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(54) PHUONG PHAP TINH CHE RUTIN

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap tinh ché rutin tir chiét xuat thuc vat chira rutin dya
trén dac tinh hoa tan khac nhau cta hai dang rutin tinh thé Dang I va Dang II trong etanol,
phuong phap nay bao gdm cac budc: a. chuan bi huyén phu chiét xuét thyc vat chira rutin
tho trong etanol c¢6 ham luong nim trong khoang tir 1 dén 15% theo khdi luong; b. gia
nhiét huyén phu thu dugc dén khoang nhiét d cao T1 trong diéu kién khuéy dé thu duoc
dung dich bdo hoa; c. tach cac tap chat khong tan ra khoi dung dich bdo hoa; d. b sung
mam tinh thé rutin Dang II vao dung dich bao hoa & nhiét 6 thap T2 kém khudy; e. duy tri
khudy dung dich dé tao két tinh ¢ nhiét do T2; va f. tién hanh tach pha ran-long dé thu san
pham tinh thé rutin Dang I. Phuong phap theo sang ché dat hiéu suat cao dén 96% va cho
san pham 14 tinh thé rutin Dang I dat d6 tinh khiét 99%.
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Linh vie k§ thuat dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phép tinh ché rutin, va cu thé hon la dé cap
dén phwong phap tinh ché rutin dya trén dic tinh hoa tan khac nhau cta hai dang
tinh thé I va II cda rutin trong etanol dé thu dugc rutin ¢6 do tinh khiét cao tur

chiét xuat thuc vat chira rutin.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Rutin 1a mot flavonoit, chat chuyén hoa trung gian cta thuc vat, ¢6 cau tric

héa hoc cta phan ti nhu sau:

Rutin da dugc cong nhan lam tang stc bén thanh mach mau, do vay
thuong dugc st dung dé didu tri gidn tinh mach, XUuét huyét trong, dot quy do
xuit huyét. Rutin con ¢6 cac thude tinh dugce Iy t6t khac nhu: chéng oxy hoa,
chdng viém, chdng tang huyét ap va chdng tich m& thira. Do vdy, rutin ngay cang
duoc sir dung nhiéu trong cac nganh cong nghiép thuc pham, duoc phim va m§

pham.

Rutin c6 trong nhiéu hoa, qua va cac thanh phan khéc cta trén 70 loai cay
khéc nhau, nhung c6 ham luong nhidu nhét trong hoa hoe (Sophora Japonica),
bach dan (Eucalyptus Macrorhyncha), mach ba goc (Fagopyrum esculentum).
Cay hoa hoe Viét Nam ndi tiéng trén thé giéi do c6 chira ham lugng rutin cao (tir
20% dén 34%). Hoe thuong duoc tré)ng phé bién & céc tinh Thai Binh, Nam Dinh,
Thai Nguyén, Yén Bai va Nghé An, trong d6 hoe & Thai Binh cho ham luong
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rutin cao nhat. Hoa hoe va nu hoe dugc thu hai vao mua he (khoang tir thang 5
dén thang 10), phoi kho, loai bo cuéng, canh, 14 va tap chit dé thanh nguyén li¢u
chinh cho chiét xudt rutin. San lugng hoa hoe kho cua Viét Nam dat khoang
10.000 tin/nim (twong duong khoang 2.000 tén rutin). Tuy nhién do thiéu cong
nghé tinh ché tt, hién nay Viét Nam mdi chi san xuét dugc rutin thd (ham lugng
rutin dat khodng 74-80%). Rutin thd nay chua du tiéu chuan 1am nguyén liéu cho
nganh cong nghiép duoc phim va m§ pham, vi thé ¢ gia xuét khiu kha thap ra

nudc ngoai de tinh ché.

Thuc té 13, cac phuong phap chiét rutin tir cc nguyén liéu thyc vat chira
rutin théng thudng hién nay 1a chiét bang nudc soi, chiét bang dung dich kiém
lodng va chiét bang con. San phim rutin thu duge bang cic phuong phéap chiét
xudt néu trén 13 rutin thd (c6 ham luong tir 74-95%), do vy chua dat tiéu chuén
1am nguyén liéu cho nganh cong nghiép dugc phdm va m§ pham hién dai. Mot
nguyén nhan c6 thé 14 do tinh tan ciia nhidu tap chat trong dung méi khién chung
khé bi loai ra trong qué trinh két tinh rutin. Mot nguyén nhan khac c6 thé 1a do
cac tap chat nay c6 xu huéng bi hut va bam vao cac tinh thé rutin trong qud trinh

két tinh va kho duoc rira sach.

Rutin duge st dung hang ngay dé diéu tri cho ngudi bénh trong thoi gian
dai, c6 thé kéo dai nhiéu thang. Rutin ciing duoc ding cho phu nit mang thai dé
tranh cac tinh trang xuét huyét. Do vay, r0 rang 1a rutin dung trong bao ché dugc
phidm phai 13 rutin hau nhu khong c6 tap chét (rutin sach), dé tranh nguy co tich
tu cac tap chit co thé gdy tac dung phu cho nguoi bénh, me va thai nhi. Rutin
sach vi thé c6 gia tri thuong mai cao hon rutin tho fét nhiéu. Thong thuong, rutin
thd (ham lugng 75-95%) c6 gia thap hon khoang 20-30 1an so véi rutin tinh khiét
(do sach dat 99%).

Do vy, viéc nghién ctru va phat trién cac phuong phép tinh ché rutin tho
dé thu duogc rutin sach (do tinh khiét dat dén 99%, rutin 99%) da va dang duoc
tién hanh ¢ nhidu nudc trén thé gidi, ching han nhu céc phuong phép tinh ché

rutin d& duoc boc 16 trong patent M§ sé US 2,520,127 cta James F. Couch va céc
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déng tac gid, US 2,543,783 A cua Krewson Charles F, patent Trung Quéc s6
CN102718820 B cua Liu Zhiqiang. Tuy nhién, cac phuong phép nay con nhiing
nhurge diém sau: phirc tap, chi phi cao va kha nguy hiém do phai thuc hién cac
budc quy trinh & nhiét do sdi ciia dung mdi (con ¢ 78°C, nudc ¢ 100°C) hoic
nhiét do qué thap (gan nhiét o dong bang ctia nudce); chi phi cao do phai st dung
cdn tuyét ddi; va phai thuc hién nhiéu bude quy trinh phirc tap, vi thé gi4 thanh

cua san pham rutin sach van rat cao.

Do d6, vin ¢6 nhu ciu nghién ctru va phat trién phuong phap don gian hon
va kinh té hon dé tinh ché rutin tir chiét xut thuc vat chira rutin (ngudn nguyén
liéu rutin thd c6 ham lugng rutin thap) nhim thu duoc rutin c6 do tinh khiét cao
(dat 99% do tinh khiét), dap tmg duoc cic yéu cau khit khe cua nganh cong
nghiép dugc pham.

Ban chat ki thuat ciia sang ché

Sang ché duya trén co sé phat hién déng ngac nhién clia cic tac gia sang ché
vé dic tinh hoa tan khac nhau ciia hai dang tinh thé rutin trong etanol. Su khac
biét »déng ké gifta cac dac tinh tan-nhiét do cia Dang I va Dang II cho phép tach
duoc rutin sach tir chiét xudt thuc vat chaa rutin béng mot chién luoc két tinh dac
hiéu.

Theo d6, sang ché dé xuit mot phuwong phap méi dé tinh ché rutin tir chiét
xuét thuc vat chira rutin dya trén dic tinh hoa tan khac nhau cia céc tinh thé rutin

Dang I va Dang II trong etanol, phuong phap nay bao gdm cac budec:

a. chuan bi huyén phu chiét xuit thuc vat chira rutin thd trong etanol c6

ham lugng nam trong khoang 1-15% theo khdi luong;

b. gia nhiét huyén phu thu dugc dén khoang nhiét do T1 ndm trong khoang
ttr 40°C dén 50°C trong diéu kién khuéy dé thu duoc dung dich bao hoa;

c. thch cac tap chéat khong tan ra khoi dung dich bdo hoa;
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d. bd sung mam tinh thé rutin Dang II vao dung dich bdo hoa & nhiét do
’[hép T2 ndm trong khoang tir 20°C dén 35°C, kém khuéy;

e. duy tri khudy dung dich dé tao két tinh & nhiét do T2; va

f. tién hanh tach pha rin-long dé thu dugc san phdm mong mudn 13 tinh

thé rutin Dang 1.

Phuong phap theo sang ché ¢6 thé duge tién hanh két tinh va tach theo mé

hodc két tinh va tach ban lién tuc.

V6i cach két tinh va tach theo mé, trong bude d: toan b dung dich bdo hoa

dugce st dung cho mdi mé két tinh.

V&i cach két tinh va tach ban lién tuc, sau budc c: dung dich bdo hoa
duoc chia thanh nhidu phan cho qua trinh két tinh ban lién tuc. Dé bit ddu quy
trinh, trong budc d: mam tinh thé dugc dua vao phan thi nhit cua dung dich bao
hoa; trong budc f: thu hoach mot phan san phdm huyén phii, dong thoi thém budce
g: bd sung phan tiép theo ctia dung dich bio hoa dé tao két tinh tip trong budc e.
Do d6, khong can phai tao tinh thé mam méi; va thém budc h: 13p lai cac budc e,

f, g cho dén khi sir dung hét dung dich bdo hoa.

Theo mdt phwong 4n cia sang ché, mam tinh thé rutin Dang II duoc sir

dung trong budc d duoc chuén bi nhu sau:

dl. chuan bi huyén phu tir tinh thé rutin tinh khiét Dang I trong
etanol c6 ham lugng nam trong khoang 10-20% theo khéi lugng, tét hon 13
khoang 12-15% theo khdi luong, va tdt nhét 1a khoang 14,3% theo khoi
luong, tdt hon st dung thiét bi khuéy tor don gian;

d2. khudy huyén phu ¢ nhiét d6 nam trong khoang tir 40°C dén 50°C,
t6t hon 12 ndm trong khoang tir 42°C dén 47°C, va tdt nhét 1a khoang 45°C
trong mot khoang thoi gian nhét dinh; va

d3. 1am mat huyén phi xuéng nhiét do nim trong khoang tir 20°C
dén 30°C, tot hon 1 nam trong khoang tir 22°C dén 27°C, tot nhét 13
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khoang 25°C, nghia 12 ¢ nhiét do méi truong, dong thoi duy tri khudy
trong mot khoang thoi gian nita dé thu tinh thé rutin Dang II.

Huyén phu tinh thé rutin Dang II thu duoc theo cach trén duoc sir dung dé
tao mam va kich hoat qu4 trinh két tinh trong phwong phép theo sang ché.

Ngac nhién phat hién ra ring cic budc cua phuong phap theo sang ché c6
thé duoc tién hanh trong cac khoang nhiét do khong cao hon nhiéu so véi nhiét
do moi trudong, nghia 1a & khoang nhiét do an toan dé tién hanh dugc cac budc
ctia phuong phap mot cach don gian. Cu thé 13, trong cc phuong phép cua sang
ché T1 nim trong khoang tir 40°C dén 50°C, t6t hon 1a nim trong khoang tir 42°C
dén 47°C, va tbt nhat 1a khoang 45°C, va T2 1a nhiét d) mdi truong, nghia la nam
trong khoang tir 20°C dén 35°C, tot hon 13 ndm trong khoang tir 22°C dén 27°C,
va tt nhét 13 khoang 25°C.

San pham tinh thé Dang I thu dugc theo phuong phép ciia sang ché tét hon
duoc rira bang etanol, sau d6 duoc 1am kho & nhiét do 1a khoang 40°C dé thu tinh

thé rutin Dang I mong mudn.

Phuong phép theo sang ché ¢ cac budc thuc hién don gian, didu kién thuc
hién dé dang va an toan, nhung cho hiéu suit cao dén 96%, va san pham thu duoc
c6 thé dat do tinh khiét 1én dén 99%, dugc do bang phuwong phap sic ky long hiéu
ning cao (High Performance Liquid Chromatography — HPLC). San phim thu

duoc tir phuong phap nay dap ung tiéu chuin ciia nganh cong nghiép dugc pham.
MB® ta vin tit cac hinh vé
Sang ché va cac diém uu viét ciia sang ché s& duoc hiéu rd hon qua phan
md ta chi tiét dudi day két hop v6i cac hinh vé& kém theo, bao gom:
Fig.1 1a dd thi cho thiy mdi lién hé giita do hoa tan ciia rutin trong etanol
va nhiét dg.
Fig.2 1a do thi giai thich chién lugc két tinh rutin tir chiét xuat thuc vat

chira rutin theo phuong phép ciia sang ché.
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Fig.3 13 hinh vi du cua thiét bi két tinh dugc str dung trong mot phuong 4n

cua sang ché.

Fig.4 1a d6 thi thé hién két qua quan sét theo thoi gian ciia quy trinh két
tinh: truc tung ATR-FTIR thé hién ham luong rutin trong pha léng; truc tung
FBRM thé hién phan bd sb luong va kich thude tinh thé rutin.

MO ta chi tiét sang ché

Duéi day 1a phan md ta chi tiét mot hodc nhidu phwong an ciia sang ché.
Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay can hiéu rang mé ta chi
tiét chi nham tao diéu kién dé nguoi doc hiéu rd hon sang ché ma khong phai 1a
gidi han pham vi bao ho sang ché. Cac cai bién khéc tir cac phuong an duoc md
ta & ddy, cling nhu cac phuong an khac déu duoc hiéu 13 thudc ndi dung cua sang
ché. Do do, pham vi bdo hd sang ché s& dugc néu trong cac phén Yéu céu bao ho

kém theo.

Phuong phép tinh ché rutin theo sang ché dua trén co sé phat hién dang
ngac nhién vé dac tinh hoa tan khac nhau cia hai dang tinh thé rutin Dang I va

rutin Dang II trong etanol nhu 12 mdt ham cta nhiét do.

Viée st dung cac dung moi, bao gdm ca etanol, dé chiét xudt rutin tir cac
bd phén cda thuc vat c6 chira rutin, sau do cho két tinh dé thu san phém rutin
cling da duoc biét dén. Vi rutin khé hoa tan ¢ cac nhiét do thip, can phai gia nhiét
hén hop gdm dung mdi va cac phan cia thuc vat c6 chira rutin dén nhiét do soi

cta dung moi, vi du dén 100°C d6i v6i nude hodc dén 78°C dbi véi con.

Viéc thuc hién cac budc ¢ nhiét do cao lam tang chi phi bdo dam an toan
chdy, bdng, chi phi nhién li¢u, cling nhu kéo dai thoi gian gia nhiét, thoi gian can
dé giam nhiét dé két tinh.

Ngoai ra, & nhiét do cao, khong chi c6 rutin ma con co nhiéu tap chét khac
cling dugc hoa tan, va do d6 trong qua trinh két tinh chung c6 thé duge két tinh
cing voi rutin, hodic d& dang hat bam chat 1én bé mit tinh thé rutin. Do vay,

thanh phém rutin thu duogc 1an nhiéu tap chit, ham luong rutin thép, chi dat
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khoang 74-90%, cao nhét chi ¢6 thé dén 95%, dugc goi 1a rutin tho. Cac rutin tho
nhu vay khong dap ung cac tidu chuin cong nghiép duge, do vy can phai qua
tinh ché. Cac phuong phap tinh ché hién nay hodc van phai thuc hién & nhiét do
cao hodc phai qua nhiéu budc quy trinh dai va phuc tap véi cac thiét bi phic tap

dé co thé thu duge rutin sach (ham lugng dat 99%).

Rutin Dang I 1a tinh thé rutin c6 kich thudc khoang 10 pm. Rutin Dang I ¢6

kha ning hoa tan tdt trong etanol.

Rutin Dang II 13 tinh thé rutin c6 kich thudc khoang 100 pm (con goi 1a

mam tinh thé). Rutin Dang I c6 kha ning hoa tan kém trong etanol.
Rutin Dang I va Dang II khac nhau vé kich thudc va do tan trong etanol.

Nghién clru ciia cac tac gia sang ché ngac nhién phat hién ra ring c6 hai
dang tinh thé rutin ¢ dic tinh hoa tan rat khac biét trong etanol. Fig.1 1a dd thi
cho thdy mdi lién hé gitta do hoa tan cua tinh thé rutin Dang I va tinh thé rutin
Dang 11 trong etanol theo nhiét do. Nhu c6 thé thiy, tinh thé rutin Dang I va Dang
11 khac nhau vé kich thuéc. Rutin Dang I ¢6 kha ning hoa tan gdp nhiéu lan trong
etanol (khoang 10 14n) so véi rutin Dang II. Céc phat hién nay vé su khac biét
trong tinh hoa tan 1a diic biét quan trong gitip tach dwoc rutin dat do tinh khiét cao
tir chiét xuét thyc vat chira rutin bang chién luge két tinh riéng biét (xem Fig.2)
voi cac diém wu viét ndi bat sau: thao tac don gian chi vai it budc; diéu kién thuc
hién thuan tién (chéng han khong phai lam lanh xuéng dudi nhiét do moi truong);
khong c6 sy thay ddi hay thao tac phuc tap véi dung mdi; c6 thé tai st dung dung
mdi etanol; quy trinh dat hiéu suét cao 1én dén 96%; va thanh pham rutin dat do

sach cao 1én dén 99%.

V6i ham luong nam trong khoang 1-10% theo khéi lugng, rutin Dang I tan
hoan toan trong etanol ¢ nhiét d§ nam trong khoang tir 40°C dén 50°C, tét hon &
nhiét do khoang 45°C, trong khi d6 hau hét cac tap chat khong tan hodc rét it tan
o nhiét do thép nay. Do dd, céc tap chét nay co thé d& dang dugc loc loai dé thu

dung dich sach (dung dich bdo hoa) giau rutin. Day 1a mot trong sb nhiéu diém
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khac biét va uu viét ciia phuwong phap theo sang ché so véi cac phuong phap tinh
ché rutin hién c6.
Rutin thd c6 thé mua duoc tir cic nha san xuét rutin thd cta Viét Nam, chira

khoang 74-80% rutin dang I.

Etanol dung cho phuong phap theo sang ché 1a etanol cong nghiép, ching

han nhu etanol 96%, san c6 trén thi truong.

Ham luong tinh thé rutin Dang I trong huyén phi & budc a nim trong
khoang 1-15% theo khdi lwong, tét hon nim trong khoang 2-9% theo khéi luong.
Trong phuong phap két tinh theo mé, ham luong tinh thé rutin Dang I trong
etanol nam trong khoang 6-10%, tot hon 1a khoang 7-9%, va tét nhat 1a khoang
8,05% theo khdi luong. Trong phuong phap két tinh ban lién tuc, ham luong tinh
thé rutin Dang I trong etanol ndm trong khoang 1-4%, t6t hon 1a khoang 1,5-3%,
va tt nhét 1a khoang 2-2,5% theo khéi lugng. Cac khoang ham lugng 14 dé dam
bao ring dung dich rutin Dang I s& tré nén bdo hoa khi dung dich nay duoc lam

mét dén nhiét d6 moi truong, 13 mot trong hai didu kién dé xay ra két tinh.

Phuong phép theo sang ché ¢ thé duoc tién hanh theo cach két tinh theo
mé hoic két tinh ban lién tuc hodc cc cich thuc tuong tu, trong do két tinh theo

mé hodc két tinh ban lién tuc duoc wu tién.

Theo cach két tinh theo mé, trong budc d: toan bd dung dich bao hoa dugc

sir dung cho mdi mé két tinh.

Theo cach két tinh ban lién tuc, sau budc c: dung dich bdo hoa dugc chia
thanh nhiéu phan cho qué trinh két tinh ban lién tuc. Dé bat diu phuong phap,
trong budc d: dua tinh thé mam vao mot phan dung dich bdo hoa; trong budc f:
thu hoach mdt phan san pham huyén phu, dong thoi trong bude g: bd sung phan
tiép theo ciia dung dich bdo hoa dé tao két tinh tiép trong budc e. Do do, khong
can phai tao tinh thé mam méi. Trong budc h: 1ap lai cac bude e, f, g cho dén khi

sir dung hét dung dich bdo hoa. Fig.4 1a db thi cho thdy ham luong rutin trong
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pha léng, phan bd sé lugng va kich thudce tinh thé trong qua trinh két tinh ban

lién tuc, dugc thyc hién nhu trong Vi du 3 sau day.

Thiét bi két tinh dugc st dung cho phuong phap theo sang ché 14 thiét bi
két tinh thich hop thong thudng, ching han nhu binh két tinh thily tinh hai v,
duoc trang bj thiét bj diéu khién va theo ddi nhiét do, thiét bi khudy tir don gian.
Binh nay con c6 thé duoc trang bi cdc may quang phd hdng ngoai bién ddi
Fourier phan xa toan phan tit din ATR-FTIR (Atenuated Total Reflection
Fourier Transform Infrared Spectroscopy — ATR-FTIR) dé theo ddi ham lugng
trong pha long, thiét bi do phan xa chum tip trung FBRM (Focused Beam
Reflectance Measurement — FBRM) dé theo ddi s6 luong va phan b kich thude
tinh thé. Ddi véi cach thire két tinh va tach ban lién tuc, thiét bi nay con c6 thém
voi thdo san phdm két tinh dugc dit & day binh. Fig.3 14 hinh mot binh két tinh va
cac dau lien két cua n6 véi céc thiét bi duge sir dung theo m{t phuong an cuia
sang ché. Nhu c6 thé thiy, viéc theo ddi ham lugng mong mudn trong pha dung
dich ciing nhu kich thuéc mong mudn cua tinh thé va su phan bd kich thudc
trong subt qua trinh két tinh xay ra c6 thé duoc quan sat va kiém soat tré nén kha
dé dang va don gian.
Vi dy thyc hién séng ché

Céc vi du sau ddy nham muc dich dé hiéu rd sang ché hon, ma khéng nhim
gidi han sang ché theo bat ky cach nao.
Tao huyén phii tinh thé mam dang II trong etanol cho cac Vi du 1-3:

Hoa tan 0,5g tinh thé rutin tinh khiét Dang I trong 3,0g etanol (14,3% theo
khdi lwong) trong mot binh nhéd duge trang bi khudy tir. Khudy huyén phu thu
dugc ¢ nhiét d§ 45°C trong 10 phuat. Sau do 1am mat huyén phu dén nhiét 36 moi
truong, duy tri khudy thém 24 gio cho chuyén héa tinh thé rutin Dang I thanh
tinh thé rutin Dang II. L4y 1ml huyén phu tinh thé rutin Dang II vao céc 6ng
xylanh dé gy mam trong cac Vi du 1-3 sau day.

Vi du 1: Tach theo mé
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Hoa chét: chiét xudt thuc vat mua tai Viét Nam chaa 86,5% tinh thé rutin

Dang I; etanol 96%.

Thiét bi: binh dung (c6c mé, binh thiy tinh); thiét bj két tinh hai vé (dung
tich khoang 0,11); cam bién nhiét Pt-100 va bd didu chinh nhiét dé kiém soat
nhiét do; may khuéy tr don gian; may phan tich HPLC dé xac dinh do tinh khiét

cta san pham thu dugc.

Hoa 10,5g chiét xuit thuc vat chira rutin Dang I da dugc nghién (ham
lwong 86,5%) vao 120g etanol (96%) trong cbc mod dé thu huyén phu rutin (ham
lwong 8,05% theo khdi lugng). Gia nhiét huyén phii dén 45°C kém khudy trong
30 phut dé thu dugc dung dich bao hoa. Sau do, loc loai cac tap chét khong tan ra
khoi dung dich bdo hoa. P6 dung dich bio hoa sach vao thiét bi két tinh dwoc dit
nhiét do & 25°C. Duy tri 6n dinh nhiét d6 va kém khudy, dong thoi thém 1ml
huyén phu tinh thé mam rutin Dang II vao thiét bi két tinh. Duy tri khudy dung
dich dé tao két tinh thém 40 phut. Sau do, tién hanh tach pha rin-16ng san phdm
huyén phu thu duge. Rira tinh thé thu dugc bang etanol, sau d6 duoc lam kho &
nhiét do 40°C dé thu thanh phadm tinh thé rutin Dang 1.

Phan tich d¢ tinh khiét cia san phim va hiéu suét:

Pau vao: 10,5g chiét xuat thuc vat chtra rutin nghién nhd c6 ham luong
86,5% (nghia 1a 9,08g tinh thé rutin Dang I). San pham: 8,88g tinh thé rutin Dang
I, 99% tinh khiét, 97,7% hiéu suét.

Vi du 2: Thir nghiém béan lién tuc quy mo 0, 11it

Hoba chét: chiét xuét thuc vat mua tai Viét Nam chira 86,5% tinh thé rutin
Dang I; etanol 96%.

Thiét bi: binh dung (cdc mo, binh thuy tinh); thiét bi két tinh hai vé
(khoang 0,191); cam bién nhiét Pt-100 va bo diéu chinh nhiét dé kiém soat nhiét
do; may khuéy diia; dau do ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection Fourier

Transform Infrared Spectroscopy, ReactIR45m, Mettler Toledo, Switzerland) dé
theo ddi ham luong dich trong pha léng; dau do FBRM (Focused Beam
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Reflectance Measurement, S400A, Mettler Toledo, Switzerland) dé theo ddi phéan
bd sb lugng va kich thudc tinh thé dich; may phan tich HPLC dé x4c dinh d tinh

khiét ctia san pham thu dugc.

Hoa 5,02g chiét xuét thuc vat chira rutin nghién nho Dang I c¢6 ham luong
86,5% vao 240g etanol 96% trong cdc mé dé thu huyén phu rutin (c6 ham luong
2,05% theo khdi lugng). Gia nhiét huyén phu dén 45°C kém khudy trong 30 phut
dé thu duoc dung dich bao hoa. Sau dd, loc loai cac tap chét khong tan ra khoi
dung dich bdo hoa. B 1/2 phan dung dich bio hoa di loc sach (120ml) vao thiét
bi két tinh (qua miéng nap) dugc dit nhiét do & 25°C. Duy tri on dinh nhiét do va
kém khudy, ddng thoi bd sung huyén phu tinh thé rutin 1ml Dang II vao thiét bi
két tinh. Duy tri khudy dung dich dé tao két tinh thém 40 phat. Thao thu hoach
40ml san phdm huyén phui (qua cira thao thu hoach san pham); sau d6 thém 40ml
dung dich bdo hoa méi tir phan dung dich con lai vao (qua miéng nap). Lap lai
hai buéc cudi hai 1an cho dén khi str dung hét 120ml dung dich bdo hoa. Sau do,
tién hanh tach pha ran-1ong san phdm huyén phu thu dugc. Rira tinh thé thu dugc
bang etanol, sau d6 duoc lam kho ¢ nhiét do 40°C dé thu thanh phim tinh thé

rutin Dang 1.
Phén tich do tinh khiét ctia san pham va hiéu suat:

DPAu vao: 5,02¢ chiét xuét thuc vat chia rutin nghién nhé 86,5% tinh khiét
(nghia 13 4,34g tinh thé rutin Dang I). Pau ra: 0,11g (kh6) cic tap chat khong tan
duoc loc loai, va 1,8g con trong phé‘m pha 16ng sau tach pha rén—léng va lam kho.

San pham: 3.18g tinh thé rutin Dang I, 99% tinh khiét, 73.3% hiéu suat.
Viduy 3: Thtt nghiém ban lién tuc quy mo 1lit

Hoa chét: chiét xuét thuc vat mua tai Viét Nam chtra 86,5% tinh thé rutin
Dang I; etanol 96%.

Thiét bi: binh dung (céc mo, binh thily tinh); thiét bi két tinh hai vo
(khoang 11); cam bién nhiét Pt-100 va bd didu chinh nhiét dé kiém soét nhiét do;
méy khudy diia; ddu do ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection Fourier Trans
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Dang Infrared Spectroscopy, ReactIR45m, Mettler Toledo, Switzerland) dé theo
ddi ham luong dich trong pha 1ong; dau do FBRM (Focused Beam Reflectance
Measurement, S400A, Mettler Toledo, Switzerland) dé theo dai phén bd sb lugng
va kich thude tinh thé dich; may phan tich HPLC dé xac dinh d tinh khiét cia

san pham thu duoc.

Hoa 33,07g chiét xuit thuc vat chira rutin nghién nhé Dang I (c6 ham
luong 86,5%) vao 1,600g (khoang 2,000ml) etanol (96%) trong binh thiy tinh dé
thu huyén phi rutin ¢6 ham lugng 2,03% theo khdi lugng. Gia nhiét huyén phu
dén 45°C kém khudy trong 30 phit dé thu duoc dung dich bdo hoa. Sau dé, loc
loai c4c tap chét khong tan ra khoi dung dich bdo hoa. B 1/2 phan dung dich bio
hoa da loc sach (1,000ml) vao thiét bj két tinh (qua miéng nap) dugc dat nhiét do
& 25°C. Duy tri én dinh nhiét d6 va kém khudy, dong thoi bo sung huyén phu
tinh thé mam rutin 1ml Dang II vao thiét bi két tinh. Duy tri khudy dung dich dé
tao két tinh thém 60 phat. Théo thu hoach 250ml san pham huyén phu (qua cira
thao thu hoach san phdm), rdi d6 250ml dung dich bdo hoa méi tir phan dung
dich con lai vao (qua miéng nap), va tiép tuc khudy thém 240 phut & nhiét do
25°C. L3p lai hai buéc cudi ba l1an. Tién hanh tach pha rén-long san phdm huyén
phu thu dugc dé thu san pham ran. Rua tinh thé thu duoc bing etanol, sau do

duoc 1am kho & nhiét do 40°C dé thu thanh phém tinh thé rutin Dang I.
Phan tich d tinh khiét cta san phém va hiéu suét:

Dau vao: 33,07g chiét xuat thuc vat chira futin nghién nhé 86,5% tinh
khiét (nghia 1 28,6g tinh thé rutin Dang I). Pau ra: 0,85g (kho) cac tap chat
khong tan, va 13,51g con trong phan pha long sau tach pha ran-léng va lam kho.
San phim: 4,45g tinh thé rutin Dang I, 99% tinh khiét va 31,1% hiéu suit (quang
1-240 phut); va 13,87g tinh thé rutin Dang I, 99% tinh khiét va 96,3% hiéu suét
(quang 241-480 phut).

Céac dic diém k¥ thuat dugc néu trong ban mo ta nay co thé duoc két hop

v6i nhau theo bat ky cach thich hgp nao. Mdi dic diém ky thuat nay ciing c6 thé
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duoc cai bién thanh mot bién thé khac nhung van dat duoc muc dich tuong
duong. Do vay, trir khi dugc quy dinh khéc, mdi dic diém k¥ thuét dugc boc 10
trong ban mo ta nay chi 1a mot vi du v& mot trong s hang loat cac phuong an c6

dic diém k§ thuat twong duong

Trén day chi 1a cac phurong 4n vi du cua sang ché, ma khong phai 1am han
ché sang ché. Nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay déu hidu
sang ché co thé co nhidu cai bién va thay ddi. Bat ky su cai bién, thay thé tuong
duong, cai tién va cac thay dbi tuong ty dugc thuc hién theo nguyén ly cua sang
ché déu nim trong pham vi bao hd dugc xac dinh boi cac diém yéu cau bao hd

cua sang che.
Hiéu qua dat dwgre clia sang che

Viéc cac tac gia sang ché phat hién ra ddc tinh hoa tan cta hai dang tinh
thé rutin I va II va tim ra duoc chién luge két tinh, ma cu thé 13 rutin tho dang I
dugc cho hoa tan & nhiét do T1 nam trong khoang tir 40 dén 50°C dé thu dung
dich rutin dang I bao hoa, va dung dich rutin dang I bdo hoa nay dugc tao két tinh
bang tinh thé mam rutin dang IT & nhiét do moi truong T2 nim trong khoang tur
20 dén 35°C dé thu san phdm tinh thé rutin dang I, khién phuong phép theo sang
ché ¢6 duge cac diém vu viét ma cac cong nghé tinh ché rutin hién nay khong co

duoc, cu thé la:

1. Giam gi4 thanh san xuat do giam chi phi cho viéc gia nhiét cao va ha
nhiét thép. Céac budce thuc hién co thé duoc tién hanh trong cac khoang nhiét do
T1-T2 hep, va khong cao hon nhiéu so vé6i nhiét do méi truong gitp giam déang
ké chi phi san xuat do khong phai gia nhiét qua cao dé hoa tan rutin thé hodc phai
ha nhiét xudng qua thap dé tao diéu kién két tinh rutin. Trong khi do, cac phuong
phdp hi€n c6 phai thyc hién hoa tan rutin thd & nhiét do s6i cia dung moi cao
(cOn ¢ 78°C, nude & 100°C) va nhiét d két tinh qua thdp (gAn nhiét do déng bang

cua nudce) khién tang chi phi san xuat cho viéc gia nhiét va ha nhiét.
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2. Tang do an toan san xuét, va khong yéu cau trang thiét bi san xuét phirc
tap. Vi khoang nhiét do T1-T2 dé thuc hién & cac budc 1a bang va cao hon nhiét
dd moi truong khong nhiéu, do an toan san xuét cao hon cling nhu trang thiét bi
san xudt khong yéu ciu dic biét nhu déi véi cac phuong phép hién c6, phai thuc
hién & cac nhiét do soi ciia dung moi cao (con & 78°C, nude & 100°C) va nhiét do
két tinh qué thap qua thap (gan nhiét do déng bang ciia nudc).

3. D0 sach cuda rutin dang I thu dugc dén 99% so vé6i san phém rutin thu
dugc cac phuong phdp thong thuong hién c6 chi dat duge khodng 74-80%. Viée
thuc hién hoa tan rutin thd dang 1 & nhiét do T2 tuong ddi thap (40-50°C) ciing
nhu khoang nhiét do T1-T2 dé thuc hién cac budc 1a kha hep (20-50°C) khién
tranh dugc viéc hoa tan ciia hau hét cac tap chit vao dung dich rutin bdo hoa, gop
phén vao viéc thu duogc san phém rutin tinh thé dang I c6 do sach cao dén 99%,

dap tmg dugc cic yéu ciu khét khe cta nganh cong nghiép duoc phim.
4. Hiéu suét cao dén 96%.

5. St dung dung mdi la etanol cdng nghiép (etanol 96%, san co trén thi
truomg), 1am giam gia thanh san phdm so véi viéc phai ding etanol nguyén chét
(gi4 thanh cao) nhu trong mdt s phuong phap hién ¢6. Co thé tai sir dung dung
moi etanol.

6. Thao tac don gian chi véi it budc, khong c6 su thay do6i hay thao tac
phirc tap v6i dung moi, co thé tai st dung dung moéi etanol, phuong phap theo
sang ché dat hiéu suét cao lén dén 96%:; va thanh phérn rutin dat do tinh sach cao

1én dén 99%.
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Yéu cau bao h
1. Phuong phép tinh ché rutin tir chiét xut thuc vat chira rutin dua trén dic tinh

hoa tan khéc nhau ctia hai dang tinh thé rutin trong etanol, phuong phép nay bao

gom cac budc:

a. chuan bi huyén phu cta chiét xuét thuc vat chira rutin tho trong etanol

¢6 ham lugng nim trong khoang 1-15% theo khdi luong;

b. gia nhiét huyén phd thu dugc dén khoang nhiét do T1 nim trong
khoang tir 40°C dén 50°C trong diéu kién khuéiy dé thu duoc dung dich bao hoa;

c. tach cAc tap chat khong tan ra khoi dung dich bao hoa;

d. bd sung mam tinh thé rutin Dang I ¢6 kich thuéc khoang 100um vao
dung dich bdo hoa & nhiét do thdp T2 nam trong khoang tir 20°C dén 35°C, kém
khudy;

e. duy tri khqu dung dich dé tao két tinh & nhiét do T2: va

f. tién hanh tich pha rin-long dé thu duoc san phim mong muén 13 tinh

thé rutin Dang I ¢6 kich thudce khoang 10um.

2. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 1, trong d6 T1 ndm trong khoang tur
42°C dén 47°C.

3. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 2, trong d6 T1 l1a khoang 45°C.

4. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 1, trong d6 T2 nim trong khoang tir
22°C dén 27°C.

5. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 4, trong d6 T2 1a khoang 25°C.

6. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 1, trong d6 mam tinh thé rutin Dang II

dugc st dung trong bude d dugc tao ra theo cac budc:

d1. chudn bj huyén phu tinh thé rutin Dang I trong etanol ¢6 ham luong

nim trong khoang 10-20%;
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d2. khudy huyén pht & nhiét d6 nam trong khoang tir 40°C dén 50°C trong
mot khodng thoi gian nhét dinh; va

d3. 1am mat huyén phu xudng nhiét do nim trong khoang tir 20°C dén
30°C dong thoi duy tri khudy dé thu tinh thé rutin Dang II, 1am tinh thé mam
rutin.
7. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 6, trong d6 budc d2 duoc tién hanh &
nhiét d6 nam trong khoang tir 42°C dén 47°C.
8. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 7, trong d6 budc d2 duoc tién hanh &
nhiét do khoang 45°C.
9. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 6, trong d6 buéc d3 dugc tién hanh &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 22°C dén 27°C.
10. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 9, trong dé budc d2 duoc tién hanh &
nhiét do khoang 25°C.
11. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 6, trong d6 rutin duge st dung trong
budc d1 1a tinh thé rutin tinh khiét Dang I.
12. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 6, trong dé etanol dugc sir dung trong
bude d1 1a etanol tuyét doi.
13. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 6, trong d6 huyén phu tinh thé rutin
Dang I trong etanol dugc chuan bi ¢ bude d1 ¢6 ham luong nam trong khoang
12-15%.
14. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 13, trong d6 huyén phu tinh thé rutin
Dang I trong etanol dugc chuan bi ¢ budc d1 ¢6 ham luong 1a khoang 14,3%.
15. Phuwong phap tinh ché rutin theo diém 6, trong do cic budc d1-d3 dugc tién
hanh trong diéu kién khudy.

16. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 1, trong d6 & budc d, toan b dung dich

bao hoa duge sir dung cho mdi mé két tinh.
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17. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 16, trong d6 ham luong tinh thé rutin
Dang I trong huyén phu & budc a nim trong khoang tir 6 dén 10% theo khéi

luong.

18. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 17, trong d6 ham lwong tinh thé rutin

Dang I trong huyén phil & budc a nim trong khoang tir 7 dén 9% theo khéi lugng.

19. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 18, trong d6 ham luong tinh thé rutin
Dang I trong huyén phil & budc a 1a khoang 8,05% theo khéi lugng.

20. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 1, trong d6 sau budc c: dung dich béo
hoa dugc chia thanh nhidu phan ding cho qua trinh két tinh ban lién tuc; va trong
bude f: thu hoach mot phan san phdm huyén phti, sau d6 tach pha rin-léng dé thu
tinh thé rutin Dang I; ddng thoi con thém cac budc g va h, trong dé trong budc g:
bd sung mot phén dung dich bao hoa vao thiét bi két tinh dé tao két tinh; va trong

buéde h: 1ap lai cac budce e, f, g cho dén khi st dung hét dung dich bao hoa.

21. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 20, trong d6 ham luong tinh thé rutin
Dang I trong huyén phil & budc a nim trong khoang tir 1 dén 4% theo khéi lugng.

22. Phuong phap tinh ché rutin theo diém 21, trong d6 ham luong tinh thé rutin
Dang I trong huyén phu & budc a nam trong khoang tir 1,5 dén 3% theo khdi

luong.

23. Phuong phép tinh ché rutin theo diém 22, trong d6 ham luong tinh thé rutin
Dang I trong huyén phu & buéc a nim trong khoang tir 2 dén 2,5% theo khéi

lugng.

24. Phuong phép tinh ché rutin theo diém bét ky trong s cac diém néu trén,
trong d6 tinh thé rutin Dang I dugc st dung trong budc a l1a chiét xuat rutin tho
c6 do sach khoang 86,5%.

25. Phuong phép tinh ché rutin theo diém bét ky trong s cic diém néu trén,

trong d6 etanol dugc str dung trong budce a 1 etanol cong nghiép ndng do 96%.
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26. Phuong phép tinh ché rutin theo diém bét ky trong sé cic diém néu trén,

trong do san phém thu duoc tinh thé rutin Dang I dat do tinh khiét 99%.

27. Phuong phép tinh ché rutin theo diém bét ky trong sé cic diém néu trén,

trong do6 hiéu suat cia phuong phép nay dat dén 96%.
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FBRM May khudy diia ATR-FTIR
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Tin hidu FBRM - Phan b sb luong va kich thudc tinh thé dich
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