(12) BAN MO TA GIAI PHAP HUU iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
RO s et bun R 1111 (11
CUC SO HUU TRI TUE
2-0002872
(51)7 A61K 35/00 (13) 'Y
(21) 2-2017-00317 (22) 16/10/2017
(45) 25/04/2022 409 (43) 25/04/2019 373A

(73) Vién Hoa hoc Cong nghi€p Viét Nam (VN) ’
S6 2 Pham Ngii Lao, quan Hoan Kiém, thanh pho Ha Noi

(72) Lé Piang Quang (VN); Nguyén Thi Duyén (VN); Vii Dinh Hoang (VN); Vii Diing Lé
(VN).

(54) QUY TRINH CHE TAO CAO CHIET TU LA CAY MUONG TRAU CASSIA ALATA L.
CO HOAT TINH KHANG NAM VA KHANG VI KHUAN GAY BENH HAI CAY
TRONG

(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh ché tao cao chiét tu cay muong trau (Cassia

alata L.) ¢6 hoat tinh khang ndm va khang vi khuan gay hai cay trong bao gdm cac budc:

(i) so ché nguyén li¢u;

(ii) chiét hoi luu nong thu cao chiét tho; va

(iii) chiét phan bd 1am gidu cao chiét.

Quy trinh thu duoc cao chiét etyl axetat co hoat tinh khang ndim Magnaporthe grisea
gdy bénh dao 6n, nAm Puccinia recondita gy ri sit laa mi va nam Colletotrichum
gloeosporioides gay bénh than thu trén cay o6t va khang vi khuan Acidovorax avenae
subsp. cattlyae gay bénh dom 14 trén dua hau. Quy trinh nay don gian, dé thuc hién, san
pham c6 hoat tinh khang nim va khang vi khuan gy bénh cay trong.
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Linh vwe ky thuat dugc dé cap

Giai phéap hitu ich dé cdp t6i Iinh vyc ché tao cao chiét c6 hoat tinh sinh hoc tir thio
mdc. Cu thé Ia quy trinh ché tao cao chiét tir 14 cay rnuong trdu Cassia alata L. c¢6 hoat
tinh khang nim va khang vi khudn giy bénh hai cay trong.

Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Cay mudng trdu (tén khoa hoc Casia alata L.) thude phén ho Vang. Cay than thao, c6
thé cao dén 3m. L4 hinh tring ta dAu, moc ddi, xép lai vao ban dém. Hoa cta cdy mau
vang nghé. Tai cac ving nhiét d6i loai ndy c6 thé sinh truéng & d6 cao 1.200 m. O Viét
Nam, loai cay nay phan bd tir Thanh Héa dén Ca Mau, Pht Quéc, tap trung tir Kon Tum,
Péc Léc, Khanh Hoa, Lam Déng, Ninh Thuin, Pdng Nai, Binh Phudc va & thanh phd Hd
Chi Minh. Trong déng y, mudng tru c6 tinh mét, c6 thé dung dé nhuin trang, giai nhiét.
L4 tuoi vo nat tri cdc bénh nAm ngoai da, bénh Lac dong tién.

Trén thé gi6i c6 nhidu céng trinh nghién ctru vé thanh phén, hoat tinh dugc hoc ciia
cdy mudng trau. Tuy nhién chura ¢6 cong trinh nao nghién ctru sir dung nguyén liéu 14 cay
muéng trau lam thudc bao vé thuc vat. Mit khac Kkét qua sang loc cac thuc vat c6 hoat
tinh khang ndm va vi khuln gy hai ciy trdng ctia ching tdi tir nim 2007 t&i nay d4 phat
hién va bdo cdo nhiéu ddi tugng thuc vat c6 hoat tinh phong trlr va khang bénh do vi
khudn, nim hai cay tréng gy ra. Nhiéu nghién ctru vé dich chiét metanol ciia nguyén
liéu hat mudng ngi (Cassia tora), mudng 14 hep (Cassia angustofolia) nhan thdy c6 hoat
tinh khang vi khudn Acidovorax avenae subsp. cattlyae giy bénh ddm 14, khang nim
Magnaporthe grisea gdy bénh dao On, Puccinia recondita gy ri sit 14 lba mi va
Colletotrichum gloeosporzozdes gy bénh than thu trén cay ot. '

Cay muong trau dugc trdng & khu virc Bic Giang, Lang Son (Hitu Lung) nhu cac xa
Yén Thinh, Yén Vuong, Dong Téan, Cai Kinh, Son Ha (20-30 ha) va Quang Thinh véi 4-
10 hecta, canh tic ngin ngay. Py 1a ving nguyén liéu tiém nang dé tng dung san xuét
trong cong nghiép.

Trén thé gi6i da c6 mot sb sang ché v& cac quy trinh ché tao cao chiét ¢ tac dung
bao vé thuc vat.

- US5662915A: Chiét tir cay Tagetes minuta bang phwong phép ngim cdy vao nudc
trong mot khoang thoi gian dé tao hdn hop 1éng. Hon hop 1éng dugc hoa tan boi cac
enzyme cellulolytic hoidc céc sinh vét cellulolytic tae ra hdn hop chiét.
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- WO 2009023918A1: Siy kho ciy thanh hao hoa vang Artemisia annua, sau d6
ngAm nudgc/etanol vai ty 1§ 50:50. Ty 1€ hdn hop nuéce/etanol : phan cdy 1a 7:1. Ngam va
khudy trong vong 4-5 ngay. Dich chiét nuéc/etanol duge loc qua mang va bo phan rén.
Dich chiét nude/etanol duge 13m bay hoi dung moi dé thu duoc cao chiét.

- US4146615A: Hoa cua ciy Chrysanthellum procumbene da dugc nghién nhé
dwoc chibt bing metanol & nhiét dé s6i. Dich chiét duge bay hoi & diéu kién chan khong,
60°C xudng thé tich 1 lit. Sau d6 thém 1 lit nude va 1 lit trichloroethylene vao dung dich
da c6 dac. Sau khi khuéy va chét, trichloroethylene dugc loai bd. Theo sau 1a ba budc
loai bd dau, mdi budc sit dung 1 1it trichloroethylene. Pha trichloroethylene dugc rira
bing nuée. Pha 16ng chira metanol dugce ¢6 diac & chan khong, 60°C xuéng thé tich 0,5 lit,
sau d6 dé qua dém. Két tua duoc loc, hoa tan vao metanol va két taa bé.ng chloroform.
Dich chiét cubi ciing thu dwge duéi dang bot c6 mau nau vang tan dugc trong nude voi ti
16 khéi luong 0,2% va tan tdt trong con.

Ban chit ciia giai phap hiru ich
Muc dich cta giai phép hitu ich d& xuét quy trinh ché tao cao chiét tir 14 cy mubng
tru Cassia alata L. ¢6 hoat tinh khang nim va khang vi khudn gy bénh hai cy trong.
Trong gii phap nay, cac tac gid @& xuét quy trinh ché tao cao chiét tir 14 cAy mudng triu
Cassia alata L. c6 hoat tinh khang nim va khang vi khudn gdy bénh hai cay tréng voi
quy trinh don gian, d& thyc hién, dung méi ¢d thé thu hdi nén an toan véi mdi trudng.
Quy trinh ché tao cao chiét tir 14 ciy mudng trau Cassia alata L. béng quy trinh ngam
chiét, 1am gidu cao chiét bao gdm cic budc sau:
A (i) so ché nguyén liéu;
(ii) chiét hdi luu néng thu cao chiét tho; va
(iii) chiét phan bd 1am gidu cao chiét.

M5 ta chi tiét sang ché

Nguyén liéu 1a mudng trau sau khi thu héi dugc so ché 1am sach. Sau d6 tién hanh
séy kho & nhiét do tir 40 dén 50°C t&i d6 4m tir 8 &én 10%. Nghién nhé nguyén liéu thanh
cdc manh c6 kich thude tir 5 d&n 10mm.

Nguyén liéu 14 Mudng triu duge chiét trong thiét bi chiét c6 1ap sinh han hdi wu vai
dung mdi metanol vé6i ti 1¢ 14 mudng trau khd/dung moi metanol tir 1:4 dén 1:6 (khdi
luong : thé tich) tai nhiét do tir 55 dén 65 °C trong vong tir 5 dén 10 gio. Sau do, dich
chiét metanol dugc loc, tach riéng khoi phén ba. Ba chiét tiép tuc duoc chiét v4i metanol
thém 2 14n nita. Dich chiét metanol cta 3 1dn dugc gbp lai va cd quay hut chén khong tai
nhiét d6 40 dén 50°C va 4p sudt trong khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 dén 50,5KPa), dé
tach loai dung méi va thu cao chiét metanol tho.
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Phan tan hoan toan mot lugng cao chiét metanol thd trong hdn hop nude/metanol (ti
1é nude/metanol 1a 1:4 (thé tich: thé tich) v&i ti 1& cao chiét metanol thé/ hon hop
nude/metanol 12 1:5 dén 1:10 (khdi lwong : thé tich). Sau do, d6 hdn hop trén vao thiét bi
chiét phan bd, cho thém mét lugng dung mdi n-hexan bing véi thé tich hdn hop
nuéc/metanol diing dé phéan tan cao chiét thé, sau d6 l4c hodc khudy déu trong thoi gian
tir 1 dén 2 gid, nhiét 6 20 dén 35 °C. Sau do, d& yén thiét b chiét trong thdi gian 1 dén 2
gid, hdn hop trong thiét bj chiét s& phan thach thanh 2 phén 16p khac nhau gdm phén 16p
n-hexan va phan 16p metanol-nuéc. Phén 16p trén chira hdn hop cac chit kém phan cuc,
phén tan trong dung méi n-hexan, 16p dudi chira hén hop céc hop chit c6 db phan cuc
trung binh va cao, phin tan trong metanol- nude. Thao riéng phan 16p n-hexan. Phan 16p
metanol-nudc duge chiét twong tr quy trinh trén thém 2 14n nira v6i dung mdi n-hexan.
Gop 3 14n phén 16p n-hexan lai, tién hanh cb quay tai nhiét &6 50 dén 60°C va 4p suét
trong khoang tir 0,1 dn 0,5 atm (10,1 dén 50,5KPa) loai hét dung méi & thu duge cao
chiét »n-hexan. |

Phén 16p metanol - nude duge ¢d quay hit chan khong tai nhiét 6 50 dén 60°C va ap
suét trong khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 dén 50,5KPa) loai hét dung mdi metanol va bd
sung thém mot lugng nude bfmg v6i thé tich metanol d3 c6 loai thu dwge phéan 16p nudc.
D4 phan 16p nay va dung mbi etyl axetat vao thiét bi chiét vi ti 16 phan 16p nude : etyl
axetat 12 1:1 (thé tich : thé tich) va khudy ddu trong 1 dén 2 gid, nhiét d6 20 dén 35 °C.
Sau mot thoi gian hén hop phan thanh 2 16p, 16p phia trén 13 phan 16p etyl axetat, 16p
phia dudi 1a phan 16p nude. Tach riéng 2 16p duge phan 16p etyl axetat va phan 1&p nude.
Phén 16p nudc dwoc chiét twong tw quy trinh trén thém 2 lan nita v6i dung moi etyl
axetat. Gop 3 1an phan 16p etyl axetat lai va tién hanh c6 quay phén 16p etyl axetat tai
nhiét d6 50 dén 60°C va 4p suét trong khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 d&n 50,5KPa) dé
thu hdi dung moéi va thu cao chiét etyl axetat.

Vi du thwe hién sang ché:

Sau day la m6t s6 vi du minh hoa quy trinh ché tao cao chiét tir 14 cdy mudng trau cé
hoat tinh khang nim va khang vi khuin giy bénh hai cdy tréng. Nhitng vi du nay chi co
muc dich minh hoa ma khéng 1am gidi han pham vi bao ho ciia sang ché.

Vidu 1:

Nguyen liéu 14 mudng trau sau khi thu héi dwoc so ché 1am sach. Nguyén lidu 14
muong trau duoc tién hanh say kho & nhiét d6 50 °C t6i do 4m 10%. Nghlen nhd nguyén
lidu 14 mudng trdu kho thanh cic manh c6 kich thude tir 5 dén 10mm. Nguyén liéu 14
mudng trau khé (30 kg) dwoc chiét trong thiét bi chiét c6 l&p sinh han hdi luu chiét hdi
Iuu v6i 130 1it dung moi metanol & nhiét 6 64°C trong 8 gid. Sau 8 gio, dich chiét
metanol dugc lgc, tich riéng khoi phén ba. Ba chiét tiép tuc duoc chiét véi metanol thém
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2 14n nita. Dich chiét metanol cua 3 1an dugc gdp lai, co quay hat chan khong tai nhiét do
50 °C va ap suit 0,2 atm (20,2 KPa) dé loai hét dung mdi metanol, thu dugc 7,1 kg cao
chiét metanol thé.

Phan tan hoan toan 6 kg cao metanol thd chiét trong 12 lit nude va 48 lit metanol va
4 vio thiét b chiét phan bd c6 thé tich 200 lit, sau do, b sung thém 60 lit dung mdi n-
hexan va khudy d&u trong 2 gi® tai nhiét 46 35 °C. Sau do, & yén thiét bi chiét trong thoi
gian 1 gi, hon hop trong thiét b chiét s& phan tach thanh 2 phan 16p khac nhau gdm
phan 16p n-hexan va phén 16p metanol-nude. Phén 16p trén chira hon hop céc chit kém
phén cyc, phin tan trong dung mdi n-hexan, 16p dudi chia hdn hop céac hop chét c6 @
phén cyc trung binh va cao, phan tan trong metanol- nudc. Théo riéng phan 16p n-hexan.
Phan 16p metanol-nudc duge chiét twong ty quy trinh trén thém 2 14n nita v6i dung moi
n-hexan. GOp 3 lan phan 16p n-hexan lai, tién hanh cb quay tai nhiét d6 60°C va ap sudt
trong khoang tir 0,2 (20,2 KPa) loai hét dung mdi dé thu duoc cao chiét n-hexan. Khéi
luong cao chiét n-hexan thu dugc 2,8 kg.

Phan 1ép metanol - nude duge c6 quay htt chan khong tai nhiét 4o 60°C va ap suét
trong khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 dén 50,5KPa) loai hét dung mdi metanol va bd
sung thém mdt lwgng nudce bing v6i thé tich metanol da cd loai thu duoc phéan 16p nude.
D4 phén 16p nay va 60 lit dung moi etyl axetat vao thiét bi chiét va khudy déu trong 2
gid, tai nhiét 46 35 °C. Sau mdt thoi gian hdn hop phan thanh 2 16p, 16p phia trén 1a phan
16p etyl axetat, 16p phia dudi la phan 16p nude. Tach riéng 2 16p dwgc phén 16p etyl
axetat va phan 16p nuGe. Phan 16p nude dugce chiét twong tw quy trinh trén thém 2 13n nita
v6i dung moi etyl axetat. Gop 3 14n phan 16p etyl axetat lai va tién hanh ¢ quay phén 16p
etyl axetat tai nhiét do 60°C va 4p suét trong khoang tir 0,2 atm (20,2 KPa) @& thu hoi
dung mdi etyl axetat va thu dugc 1,07kg cao chiét etyl axetat.

Vidu 2:

Tién hanh thtr hoat tinh khang vi khuin d6i v6i hai cao chiét gom cao chiét n-hexan
va cao chiét etyl axetat dd dugc chiét phan bé tir cao tbng metanol.

Céc mau dich chiét duge kiém tra hoat tinh khang vi khudn d6i v6i 10 loai vi khuén:
Acidovarax avenae subsp. cattlyae, Agrobacterium tumefaciens, Burkholderia glumae,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pectobacterium carotovara subsp.
carotorova, Pectobacterium chrysanthemi, Pseudomonas syringae pV. lachrymans,
Xanthomonas arboricola pruni, Preudomonas syringae pv. actinidiae KW11, Ralstonia
solanacearum. K&t qua dwgc thé hién & bang 1.

Bang 1. Nong do tc ché t6i thiéu (pg/mL) cta cao dich chiét va hop chit khang vi khuAn

Cao n- Cao etyl
hexan axetat

STT : Tén vi khuin
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(ug/mL) (ng/mL)
1 | Acidovorax avenae subsp. cattlyae - 125
‘2 | Agrobacterium tumefacien - -
3 | Burkholderia glumae 2000 500
4 | Clavibacter michigdnensis subsp.michiganensis 500 500
5 | Pectobacterium carotovara subsp. carotorova - -
6 | Pectobacterium chrysanthemi - -
7 | Pseudomonas syringae pv. lachrymans - -
8 | Xanthomonas arboricola pruni - - 250
9 | Pseudomonas syringae pv. actinidiae KW11 - 500
10 | Ralstonia solanacearum : - 500

Cao dich chiét etyl axetat ¢c6 hoat tinh manh dbi vé6i vi khudn Acidovorax avenae
subsp. cattlvae giy bénh chéy 14 trén cdy hoa Lan. Bén canh d6, cao etyl axetat con thé
hién hoat tinh trung binh vé6i vi khudn Xanthomonas arboricola pruni giy bénh ¢dm trén
14 dao (ndng dd wc ché tdi thidu 1a 250 pg/mL). Cao chiét n-hexan thé hién hoat tinh
trung binh v6&i vi khudn Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis giy bénh thdi
loét tréi ca chua (ndng @6 tc ché tbi thidu 13 500 pg/mL) va hoat tinh yéu di véi vi
khudn gy den 1ép hat lua Burkholderia glumae tai (ndng d6 &c ché tbi thiéu 1a 2000
pg/mL). Ca hai cao chiét déu khong thé hién hoat tinh d6i véi vi khudn Agrobacterium
tumefaciens gdy bénh u sti thin, va cac vi khudn Pectobacterium carotovara subsp.
carotorova, Pectobacterium chrysanthemi, Pseudomonas syringae pv. lachrymans & cac
néng d6 t6i da duoc thi.

Vidu 3:

Cao chiét etyl axetat di dugc thir hoat tinh khang vi khudn Acidovorax avenae subsp.
cattlyae v&i cac nf”)ng dd khéc nhau, két qud dugc thé hién trong giy bénh dém 14 trén
dua hdu bang 2.

Bang 2. Két qua danh gi4 kha nang khang vi khuin Acidovorax avenae subsp. cattlyae
gy bénh d6m 14 trén dua hiu cta cao chiét etyl axetat & cdc néng d6 khac nhau

Nong d6 (ug/mL)
15,63 | 31,25 62,5 125 250 500
Gia tri Oh 0,058 | 0,066 | 0,105 | 0,142 | 0,238 | 0,419
ODé600nm 0,058 | 0,069 | 0,116 | 0,134 | 0,232 | 0,401
24 h 0,442 | 0375 | 0,274 | 0,194 0,23 | 0,412
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0,413 | 0354 | 0254 | 0,175 | 0237 | 0,405
Uc ché 979 | 27,76 | 61,59 | 86,84 | 101,17 | 99,53
(%) 16,60 | 32,69 | 66,29 | 91,31 | 99,53 | 101,17

Hiéu qua Trung 13,19 | 30,23 | 63,94 | 89,08 | 100,35 | 100,35
khang vi binh (%)
~ khuén
SD 4,82 3,49 3,32 3,16 1,16 1,16

Tir bang 2 nhan thdy cao chiét etyl axetat c6 hoat tinh khéng vi khuan Acidovorax
avenae subsp. tot tai néng d6 >125 pg/mL. Tai ndng d6 250 pg/mL, hiéu qua khang nim
dat 100%.

Vi du 4:

Thit nghiém hoat tinh iz vivo khang ndm cia cao chiét n-hexan va cao etyl axetat tai
Han Qubc d6i véi 7 loai nAm: ndm Magnaporthe grisea gy bénh dao 6n trén lta; nim
Rhizoctonia solani gdy bénh bac 14 lua; nidm Botrytis cinerea giy mbc xam; nim
Phytophthora infestans g&y bénh mdc swong & ca chua; ndm Puccinia recondita giy ri sét
lta mi; nAm Erysiphe graminis giy bénh phén tring va Colletotrichum gloeosporioides
gdy bénh than thu trén ciy 6t. Két qua thir nghiém hoat tinh khang nim cta cao chiét »-
hexan va cao chiét etyl axetat di voi 7 loai ndm trén & ndng d 3000 pg/ml duge thé
hién trong bang 3.

Bang 3. K&t qua thir hoat tinh khéng nim ctia cao chiét etyl axetat vi cao n-hexan & néng
dd 3000 pg/ml dbi véi 7 loai ndm

MAu | Magnaport| Rhizoctonia | Botrytis | Phytophthora | Puccinia | Erysiphe | Colletotrichum
thit | he grisea solani cinerea infestans recondita | graminis | gloeosporioides

Cao ‘ A
chiét n- 25 0 0 64,29 26,67 0 58,33
hexan

Cao
chiét

93,75 0 28,57 95,71 90 0 93,33
etyl

axetat

Qua bang 3, nhén thiy cao chiét etyl axetat thé hién hiéu qua khang ndm cao (hon
90%) d6i v6i bénh dao 6n do Magnaporthe grisea, mdc suong do nim Phytophthora
infestans; i sit laa mi do Puccinia recondita va bénh than thu trén ciy &t do
Colletotrichum gloeosporioides. Cao chiét etyl axetat thé hién hoat tinh cao hon so véi
cao chiét n-hexan d6i v6i ndm Magnaporthe grisea giy bénh dao on; nim Botrytis
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cinerea gy bénh mdc xam; nim Phytophthora infestans gly ca chua mbc suong; ndm
Puccinia recondita gy ri st 14 Ita mi va ndm Colletotrichum gloeosporioides giy bénh
than thu trén 6t. Ca hai cao chiét etyl axetat va n-hexan déu khong thé hién hoat tinh
khéang ndm Rhizoctonia solani giy bénh vo bac 14 l4a, Erysiphe graminis gy phén tring.

T céc thi nghiém trén cho thiy, cao chiét etyl exatat 13 cao chiét c¢6 hoat tinh manh,
c6 tac dung khang mdt s ndm va khang vi khuin giy bénh hai cay trdng.

Lgi ich dat dwgc clia gidi phap hiru ich

Quy trinh ché tao cao chiét tir 14 mudng trau (Cassia alata L.) c6 hoat tinh khang
nidm va khang vi khuidn gdy bénh hai cy trdng cho phép st dung 14 cdy mudng lam
nguyén li¢u ché tao cao chiét giau hoat tinh, tao tién @8 ché tao mot san phém BVTV
khang nim va khang vi khudn hai ciy trong tir ngudn thao mdc thén thién véi con ngurdi
va mbi truong.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Quy trinh ché tao cao chiét tir 14 mudng tru Cassia alata L. c6 hoat tinh khang ndm
va khang vi khuan gy bénh hai cay trdng bao gdm cic budc:
) So ché nguyen lidu:

- nguyén lidu 14 mudng trau kho sau khi thu héi duge so ché 1am sach, say kho tai nhlet
do 40 den 50 °C, nghién nhé 14 ciy mudng triu dén kich thudc 5 dén 10 mm, thu 14
cay mudng trau kho dang manh nghlen nho;

(i)  Chiét hdi luu néng thu cao chiét thé:

chlet hdi Iuu néng 14 cdy mudng triu nghién nhé bang dung mdi metanol véi ti 1€
nguyén liéu:dung moi 1a 1:4-1:6 (khdi lwong/thé tich), tai nhiét do chiét 13 60 dén
64°C, thoi gian chiét 6 dén 8 gid, thu dich chiét metanol

) quay chan khong dich chiét metanol 14 cay mudng trau & nhiét @ 50 dén 60°C, ap

suit trong khoéang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 d&n 50,5KPa), thu cao chiét metanol thd; va
(iii) Chiét phan bd 1am giau cao chiét:

- phén tan hoan toan cao chiét metanol thdé trong hdn hop metanol: nude (t 18
metanol/nuéc 14 4:1 (thé tich: thé tich) véi ti 1é cao chiét metanol tho/ hdn hop
metanol/nude 14 1:5 dén 1:10 (khdi lugng : thé tich).

- chiét phan bd hdn hop trén véi dung moi #-hexan, v6i ti 1§ dung mdi n-hexan: hon
hop nuéc/metanol dimg dé phan tan cao chiét thd 1a 1:1 (thé tich:thé tich)), nhiét d9
25 dén 35 °C, thoi gian 1 d&n 2 gio, loai bo dich chiét n-hexan va thu phan 16p
metanol:nudc;

- ¢ quay chan khong phan 16p metanol:nude con lai tai nhiét do 60 °C, ap sut trong
khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 dén 50,5KPa), dé loai hét dung mdi metanol va bd
sung nude bang vai thé tich metanol ¢6 loai;

- chiét phin b phan 16p nudc ndy (phan 16p metanol-nudc sau khi loai metanol va bd
sung nudc) voi etyl axetat véi ti 1€ phan 16p nude: dung moi etyl axetat 1a 1:1 (thé
tich:thé tich), nhiét 6 20 dén 35 °C, thoi gian thoi gian 1 dén 2 giv, dé yén tir 1 dén 2
gio;

- th4o riéng nhim thu dich chiét etyl axetat; c6 quay chan khong dich chiét etyl axetat
tai nhiét @6 tir 50 dén 60 °C, dp suét trong khoang tir 0,1 dén 0,5 atm (10,1 dén
50,5KPa), thu cao chiét etyl axetat 1a cao chiét tir 14 mudng tréu c6 hoat tinh khang
nAm va khang vi khun gay hai cdy trong.





