etyl keton va axeton,

(e) c¢b dic san phim chiét thu dugc dén ham lugng chét rin nam trong khoang
50% dén 70% va pha loéng san phim ¢6 dic thu duoc voi nude dén ham luong

chit rin ndm trong khoang 5% dén 20%,
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® chiét dung dich thu dugc béng butanol hoac pentanol khong tron 14n véi

nudc trong nhi€u budc,

(g) cac pha butanol va pentanol 1an luot duge c¢d dac dén ham luong chit rin

nim trong khoang 50% dén 70%,

(h) pha lodng san phdm c6 dic bang cach thém céac lugng nude va etanol dé thu
duoc dung dich chira 5% dén 20% trong lugng san phim chiét kho trong 20%

dén 60% trong luong etanol chita nudéc,

(i) dung dich ruou chira nudc duge chiét bang dung moi béo hodc dung mdi
xycloaliphatic ¢6 nhiét ¢ s6i ndm trong khoang 60°C dén 100°C trong giai doan
tach tiép cac hop chét alkyl phenol,

() phanudc dugce cb dic trong ap sut giam va duoc 1am kho & nhiét do khong

cao hon 60°C dén 80°C dén khi chat chiét kho c6 ham luong nuée nhod hon 5%.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuit phuong phap cai tién ding dé san xut
san pham chiét tir 14 cay bach qua dép tmg cac quy dinh cta dugc dién chdu Au
ngay ca khi str dung 14 cdy bach qua c6 nhidu thanh phan khéng c6 loi, cu thé 1a
c6 ham lugng terpen lacton ting, nhung ca ham luong flavonoit cling tdng. Hon
nita, muc dich cta sang ché 13 thuc hién phuong phap ndy theo cach khong bd
sung cac hop chit tinh khiét hodc san phdm cb dic gin nhu tinh khiét do viéc bd
sung ndy 1a khéng duoc phép dbi véi san phim chiét tir cdy bach qua dugc sir

dung lam thudc.

D4 ngac nhién phat hién ra réng nhd céc bude thuc hién bd sung cho
phuong phap theo patent chau Au s EP 431 536 B1 ciing tir 14 cay bach qua c6
nhiéu thanh phén khong c6 1gi, c¢6 thé thu duge san phdm chiét dap tng céc tiéu
chudn trong dugc dién chau Au. Déi v6éi muc dich nay, sau khi chiét (phan bb
long 1ong) theo budce (d), pha nude duge tach khéi pha metyl etyl keton va metyl
etyl keton-axeton, twong Umg, pha metyl etyl keton va metyl etyl keton-axeton,

twong tmg, ¢ dic dén ty 18 san pham chiét khd nim trong khoang 40% dén 80%
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trong luong dé thu duoc san phém ¢d dic. Piéu chinh ty 1€ 10% dén 60% trong
lwong san phim c6 dic bing nudc va metyl etyl keton dén ty 1& san pham chiét
kh6 khéng nhiéu hon 60% trong luong va ham lugng metyl etyl keton khong
nhiéu hon 30% trong lugng, va duoc chiét bang hdn hop metyl etyl keton va dung
méi béo cé nhiét do s6i nim trong khoang 60°C dén 100°C theo ty 18 7/3 dén 9/1

(m/m) thu dugc pha nudc-metyl etyl keton va pha metyl etyl keton-dung méi béo.

Pha nuéc-metyl etyl keton dwoc két hop voi 90% dén 40% trong lugng
con lai cua san phém ¢ dic dé thu dugc dung dich va nhd d6, trung hoa mot

lwong rét 16n terpen lacton trong thanh pham.

Theo céch khac, pha metyl etyl keton-dung méi béo c6 thé dugc két hop
v6i 90% dén 40% trong lugng san phém ¢d dic con lai dé trung hoa luong rt 16n

flavonoit trong thanh phim.
MO ta chi tiét sang ché

Do d6, phuong phap theo sang ché dung dé san xuit san phdm chiét kho tir
la cay bach qua c6 ham luong nim trong khoang 22,0% dén 27,0% trong luong
flavonoit, dugc tinh du6i dang flavon glycosit, 2,6% dén 3,2% trong lugng bilob-
alit, 2,8% dén 3,4% trong luong ginkgolit A, B va C va khong nhiéu hon 5 ppm

axit ginkgolic, phuong phép nay bao gdm céc budc sau:

(a) chiét 14 cly bach qua twoi hoic khd bang axeton chira nuéc, alkanol c6 1
dén 3 nguyén tir C chita nuéc hoic metanol khan & nhiét d nam trong khoang

40°C dén 100°C thu dwoc dung dich chiét tho,

(b) tach bing cach chung lugng 16n axeton hodc alkanol ¢6 1 dén 3 nguyén tir
C tir dung dich chiét thé & budc (a) dén ham luong khéng nhiéu hon 10% trong
luong, trong do, néu metanol khan dugc st dung & budc (a), thi nudc duge thém

vao & cac budce chung cat cudi cung dé thu dugce dung dich nudce ¢6 dic,

(¢) pha lodng dung dich nudc cd dic & budce (b) bing nudc dén ham lugng chat

rin ndm trong khoang 5% dén 25% trong lugng, 1am ngudi dén nhiét 46 dudi
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25°C, giit nguyén cho dén khi hinh thanh két tia va tich két ta tao ra dé mot lan

nita thu dugc dung dich nude,

(d) thém amoni sulfat vao dung dich nuéc thu duge & bude (c) va san phim
chiét cua dung dich tao ra chira amoni sulfat v6i metyl etyl keton hodc hdn hop
cta metyl etyl keton va axeton, tach pha chira nu6c ra khoi pha metyl etyl keton
hodc metyl etyl keton-axeton dé thu dugc pha metyl etyl keton hodc metyl etyl

keton-axeton,

() c¢O dic pha metyl etyl keton hodc metyl etyl keton-axeton & budc (d) dén ty
16 san phim chiét kho nim trong khoang 40% dén 80% trong luong dé thu dugc

san pham c6 dic,

(f) didu chinh ty 18 10% dén 60% trong lugng san phim cb dic & budc (e) bang
nuéc va metyl etyl keton dén ty 16 san phim chiét kho khong nhiéu hon 60%
trong luong va ham lugng metyl etyl keton khong nhiéu hon 30% trong luong dé
thu duge dung dich chiét da diéu chinh va san phdm chiét cia dung dich chiét
duge diéu chinh thu dugc bing hdn hop metyl etyl keton va dung mdi béo c6
nhiét d6 sdi ndm trong khoang 60°C dén 100°C theo ty 18 7/3 d&n 9/1 (m/m) thu

duge pha nude-metyl etyl keton va pha metyl etyl keton-dung méi béo,

(g) kbt hop ty 18 90% dén 40% trong lugng san phim cd dic con lai & budc (e)
v6i pha nudc-metyl etyl keton & budce (f) hodc pha metyl etyl keton-dung moi béo

& budce (f) thu duge dung dich,

(h) c¢d déc dung dich & bude (g) dén ham luong chét rén ndm trong khoang 50%
dén 70% trong lwong va pha lofing san pham c6 dic thu duoc bang nude dén ham

lugng chét rdn khéng nhiéu hon 50% trong lugng dé thu dugc dung dich,

(i)  chiét nhiéu budc dung dich thu duge & budce (h) bing butanol hozc pentanol

khéng tron 14n véi nude dé thu dugc pha butanol hogic pentanol,

() ¢d dic pha butanol hodc pentanol & budc (i) dén ham luong chét rin bang it

nhét 12 50% trong lugng dé thu duoc san phém cO dac,
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(k) pha loding san phdm cb dic thu duge & budc (j) bang céch thém luong nude
va etanol, néu can, thu duoc dung dich c6 5% dén 20% trong lugng san phdm

chiét kho trong nudc va khong nhiéu hon 60% trong lugng etanol trong nudc,

() chiét dung dich nu6c hoic etanolic chira nudc & bude (k) bing dung moi
béo ¢6 nhiét do sbi nim trong khoang 60°C dén 100°C, tach pha chira nudc ra

khoi pha dung méi béo dé thu dugc pha nude,

(m) c6 dac pha nudce thu duge ¢ bude (1) trong ap sudt giam va & nhiét d6 khong
cao hon 60°C dén 80°C thu duoc san phim chiét kho c6 ham lugng nude nhod

hon 5% trong luong.
Theo cac phuong 4n dugc wu tién cia sang ché,

e  dbi v6i dung mdi chiét & bude (a), sir dung axeton chira nue c6 ham lugng
axeton nim trong khoang 50% dén 70% trong lwong, dic biét duoc wu tién

1a ¢6 ham lwong axeton nim trong khoang 60% trong luong,

e  dbiv6i dung méi chiét & budc (a), st dung alkanol chira nde, duge chon tir
~ metanol, etanol, 1-propanol va 2-propanol, c6 ham lugng alkanol nam trong
khoang 50% dén 70% trong lugng, dic bi€t dugc uu tién la etanol chira

nudc ¢6 ham lugng etanol khoang 60% trong luong,

o & budc (c), dung dich hoat tinh pha lodng duoc lam lanh dén nhiét @6 dudi
12°C,

° o budc (d), bd sung it nhét 30% trong lugng amoni sulfat, dédc biét dugc uu
tién 14 30% dén 50% trong luong amoni sulfat, so v6i dung dich nuéc &

bude (c),

e & budc (d), dung dich dwoc chiét bang hdn hop metyl etyl keton va axeton

theo ty 16 7/3 dén 3/4 (m/m),

e & bude (i), dung dich dugc chiét bang 1-butanol va/hosic
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e & bude (1), dung dich dugc chiét bing heptan, dic biét dwoc wu tién 14 n-
heptan hodc hdn hop clia chit ddng phan heptan c6 ty 1é n-heptan nhiéu hon
35% trong luong.

Ngoai ra, tuong tu v6i cic patent chdu Au sé EP 1868625 Bl va EP
1868568 B1, cac bude cua phuong phép bd sung sau day c6 thé duge thuc hién
dé loai bo 4°-O-metylpyridoxin:

(n) didu ché dung dich etanolic chira nuéc ding dé chiét 14 cdy bach qua cé
ham luong etanol nim trong khoang 40% dén 60% trong lugng tir pha nudc &

budce (k) hoac tir san phim chiét khé & bude (m),

(o) dua dung dich etanolic chira nu6c dung dé chiét 14 cay bach qua & budc (n)
1én chit trao ddi ion axit manh dé loai bo 4’-O-metyl pyridoxin con lai trong chit
trao ddi ion va rta giadi st dung etanol chira nudgc dé thu duoc dung dich chiét
khong chira 4’-O-metyl pyridoxin lam dung dich rira giai,

(p) cd déc dung dich rira gidi & budc (o) trong ap sudt giam va lam kho & nhiét
b khong cao hon 60°C dén 80°C thanh san phdm chiét khd c6 ham lugng nude it

hon 5% trong luong.

Vi du vé& céc chét trao ddi ion axit manh 14 Merck I va Amberlite IR-120.
Théng thudng, chét trao ddi ion axit manh 1 nhya polystyren lién két v6i nhém

axit sulfonic.

Mot s6 dinh nghia vé cac thudt ngit dwoc st dung két hop véi phuong

phép theo sang ché duge néu duéi day:

san phim chiét kho: néi chung, san pham chiét khd c6 ham lugng nuéc khong

nhiéu hon 5% trong lugng theo dugc dién chau Au.

Thuét ngit khan theo sdng ché, vi du, lién quan dén metanol khan & budc

(a), deé cap dén ham lugng nudce < 1% trong lugng nude.

Quy trinh chiét bao gdm mét budc, nhidu bude va chiét lién tyc.
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Cac dung mdi béo c6 nhiét do séi nim trong khoang 60°C dén 100°C tét
hon 14 n-heptan hodc hdn hop ctia hydrocacbon béo no khong vong va/hodc c6
vong duge x4c dinh bang nhiét d§ s6i cla chung va da biét va c6 ban ngoai thi
trudng dudi dang ete diu mo hogc nhién li¢u ddu mo. Tt hon 1, hén hop cia
cac hydrocacbon béo dugc sir dung, chu yéu bao gdm n-heptan va céc C7 alkan
khac. Phén 16n n-heptan c6 nhiéu hon 35% trong luong n-heptan (nhiét do soi
98°C) dugc tim thdy & phan doan 94°C-100°C.

Butanol hodic pentanol khong trdn 1an v6i nude nhu néu & bude (i) t6t hon

1a 1-butanol hodc 1-pentanol.
Vi du thye hién sing ché

Phuong phép theo séng ché duoc giai thich va mé ta tié€p dudi day nhd Vi
du so sanh 1 theo EP 431 536 B1 va Vidu 1 theo sing ché.

Dung dich ban d4u ctia Vidu 1 va Vidu so sanh 1

(theo céc budce tu (a) dén (d) cta phuong phap theo EP 431 536 B1 va phuong
phép theo sang ché)

Trong céc vi du dudi déy, thuat ngit “heptan” nghia la hdn hop ctia hydro-
cacbon béo no cé khoang nhiét d6 s6i 94°C-100°C va ty 1¢ n-heptan nhiéu hon
35% trong luong.

500 g 14 cdy bach qua kho va vun dugc chiét bang 3,75 kg 60% trong
luong axeton trong 30 phut & nhiét do 60°C. Nguyén ligu thuc vat duoc loc, chiét
lai bang 3,75 kg 60% trong lugng axeton trong 30 phut & nhigt d6 60°C va loc
lai. Gom hai dung dich chiét thu dugc va c6 dic (438 g; san pham chiét kho
36,9%).

Pha lodng san phém ¢ dic thu dugc bang 400 g nude va khudy trong
1 gio & nhiét d6 12°C. Loc két tha tao ra va thém 240 g amoni sulfat vao ph?ln loc
va hoa tan. Chiét dung dich nay hai 1An, mdi 1an bang 400 ml metyl etyl ke-
ton/axeton 6/5 (m/m). Gom céc pha metyl etyl keton/axeton (808 g).



27719

Vi du so sanh 1 theo EP 431536 B1
(theo cac budc tir (e) dén (j) ciia phuong phép theo EP 431536 B1)

Mot nra dung dich ban dau néu trén (404 g) dugc co dic (27,2 g); san
phim chiét khd (50%). Pha lofing san phim c6 dic ndy bang 107,8 g nuéc (sin
phim chiét kho 10%) va chiét bing cach lac ba 1dn mdi 1an bang 65 ml 1-butanol
bdo hoa véi nude. Gom cac pha 1-butanol, cd dac va lam kho trong chan khong

trong 16 giy & nhiét d6 50°C (6,72 g).

Hoa tan san phim chiét kho thu dwoc trong hdn hgp gdm 20,2 g etanol va
40,3 g nude (san pham chiét khd 10%). Chiét dung dich nay bang cach lic ba lan
mdi 14n bang 20 ml heptan, c6 dic va lam kho trong chan khong trong 16 gid &

nhiét d§ 50°C: 6,11 g (2,4% dbi véi thudc).

Tim théy trong thuc té Duoc dién chiu Au
Flavonoit 23,62% 22,0-27,0%
Bilobalit 5,48% 2,6-3,2%
Ginkgolit A,BvaC 5,29% 2,8-3,4%
Axit ginkgolic <5 ppm t6i da, 5 ppm

San phim chiét thu dugc khong dap tng céc quy dinh ctia duge dién chau

Au v& ham luong bilobalit va ginkgolit A, B va C.
Vi dy 1 theo sang ché
(theo cac budc tu (e) dén (m) cta phuong phap theo sang ché)

Ntra th hai cta dung dich ban déu néu trén (404 g) duge cd dic (20,5 g;
mdt phin san phim chibt kho 68,2%). 10,75 g san phim c6 dic ndy duge dicu
chinh bang 8,1 g nudc va 5,6 g metyl etyl keton dén mot phan san phdm chiét khd
30% va ham lugng metyl etyl keton 23% trong lugng, va dugc chiét bang cach

lic hai 1dn mdi 1an bing 18,3 g metyl etyl keton/heptan 8/2 (m/m).

Pha nudc-metyl etyl keton duoc két hop v&i san phim c6 dic con lai cla

dung dich ban dAu (9,75 g). Dung dich dugc ¢b dic dén 24,17 g, dugc didu chinh

-10-



bing 115,5 g nudc dén mdt phan san phim chiét kho 10% va chiét bang cach lic

ba 14n mdi l4n bang 65 ml 1-butanol bdo hoa véi nude. Gom cac pha 1-butanol,
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cd dac va lam kho trong chan khong trong 16 gid ¢ nhiét d¢ 50°C (5,93 g).

Hoa tan san phdm chiét kho thu duoc trong hdn hop gbm 17,8 g etanol va
35,6 g nude (mdt phan san phim chiét khé 10%). Chiét dung dich nay bang cach

lic ba 1an mbi 14n bang 20 ml heptan, ¢ dic va lam kho trong chin khéng trong

16 gidr & nhiét d6 50°C: 5,29 g (2,1% dbi véi thube).

Tim thdy trong thuc t& | Duoc dién chau Au
Flavonoit 25,95% 22,0-27,0%
Bilobalit 3,01% 2,6-3,2%
Ginkgolit A,Bva C 3,06% 2,8-3,4%
Axit ginkgolic <5 ppm t6i da, 5 ppm

San phdm chiét thu dwoc cAn dap tng céc quy dinh ctia duge dién chau Au

lién quan dén tit ca céc thanh phin, dic biét 1a cac thanh phan bilobalit va gink-

golit A, Bva C.

-11-
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép san xut san pham chiét kh tir 14 cay bach qua c6 ham lugng
tlr 22,0% dén 27,0% trong lugng flavonoit, duoc tinh dudi dang flavon glycosit,
2,6% dén 3,2% trong lwong bilobalit, 2,8% dén 3,4% trong lugng ginkgolit A, B
va C va khong nhidu hon 5 ppm axit ginkgolic, phuong phap nay bao gém céc

budc sau:

(a) chiét 14 cdy bach qua twoi hodc kho bang axeton chira nude, alkanol cé 1
dén 3 nguyén tir C chira nu6c hoic metanol khan & nhiét do nim trong khoang

40°C dén 100°C thu duoc dung dich chiét thé,

(b) tach bang cach chung cit lugng 16n axeton hogc alkanol c6 1 dén 3 nguyén
tr C tr dung dich chiét thé & budce (a) dén ham luong khong nhiéu hon 10%
trong lugng, trong do, néu metanol khan dugc sir dung & budc (a), thi nude duge

thém vao & cac budc chung cat cudi cung dé thu dugc dung dich nudce cd dic,

(¢) pha lodng dung dich nudc cd dic & bude (b) bing nudc dén ham lugng chit
rén nim trong khoang 5% dén 25% trong lwong, 1am ngudi dén nhiét do dudi
25°C, gilt nguyén cho dén khi tao ra két tha va tach két tia tao ra dé mot 14n nita

thu duogc dung dich nudc,

(d) thém amoni sulfat vao dung dich nuéc thu dugc & bude (¢) va chiét dung
dich thu dugc chira amoni sulfat bing metyl etyl keton hozc hdn hgp ctia metyl
etyl keton va axeton, tach pha chira nudc ra khéi pha metyl etyl keton hodc metyl

etyl keton-axeton thu dugc pha metyl etyl keton hodc metyl etyl keton-axeton,

(e) c¢b dic pha metyl etyl keton hodc metyl etyl keton-axeton & budc (d) dén ty
1¢ san phdm chiét kho ndm trong khoang 40% dén 80% trong luong dé thu duge

san pham cd dac,

(f) diéu chinh ty 18 10% dén 60% trong lugng ctia san pham ¢ ddc & bude (e)
bang nudc va metyl etyl keton dén ty 18 san phim chiét kho khong nhiéu hon
60% trong luong va ham luong metyl etyl keton khong nhiéu hon 30% trong
lugng dé thu duoc dung dich chiét da didu chinh va chiét dung dich chiét da didu
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chinh thu duoc nay bang hdn hop metyl etyl keton va dung méi béo c6 nhiét 4o
sdi nim trong khoang 60°C dén 100°C theo ty 18 7/3 dén 9/1 (m/m) d€ thu dugc
pha nudc-metyl etyl keton va pha metyl etyl keton-dung moi béo,

(g) két hop ty 18 san phdm c6 didc con lai tir 90% dén 40% trong lugng & bude
(e) vé6i pha nude-metyl etyl keton & budce (f) hodc pha metyl etyl keton-dung mdi
béo & bude (f) dé thu duoc dung dich,

(h) ¢ dic dung dich & budc (g) dén ham lugng chit rin nam trong khoang 50%
dén 70% trong lwong va pha lodng san pham c6 dic thu duoc bang nu6c dén ham

lugng chét rdn khong 16n hon 50% trong lugng dé thu duoc dung dich,

(i) chiét nhidu bude dung dich thu duge & budce (h) bang butanol hogc pentanol

khéng tron 13n véi nuée dé thu duoc pha butanol hozic pentanol,

(i) ¢b dic pha butanol hodc pentanol & budc (i) dén ham lugng chét rén bang it

nhét 14 50% trong lwong dé thu duoc san phém c0 dac,

(k) pha lodng san phém cd dic thu duge & bude (j) bang cach thém lugng nuéce
va etanol, néu can, thu duoc dung dich c6 5% dén 20% trong luong san phém

chiét kho trong nuéc va khong 16n hon 60% trong lugng etanol trong nudc,

(1) chiét dung dich chita nuéc hodc dung dich etanolic chita nude & bude (k)
bing dung méi béo c6 nhiét do sbi ndm trong khoang 60°C dén 100°C, tach pha

chira nuéc ra khoi pha dung méi béo dé thu duge pha nudc,

(m) c6 didc pha nude thu duge 6 budce (1) trong 4p sudt giam va & nhiét d6 khong
16n hon 60°C dén 80°C thu dugc san phdm chiét khd c6 ham luong nuée nhd hon

5% trong luong.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dbi v6i dung moi chiét & bude (a), sir
dung axeton chira nuéc c6 ham lugng axeton nim trong khoang 50% dén 70%

trong luong.

3. Phuong phép theo didm 2, trong d6 d6i véi dung moi chiét & bude (a), su

dung axeton chita nudc c6 ham luong axeton khoang 60% trong lugng.
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4.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 d6i v6i dung mai chiét & bude (a), st
dung alkanol chita nudc, dugc chon tir metanol, etanol, 1-propanol va 2-

propanol, c6 ham lugng alkanol khoang 50% dén 70% trong lugng.

5. Phuong phap theo diém 4, trong d6 d6i voi dung mai chiét & budc (a), st

dung etanol chira nude c6 ham luong etanol khoang 60% trong luong.

6. Phuong phap theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong do &
budce (¢) dung dich nude pha lodng duge lam lanh dén nhiét 46 dudi 12°C.

7. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 &
bude (d) bd sung it nhit 30% trong luong amoni sulfat d6i véi dung dich nuée &

budc (c).

8.  Phuong phéap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 &
buéde (d) dung dich dugc chiét bing hdn hop metyl etyl keton va axeton theo ty 1&
7/3 dén 3/4 (m/m).

9. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 8, trong d6 &
budce (i) dung dich duoc chiét bang 1-butanol.

10. Phuong phap theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 9, trong d6 &
bude (1) dung dich duge chiét bang heptan.

11. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 heptan 1a n-heptan hogc hdn hop cta

céc chit ddng phan heptan c6 ty 1& n-heptan 16n hon 35% trong lugng.

12. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dn 11, trong d6

phuong phap nay bao gbm céc budc b sung sau:

(n) diéu ché dung dich etanolic chira nude ding dé chiét 14 cay bach qua cé
ham lugng etanol nam trong khoang 40% dén 60% trong lugng tir pha nuéc &

bude (k) hodc tir san phdm chiét kho & bude (m),

(0) dua dung dich etanolic chira nuéc ding dé chiét 14 cay bach qua & bude (n)

1én chét trao dbi ion axit manh 13 nhya polystyren lién két v6i cac nhom axit sul-
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fonic dé loai bd 4’-O-metyl pyridoxin con lai trong chit trao dbi ion va rira giai
stt dung etanol chira nudc @ thu duge dung dich chiét khong chira 4°-O-metyl

pyridoxin lam dung dich rira giai,

(p) c¢6 dac dung dich rira gidi & bude (o) trong ap sudt giam va 1am kho & nhiét
d5 khong cao hon 60°C dén 80°C dén khi san phdm chiét kho cé ham lugng nudéce

it hon 5% trong luong.
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