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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap téi phin chiét giau rutin va phuong phap san xuét phéan chiét
nay.
Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Rutin 14 flavonoit ty nhién duge dung 1am nguyén liéu san xudt Troxerutin, 14
chit ¢6 tac dung lam ting d6 bén mao mach va lam giam tinh thim cta thanh tinh
mach. Nghién ctru 14m sing cho thdy ring cac bénh nhan da dwoc didu tri bing din xuAt
rutin, Venoruton, c6 kha ning cai thién dugc hoi chirng sau nghén mach. Xem,
Panminerva Medicine, 53, trang 13, 2011. Nghién ctru khac chi ra ring rutin 1 mot
trong céc chit chéng nghén mach hidu qud nhdt. Xem, The Journal of Clinical
Investigation, 122, No 6, 2012. Rutin dugc dung lam nguyén liéu ban ddu dé san xuét

nhi€u dugc chat va ngay cang c6 vai trd quan trong hon.

Pé chiét va tinh ché rutin tir cac ngudn thuc vat khac nhau, vi du, cdy hoe
(Sophora Japonica) (Chau A), Fava d'anta (Bra-xin), va Uncaria elliptica (Bra-xin),
cac dung moi nudc va metanol thuong dugc st dung. Tuy nhién, trén thuc té, phin
chiét giau rutin thu duoc tir cac nguén thuc vat nay lai ¢ nhiéu nhuge diém déng ké,
nhu ¢6 mau ndu ddm va chira ham lugng sit cao hon so voi cac phin chiét giau rutin tir

cac nguon khac. Mau ndu nay dugc coi 1a sic t6 c6 trong thuc vat.

Rét kho dé loai bd mau ndu nay va lam giam ham luong sat bing céc phuwong
phép chiét va/hoic tinh ché thong thuong, do sit thuong lién két chit chd véi céc séc td.
D4 c6 nhiéu nd lyc dé khic phuc céc nhuoe didm nay. Tuy nhién, cdc nd luc nay khong
lam giam duoc luong sit lién két trong céc sic t6 ma vin duy tri duoc hiéu sudt tao
rutin cao.

Can c6 quy trinh thich hop, ¢6 hiéu qua kinh té, c6 thé &p dung & quy mo 1on dé
san xuit phin chiét gidu rutin véi ham luong rutin cao, ham luong sét thip, va giam

dugc ham lugng tao séc t6.
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Bin chit ky thuit clia sing ché

Sang ché dua trén phat hién bét ngo ra dang két hop déac hi€u cia rugu va axit cd
thé duoc sir dung dé xir 1y thyc vt nhim thu dugc phin chiét gidu rutin ¢6 ham luong

sat va sac to thap.

Do d6, sang ché dé& xuit phuong phap san xudt phin chiét giau rutin tir thue vat.
Phuong phap niy bao gdm cac budc: hoa tan phin chiét thuc vat chira rutin vao
metanol hodic etanol dé thu duoc phan chiét rutin tho, phan chiét thuc vét chtra rutin rén
nay chira rutin v6i ham lwong ndm trong khoang tir 90% dén 95% khdi luong va sit véi
ham lugng nim trong khoang tir 100 dén 300 phan tridu; lam giam thé tich cia phén
chiét rutin thé dé thu dwoc dich ¢ dac; didu ché hdn hop bing cach bd sung axit véi
néng do 1-15% khdi luong ph?ln chiét thuc vat chira rutin vao dich co dic nay, va tuy y
ruou c¢6 1 dén 4 nguyén tr cacbon, nudc, hodc cd hai loai nay, trong dé phﬁn chiét thuc
vét chira rutin chiém tir 8% dén 30% (khéi luqng/thé tich) hdn hcjp va axit dugc chon tir
nhom bao gém axit ascorbic, axit xitric, axit tartric, axit galic va axit malic; dé yén hén
hop niy dé tao ra két tiia; va tach riéng két tua, tir do thu dugc phin chiét gidu rutin

chira sit v6i ham luong nho hon 20 phin triéu.

Phan chiét thuc vat chta rutin c6 thé duoc diéu ché & dang két taa tho béng cach
chiét Uncaria elliptica, cdy hoe (Sophora Japonica), hodc Fava d'anta v6i nube, ruou,

hodc rugu trong nuéc.

Theo mot s6 phuong 4n, axit duge b sung véi lugng ndm trong khoang tir 1 dén
10%, vi dy, tir 1 dén 5%, hodc tir 2 dén 4% khdi lvong phin chiét thuc vat chira rutin.
Trong trudng hop khi nude va rugu ¢ 1 dén 4 nguyén tir cacbon duge bd sung, thi ty 18
gifta nu6c va rugu ¢6 1 dén 4 nguyén tir cacbon c6 thé nm trong khoang tir 1:1 dén
5:1, vi dy, nim trong khoang tir 1:1 dén 3:1. Nu6c va ruou c6 1 dén 4 nguyén tr cacbon
c6 thé dugce bd sung riéng ré, déng thoi, hodc & dang dung dich ruou ¢6 1 dén 4 nguyén

tr cacbon trong nudc.

Sang ché cting d& cap dén phan chiét giau rutin ctia Uncaria elliptica, phin chiét
nay chtta rutin v6i ham lugng nim trong khoang tir 97% dén 99% nhu duoc x4c dinh
boi HPLC va sit v6i ham lugng nhé hon 20 phén triéu, d6 hép thu cta phan chiét nay &
550 nm nho hon 0,2. Phan chiét ndy con c6 thé chira nudc voi lwong ndm trong khoang

tir 5% dén 10% khéi lugng. N6 ¢6 thé duoc diéu ché bang phwong phép néu trén.
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MG ta chi tiét sing ché
Viéc mo ta chi tiet mot hodc nhi€u phuong én theo sdng ché duge néu trong phan
mo ta dudi ddy. Cac dau hi€u, myc dich va vu diém khac cla sdng che s& dugc néu boi

phén mo ta va phan yéu cau bao h¢ kém theo.

Sang ché mo ta phuong phép thu duoc phan chiét giau rutin tir cac ngudn thue
vét bing cach st dung dang két hop méi cia ruou va axit. Phan chiét giau rutin thu
duoc bang phuong phap niy lam giam dang ké qua trinh tao séc t6 va ham luong sét so

v6i cic phan chiét dugc didu ché bang cac phuong phap thong thudng.

Béng cach st dung cac phuong phap thong thudong da biét trong linh vuc k¥
thuat nay, phﬁn chiét chira rutin rén c6 thé duoc didu ché tir cac nguén thuc vat khac
nhau, vi dy, ciy hoe (Sophora Japonica) (Chau A), Fava d'anta (Bra-xin), va Uncaria
elliptica (Bra-xin). Cac phuong phép nay bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, ngam,
gia nhigt, lic, khuéy tron, hodc dé ngém nguyén liéu thyc vat, vi dy, than va 14, trong
c4c dung mdi khic nhau. Nguyén liéu thuc vét duge sir dung c¢é thé & dang toan bd thuc
vat kho, thuc vat da nghién hodc bot. Cac dung mdi bao gém nude, ruou (vi dy,
metanol), hodc rugu trong nude. Sau khi chiét, dung dich phén chiét c6 thé dugc tach
riéng ra khoi chit rdn bing cach sang, loc, ép hodc cac k§ thuat thich hop khéc. Dich
loc ¢6 thé duoc ¢6 dic va lam ngudi dé tao ra két tua, tir d6 thu duoc phén chiét chira
rutin ran. P& mé ta cac phuong phép chiét khac nhau, xem, vi dy, Patent Trung qudc
1013579; US2006/0099690; va Dighe et al., International Journal of Pharma and Bio
Sciences, 2(1):750-757 (2011).

Théng thudng, phan chiét chira rutin rin duoc didu ché bing cac phuong phép
nay ¢6 ham luong sét cao, vi du, tir 100 dén 300 phén triéu, va tao sic t6 dam, vi du, sic
t6 vang hodc mau niu, dic biét 14 cac phin chiét c6 ngudn gdc tir Uncaria elliptica.
Rutin c¢6 thé c6 mit voi lwong nim trong khoang tir 85% dén 90% khéi lwong cta cac

phan chiét chira rutin ran nay.

Do d6, phan chiét chira rutin rén da didu ché c6 thé dugc hoa tan trong dung méi
ruou, tot hon 1a metanol hodc etanol, dé thu dugc dung dich phén chiét rutin thd. Vi du,
phan chiét rin voi lugng ndm trong khoang tir 0,05 — 0,13g c6 thé duoc hoa tan vao 1ml

dung méi. Dung dich phéan chiét thd c6 thé dwoc c6 dic tiép, vi du, dudi 4p sudt khong
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khi, d& lam giam thé tich cta nd, vi du, tir 4 dén 10 14n. Thé tich cudi cung cua dung
dich phén chiét tho co thé dugc xédc dinh trude dua vao thé tich va ham lugng mong

mudn ctia hdn hop s& duoc néu dudi day.

Axit, va tiy ¥ ruou ¢ 1 dén 4 nguyén tir cacbon, vi du, metanol, etanol,
propanol, hoic n-butanol, dwoc bd sung vao phan chiét rutin thd néu trén dé thu duoc

hén hop. Nudc cling ¢6 thé duge chira trong hdn hop.

Axit da str dung dugc chon tir axit ascorbic, axit xitric, axit tartric, axit galic, va
axit malic. Axit dugc bd sung vao phan chiét rutin tho voi ugng ndm trong khoang tir 1
dén 15%, vi du, tir 1 dén 10%, hodc tir 1 dén 5% khdi luong phin chiét chira rutin rin

néu trén da dung dé didu ché phan chiét rutin tho.

Hdn hop cAn chtra it nhit mot ruou ¢6 1 dén 4 nguyén ti cacbon. Vi dy, nhu da
néu trén, metanol hodc etanol (trc 13, ruou ¢ 1 dén 4 nguyén tir cacbon) cé thé duoc sir
dung d tao ra dung dich phan chiét rutin tho tir phin chiét chira rutin rén. C6 thé khong
nhét thiét phai bd sung rugu khéc ¢6 1 dén 4 nguyén tir cacbon vao phan chiét rutin tho.
Trong mot s6 truong hop, dé thu duge hdn hop chira phan chiét chira rutin rén véi
luong nim trong khoang tir 8% dén 30% (khdi lwong/thé tich), ruou c6 1 dén 4 nguyén
tir cacbon, rugu c6 1 dén 4 nguyén tir cacbon trong nude, hodc rugu c6 1 dén 4 nguyén
tir cacbon va nuéc 6 thé duoge bd sung, vi du, véi luong phin chiét chira rutin rin gap
tir 2 dén 12 1an (thé tich/khéi lugng). Ruou khac ¢6 1 dén 4 nguyén tir cacbon dd bd

sung c6 thé 14 gidng hodc khéc voi ruou di dung dé tao ra phan chiét rutin tho.

Rutin ton tai & cac dang hydrat khac nhau, nhu monohydrat, dihydrat, va
trihydrat. D4 biét ring dang anhydrat va monohydrat 14 khong én dinh. Do dé, tét hon
1a diéu ché dihydrat hodc trihydrat twong ddi 6n dinh bang cach hydrat hoa véi nude
trong qué trinh tinh ché. Do d6, nude ¢ thé duge bd sung vao dung dich phan chiét
rutin tho. Nudc ¢6 thé duge bd sung riéng r&. Nude ciing ¢6 thé duwoc bd sung & dang
dung dich ruou c6 1 dén 4 nguyén tir cacbon trong nude. Ty 1€ gifta nudc va rugu ¢6 1
dén 4 nguyén tir cacbon c¢6 thé ndm trong khoang tir 1:1 dén 5:1, vi du, nim trong
khoang tlr 1:1 dén 3:1. Nhu d4 néu trén, t6t hon néu hdn hop cudi cing chira phin chiét

chira rutin rin vé6i lugng nim trong khoang tir 8% dén 30% (khéi luong/thé tich).

Hon hop chira dung dich phan chiét rutin tho, rugu c6 1 dén 4 nguyén tir cacbon,

axit, va tiy y nudc, tiép dé duogc dé yén dé két tha, vi dy, tao ra tinh thé. Vi du, hdn hop
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c6 thé duge ¢b dic tiép, va hdn hop da co dic nay duoc khudy trén va dé lanh d tao ra
két tha. Két tua nay cé thé duogc thu gom béng k¥ thuat thich hop bAt ky, vi du, loc,

duoc rira bing ruou va/hodc nude, va duge lam khd.

Phan két tia, tirc 12 phan chiét giau rutin, c6 thé chira rutin véi ham luong nim
trong khoang tir 97% dén 99% nhu dugc xac dinh béi HPLC, va sit voi ham luong nho
hon 20 phén triéuy, tic 13, nho hon 10 phan triéu. N6 ciing c6 chira séc t voi lugng thip,
vi du, do hép thu cua phﬁn chiét & 550 nm nho hon 0,2. N6 cling co6 thé chua nuée véi
lwong ndm trong khoang tir 5% dén 10% khéi luong. Phan chiét gidu rutin ¢6 thé co
kich c& hat bt ky, vi du, bing 5 um hodc nho hon. Vi dy, né cé thé chira cac hat c&

nano.

Phan chiét giau rutin dwge didu ché bing phuong phép néu trén 1a hitu ich dé
dung véi cac myc dich khac nhau. N6 ¢6 thé duge bao ché & dang duoc phdm, vi du,
thudc. N cling c6 thé duge st dung 1am thie phdm b sung dinh dudng hodc chét phu

gia thuc phdm.
Vi du thye hién séng ché

Céc vi du cu thé dudi day duoc dua ra nhdm muyc dich minh hoa, cht khong gidi
han ph?ln con lai ciia ban md ta theo cach bat ky. Néu khong c6 chi ddn cu thé nao khéc,
tin rdng khi dua vao phin md ta ndy, ngudi c6 hiéu bidt trung binh trong linh vuc k¥
thudt ndy c6 thé sir dung sang ché & pham vi rong nhét cta né. Toan bd cac don cdng bd
néu trong phin mo ta nay dugc két hop toan b vao day bang cach vién dn.

Céc tri s6 ctia ham luong sét, do tinh khiét va do ha‘ip thu duoc mo ta trong cac Vi
du 1-4 dudi day thu dugc bing cac quy trinh sau:

(1) Ham lirgng sét

1,0g miu duoc léy chinh x4c va dugc sulfat héa. 2ml axit clohydric dugc bd
sung vao phan cin. Tiép d6, mau duge lam khé va gia nhiét trong nuéce soi sau khi bd
sung 10ml nude véi mét giot axit clohydric. Sau khi dé ngudi, thé tich nay duge diéu
chinh chinh x4c dén 10,0ml va tiép do duoc loc qua may loc ¢& 0,45 micron. Néng do

clia st trong dung dich mAu dugc x4c dinh bang cach phéh,tich ICP.
(2) Bo hép thy kha kién

1,0g mAu duge hoa tan trong 15ml dimetylformamit (DMF). Sau khi didu chinh
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thé tich dén 20,0ml béng DMF dung dich duoc loc qua may loc ¢& 0,45 micron. Do

hép thu cua miu d4 loc dugc do & 550 nm véi do dai lan truyén 1a 1,0 cm.
(3) Phan tich HPLC

Phan tich HPLC dugc thuc hién theo tai li€u chuyén khao chéau Au (EP
monograph) vé& Rutoxit trihydrat, cic chét lién quan bing séc ky 1ong. N6i mot cach
ngin gon, cic chit phan tmg va cac diéu kién sir dung duoc néu dudi dy:

Dung dich thir nghiém: Hoa tan 0,10g chat can thir nghiém trong 20ml metanol
va pha lodng thanh 100,0ml bang pha dong B.

Dung dich so sanh (a): Hoa tan 10,0 mg rutoxit trihydrat CRS trong 10,0ml

metanol.

Dung dich so sédnh (b): Pha loing 1,0ml dung dich so sanh (a) dén 50,0ml bang
pha dong B.

Cot (LiChrospher 100 RP-8, C8, 4,0 x 250 mm, Agilent):
- kich ¢&: 1= 0,25 m, duong kinh trong = 4,0 mm,
- pha dn dinh: octylsilyl silicagel ding cho sic ky (5 pm)
- nhiét do: 30°C
Pha ddng:
- pha dong A: tron 5 thé tich tetrahydrofuran véi 95 thé tich dung dich natri
dihydrogen phosphat 15,6 g/l dugc didu chinh téi d6 pH = 3,0 bing axit
phosphoric.
- pha dong B: tron 40 thé tich tetrahydrofuran véi 60 thé tich dung dich natri
dihydrogen phosphat 15,6 g/l dugc didu chinh t6i d6 pH = 3,0 bing axit
phosphoric.

Thoi gian biéu v& gradien

Thoi gian (phit)  Pha dong A (%)  Pha dong B (%)

0-10 50-0 50-100
10 -20 ‘ 0 100
20-21 0-50 100 - 50
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21-25 50 50

Téc d6 chay: 1 ml/phut.

Phat hién: quang phd ké & 280 nm.

Thé tich tiém: 20 pl.

Céc axit va rugu st dung trong cac Vi du 1-4 dudi ddy la do Wako Pure
Chemical Industries, Ltd (Osaka) cung cip: axit ascorbic (loai thir nhét t5i thiéu bing
99,5%); axit xitric (loai dic biét t6i thiéu bang 98,0 %); axit malic (loai dic biét tdi
thiéu bang 99,0%); axit galic (loai thi nhat 98,0 - 103,0%); axit tartric (loai thir nhat t6i
thiéu bing 99,0%); metanol (mtc thtr nhét t5i thiéu bang 99,5%); etanol (loai dic biét
t6i thidu bang 99,5 %); n-propanol (loai ddc biét tbi thiéu bang 99,7%); n-butanol (loai
dic biét tdi thidu bang 99,0 %).

Vidu 1: Diéu ché phin chiét rutin tho

Than va 14 ctia Uncaria eliptica dugc chiét béng nuoc va’/hodc rugu béng cach sur
dung c4c quy trinh thong thuong dé thu duoc phin chiét chia rutin rén. Ba bo phén
chiét chira rutin rdn (mdi bd 50g) nay dugc hoa tan trong 600ml metanol va duoc khudy
trong hai gi' & nhiét do nam trong khoang tir 30 dén 35°C. Mdi dung dich duoc loc va

cd dic dudi dp sudt khong khi dé thu duge 300ml phin chiét rutin tho.

Do d6, phan chiét chira rutin rin chira rutin véi lugng ndm trong khodng tir 85
dén 90% (khéi lugng/khbi hrong) va sét voi lugng ndm trong khoang tir 100 dén 200
phén triéu. N6 chuyén sang mau nau sim khi duoc hoa tan trong cdc dung méi hitu co
va do hép thu trung binh trong DMF ¢ 550 nm béng 0,8 dén 1,3. Dt liéu dugc tom tht
trong Bang 1 dudi day.

Béng 1
Sat .
3616 N DJ hap thu (550 Ham luong rutin (%), Ham luong nude
(pl1an nm) khoi luong/khoi luong (%)
triéu)
A 167 1,173 88,0 9,6
B 174 1,149 89,2 9,2
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l C ' 160 l 1,048 88,6 ‘ 8.9 ‘

Vi du 2: Anh huéng cua axit ascorbic khi két hop vai céc dung moi khéc nhau

(1) Metanol

Ba bd dung dich phén chiét rutin tho, mbi bd thu dugc bang cach hoa tan 50g
phan chiét chtra rutin rén trong 600ml metanol (MeOH), dugc c6 dic dudi ap suit
khong khi d@é thu dugc 300ml thé tich. M3i phan ¢6 ddc dugc nhén 0, 1,0, hoac 5,0g
axit ascorbic va mdi phin nay duoc cd dic tiép dé thu dugc 150ml thé tich. Sau khi dé
két tinh bing cach 1am lanh, tinh thé rutin tinh khiét duoc thu gom bing cach loc, tiép
d6 rira bang metanol. Rutin tinh khiét dugc 1am kho & nhiét d6 60°C trong 5 gio, va
dugc phén tich nhu d néu trén. Cac két qua duoc tong hop trong Bang 2 dudi day.
Viéc bd sung axit ascorbic trong qua trinh két tinh s& lam giam luong sit du va giam do

hép thu & 550 nm theo cach phy thudc lidu.

Béang 2
. | PO
e Luon Sat | hap | Diéntich | Hiéu | Ham
STT Chiét [Két tinh Axit ((y‘)*g (phan | thy |rutin HPLC| suat | lugng
" triew) | (550 (%) (%) |nudce (%)
nm)
MeOH| MeOH | Khéng dung| - 22,4 10,235 99,0 70,2 4,9
MeOH| MeOH |Axit ascorbic| 2 13,7 10,146 98,9 69,9 4,7
MeOH| MeOH |Axit ascorbic| 10 10,2 {0,114 98,4 70,5 5,5

*Luong bd sung tuong tng véi khdi lugng cta phan chiét chtra rutin rén
(2) Etanol

Hai bd phén chiét rutin thd c6 dung tich 500 ml, thu dugc bing céch hoa tan 25g
phan chiét chira rutin rin trong etanol (EtOH), mdi dung dich duge c¢d dic dudi 4p suét
khong khi dé thu duoc 100ml thé tich. Mdi phén ¢6 dic duge nhan 25ml nude chira axit
ascorbic véi lwong bang 0 hodc 0,5g . Sau khi dé két tinh bang cach khudy tron va lam

lanh, tinh thé rutin tinh khiét dwoc thu gom bing céch loc, tiép d6 duge rira bing 15ml
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etanol 95%. Rutin tinh khiét duoc lam khé & nhiét d6 60°C trong 5 gid va dugc phin
tich nhu d& néu trén. Cac két qua duoc tom tit trong Bang 3 dudi ddy. Anh huong cua
axit ascorbic 14 khong déng k& trong truong hop khi metanol duoc sir dung trong qué

trinh két tinh (xem & trén).

Béng 3
- g SE | DOy P g |
Chiét | Kéttinh Axit |08 (phdn | thu sudt | LOn8
T 0" | iew) |(550 nm)| TELC | (oqy | MUOC
' (%) (%)
EtOH |Nudc/EtOH|Khong ding| - 10,7 0,280 97,1 84,0 9,2
. Axit '
EtOH  |Nudc/EtOH L 2 9,59 0,260 97,0 |835| 87
ascorbic
*Luong bd sung tuong dwong véi khdi lugng ctia phan chiét chira rutin rin
(3) Propanol
Hai bd dung dich phén chiét rutin tho duoc didu ché bang céch hoa tan 25g phin
chiét chtra rutin rén trong 300ml MeOH. Mbi phan chiét nay duoc 6 dic dudi ap suét
khong khi dé thu duge 43ml thé tich. Mbi phén ¢6 dic duoc nhan propanol trong nudc
(n-propanol : nuée = 1 : 1; tng thé tich 1 200 ml) chira axit ascorbic véi luong bing 0
hodc 0,5g. Sau khi dé két tinh bing cich khudy tron va lam lanh, tinh thé rutin tinh
khiét dugc thu gom bang céach loc. Tinh thé rutin duge rira bing 25ml n-propanol, tiép
d6 rtra bang nude. Rutin tinh khiét duge lam kho & nhiét do 80°C trong 6 gio va dugc
phén tich. Céc két qua phén tich duoc tém tit trong Bang 4 dudi day. Axit ascorbic lam
giam luogng sit du va lam giam d6 hép thu & 550 nm cta rutin tinh khiét.
Bang 4
bo
. . . Ham
Sat hap | Dién tich |Hi¢u
] . ) Luong . ) . | luong
Chiét Két tinh Axit (phan thu jrutin HPLC| suat
TT (%)* ' nudc
trigu) | (550 (%) (%)
(o)
nm)

-10-
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MeOH [Nudc/propanoll Khéng dung| - 26,7 10,296 98,2 76,4 8,1
MeOH |Nud&c/propanollAxit ascorbic| 2 12,8 0,148 98,2 74,8 8,1
*Luong bd sung tuong duong véi khéi lwong cia phan chiét chira rutin rin
(4) Butanol
M3i dung dich trong s bén phan chiét rutin thd duoc didu ché bang hoa tan 25g
phan chiét chra rutin rén trong 300ml MeOH. M3i dung dich phan chiét dugc ¢o dic
dudi élpvsuét khong khi dé thu duge 43ml thé tich. Mdi phén cd dac duoc nhan n-
butanol trong nudc (nudc: n-butanol = 133 : 67 ml) chia 0, 0,25, 0,5, hodc 2,5g axit
ascorbic. Sau khi dé két tinh bing cach khudy tron va lam lanh, tinh thé rutin tinh khiét
duoc thu gom bing cach loc, va tiép d6 duoc rira bdng 25ml n-butanol, tiép d6 rira bang
100ml nuge. Rutin tinh khiét duge 1am khé & nhiét do 80°C trong 6 gity va duge phan
tich nhu dd néu trén. Céc két qua phan tich dugc tém tit trong Bang 5. Axit ascorbic
lam gidm luong sét du va lam giam d6 hip thu ¢ 550 nm ctia rutin tinh khiét.
Bang 5
, , Luona|  SEC | PO hdp PR IR g, | Ham
Chiet Két tinh Axit e (phan thu it sudt | ToNE
T O 1 ew)  [(550 nm)y| TELC | (of) | DUSC
- @) | (%)
5 MeOH [Nu6c/BuOH|Khéng dung| - 60,3 0,701 97,6 |83,6| 84
6 MeOH [Nudc/BuOH|AXit ascorbic| 1 15,5 0,245 98,2 |835] 8,0
7 MeOH [Nuéc/BuOHIAxit ascorbic| 2 1,86 0,097 98,2 82,41 7.9
g MeOH [Nudc/BuOH|Axit ascorbic| 10 1,36 0,074 98,1 |82,9| 80

*Luong bd sung tuong dwong véi khbi lugng ctia phan chiét chtra rutin rén
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Vi du 3: Anh hudng cla cdc loai axit khéc nhau khi két hop véi butanol trong

nudc

M>bi dung dich trong sb bay dung dich phan chiét rutin thd duge diéu ché bang
céch hoa tan 25g phan chiét chtra rutin rin, thu duoc nhu dugc mé ta trong Vi du 1,
trong 300ml MeOH. Céc phan chiét dugc ¢b dic dudi ap suat khong khi dé thu duoc
mdi dung dich c6 thé tich 43 ml. Mi phan ¢b ddc nhan butanol trong nudc (nwdc: n-
butanol = 133 : 67 ml) chuwra axit tartric, axit Xitric, axit malic, hodc axit galic voi luong

duoc thé hién trong Bang 6 dudi day.

Sau khi dé két tinh dang cd dac béng cach khuéy tron va lam lanh, tinh thé rutin
tinh khiét duoc thu gom bang céch loc. Rutin tinh khiét duoc rira bing 25ml n-butanol,
tiép d6 bang 100ml nude. Rutin tinh khiét duoc lam kho & nhiét d6 80°C trong 6 giv va
duoc phan tich nhu dd néu trén. Cac két qua duoc thé hién trong Bang 6. Ngoai trir axit
galic, tht ca cac axit khac ddu 1am giam luong sét du va lam gidm d6 hép thu & 550 nm
cia rutin tinh khiét.

Céc két qua dwoc md ta trong cac Vi du 2 va 3 cho thiy ring viéc két hop
butanol véi axit ascorbic c6 tdc dung lam giam ham luong sat va do hép thu cta séc t&

vang & 550 nm mdt cach hitu hiéu nhét.

Bang 6

o Luong | Sit | DOhp | Dientich | .
op | Chiét | Kéttinh | Axit ((y-)*g (phdn| thy |rutin HPLC 1’(2;)1 uong
7 trigu) [(550 nm)| (%) o) |nuoc

(%)

MeOH Nudéc/BuOHKhdng dung - 60,3 | 0,701 97,6 83,4 8,4
MeOH [Nu6e/BuOH| Axit tartric | 2 | 152 | 0,224 98,0 835 | 83

o |MeOH Nuoe/BuOH| Axitxitric | 2 | 27.6 | 0313 98,1 80,8 | 8,0
| | MeOH Nusc/BuOH| Axitmalic | 2 | 27,9 | 0353 98,2 82,8 | 8,0
MeOH [Nu6c/BuOH| Axit galic | 2 | 60,6 | 0,809 98,0 82,9 | 8,0
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Axit galic

25284

10

3% mdi
dung dich

10,8

18,6

0,101

0,146

- 974

97,3

81,2

81,0

7,2

7,3

*Lugng bd sung twong dwong véi khdi lwong cta phin chiét chira rutin rin

Vi du 4: Anh hudng cia cdc dung méi

Rutin tinh khiét thu dugc bing céch st dung céc dung méi khéc nhau khong phai

axit bat ky. Nhan thdy ring butanol trong nudc va etanol trong nudc co tac dung cai

thién hiéu suat cua rutin tot hon so vdi cac dung moi khac. Xem Bang 7 dudi day.

Béang 7
. . Dien Ham
, ) Luon Sat | Do hap | tich |Hiu Jron
TT Chieét Keét tinh Axit ((y,)*g (phan| thu rutin | suat n&c’r cg
" | triéu) |(550 nm)| HPLC | (%) )
(%) ’
MeOH MeOH  Khong dung| - 22,4 1 0,235 | 99,0 | 70,2 | 4,9
EtOH | Nudc/EtOH Khong dung| - 10,7 | 0,280 | 97,1 | 84,01 9,2
MeOH Nudc/propanolKhong dung) - 26,7 | 0,296 | 98,2 | 764 | 8,1
5 MeOH | Nudc/BuOH [Khong dung| - 60,3 | 0,701 97,6 | 83,6 8,4
CAC PHUONG AN KHAC

Toan bd cac ddu hiéu duoc boc 16 trong phan mo ta nay c6 thé duoc két hop theo

céc cach két hop bat ky. M&i ddu hidu da boc 16 trong phin mo ta nay ¢6 thé dugc thay

bang mot ddu hiéu khéc véi muc dich gidng nhau, twong duong hodc tuong tu. Do do,

néu khdng ¢6 chi dan cu thé nao khac, mdi ddu hiéu di boc 16 chi nhdm muc dich minh

hoa cho nhiéu d4u hiéu chung tuwong duong hodc tuong tu.
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Tir phdn mo ta néu trén, ngudi 6 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc k¥ thudt nay
c6 thé d& dang xac dinh duoc céc dic tinh chu yéu cia sang ché, va khong nim ngoai
pham vi va ban chét cua sang ché, c6 thé tao ra cac bién ddi va cai bién khac nhau theo
sdng ché sao cho phit hop véi cac tmg dung va didu kién khac nhau. Do d6, cac phuong

an khac cling ndm trong pham vi ciia cac phéan yéu cau bao ho.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap san xudt phin chiét giau rutin tir thyc vat, trong d6 phuong phép nay

bao gdm céc budc:

hoa tan phén chiét thuc vit chira rutin vao metanol hodc etanol dé thu duogc dich
chiét rutin thd, phan chiét thuc vat chira rutin nay chtra rutin véi ham luong nim trong
khoang tir 90% dén 95% khdi lugng va sit v6i ham luong ndm trong khoang tir 100 dén

300 phén tridu;
lam giam thé tich ctia dich chiét rutin thé dé thu duoc phdn ¢6 dic;

diéu ché hdn hop bing céch bd sung vao phan c¢b dic nay axit véi lwvong nim trong
khoang tir 1% dén 15% khbi luong phﬁn chiét thuc vét chia rutin, ruou cd 1 dén 4
nguyén t& cacbon va nudc, trong d6 phan chiét thuc vat chtta rutin ¢6 mit v6i lugng
nim trong khoang tir 8% dén 30% (khdi luong/thé tich) hdn hop nay va axit la axit

ascorbic.
de yén hon hop nay d¢€ tao ra két tda; va

tach riéng két tia nay, tir d6 thu dugc phan chiét giau rutin chira st véi ham luong

nho hon 20 phan triéu.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phén chiét thuc vat chira rutin duoc didu ché &
dang két tia tho bing cach chiét Uncaria elliptica, ciy hoe (Sophora Japonica), hoic

Fava d'anta v&i nude, rugu hodce rugu trong nude.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 axit duoc bb sung v6i lugng ndm trong khoang tur
1% dén 10% khdi lugng phan chiét thuc vét chira rutin, t6t hon 1a nim trong khoang tir
2% dén 4% phan chiét thuc vat chta rutin.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ruou c¢6 1 dén 4 nguyén tr cacbon va nudc duogce
bd sung ¢ dang dung dich ruou ¢6 1 dén 4 nguyén tir cacbon trong nudc chira nudce voi
lwong nim trong khoang tir 5% dén 80% thé tich.

S. Phuong phap theo diém 1, trong do ty 1& thé tich gitta nudc va ruou c6 1 dén 4
nguyén tir cacbon nim trong khoéng tir 1:1 dén 5:1 hodc ndm trong khoang tir 1:1 dén

3:1.
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6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ruou c6 1 dén 4 nguyén tir cacbon 14 metanol va

axit 1a axit ascorbic.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 rugu ¢6 1 dén 4 nguyén tir cacbon 13 n-butanol

hodc propanol.
8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 ruou c6 1 dén 4 nguyén tir cacbon 14 n-butanol.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 axit dugc bd sung v6i lugng ndm trong khoang tir
1% dén 10% khdi lugng phan chiét thuc vat chira rutin, tot hon 14 ndm trong khoang tir
1% dén 5% khdi lugng phan chiét thuc vat chtra rutin, con t&t hon nita 13 nim trong

khoang tir 2% dén 4% khéi luong phﬁn chiét thuc vét chira rutin.

10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 ty 18 thé tich gitta nudc va ruou c6 1 dén 4
nguyén tir cacbon nim trong khoang tir 1:1 dén 5:1 hodc nim trong khoang tir 1:1 dén

3:1.

11. Phin chiét giau rutin cta Uncaria elliptica thu dugc bang phuong phap theo diém
bit ky trong s6 céc diém tir 1 dén 10, trong d6 phin chiét nay chua rutin v6i ham luong
nam trong khoang tir 97% dén 99% nhu dugc xac dinh bdng phuong phap sic ky long
cao ap (HPLC) va st véi ham lugng nho hon 20 phin triéu, do hip thu cta phin chiét
ndy & 550 nm 1a nho hon 0,2, trong d6 d¢ hép thu duge do theo phuong phép sau: 1,0g
mau dugc hoa tan trong 15ml dimetylformamit, sau d6 thé tich nay dugc diéu chinh t6i
20,0ml béng dimetylformamit, dung dich nay duoc loc qua bd loc ¢& 0,45um va do hép

thu ctia mau d4 loc duoc do & 550nm véi do dai lan truyén 12 1,0 cm.

12. Phan chiét giau rutin theo diém 11, trong d6 phin chiét nay chira rutin véi ham
lugng it nhit bing 98% nhu dugc xéc dinh bdi HPLC va sét véi ham luong nhé hon 10
phan triéu, d6 hap thu & 550 nm nho hon 0,1.

13. Phin chiét giau rutin theo diém 12, trong d6 phdn chiét nay chua nude voi luong

nam trong khoang tir 5% dén 10% khéi lugng.
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