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Phuong phap phan 1ap va tinh ché ThS. Nguyén Thi Ngoc Lan
CHUONG 1: KY THUAT CHIET TACH

Chiét 1a ding mot dung mai thich hop c6 kha ning hoa tan chat dang can tach va

tinh ché dé tach chat d6 ra khoi méi trudng ran hoic long khac. Ly do phé bién dé thyuc
hién qué trinh chiét trong phan tich hda hoc 1a dé tach hoic 1am giau chit phan tich, hay
tach no ra khoi nhirng chét c6 thé gay nhidu trong phan tich. Phé bién nhat 1a qué trinh
chiét gitra dung méi nuée va dung méi hitu co. Chiét mot chat dang nam trong chét long
khac goi la chiét long, con chiét cac chat khi ching nam trong cac chat rin goi la chiét
ran. TUy theo ban chat caa chat bj chiét va méi truong ching dang ton tai ta chon dung
mai chiét thich hop sao cho chi hoa tan chat dinh chiét ma khong hoa tan cac chét cua
moi truong.
1.1. Ky thuat chiét léng — léng

K§ thuat nay con duoc goi l1a sy chiét bang dung mai. Pay 1a phuong phép tach
dua trén sy di chuyén cua cac chat tir pha 16ng ndy sang pha long khac do tinh tan khéc
nhau cua chdng trong hai pha long riéng biét. Trong d6, mét pha la dung dich chira chat
can chiét, pha con lai 1a dung mai chiét.

Nguyén tic cua sy chiét 1a dung mdi khéng phan cuc (ether dau hoa, benzene,...)
s& hoa tan tot cac hop chat c6 tinh khéng phan cuc (alcol béo, ester béo,...), dung moi
phan cuc trung binh (diethyl ether, chloroform,...) hoa tan tét cac hop chét co tinh phan
cuc trung binh (hop chat ether, aldehyde, ketone, ester,...) va dung moi phan cuc manh
(methanol, ethanol, nudc,...) hoa tan t6t cac hop chat c6 tinh phan cuc manh (alcol,
acid,...).
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Dung moi

1 Ether dau hoa
n-hexane

Benzene

Toluene
Dichloromethane
Chloroform

Ethyl acetate
Butanol

Methanol

Ethanol T

Nudce

Kha nang
hoa tan

.\.
.\'

Nhom chire hitu co

Alkene (C=C), alkyne (C=C)

’

Hop chat thom @

* Hydroxyl (-OH), amine (-NHy)

"~ Carboxyl (-COOH)

Ether (-O-)

/ Aldehyde (-CHO), ketone
_(I:’I‘_
( 0 )
Ester (-COOR), amide
—ICI;_NHZ

\ ( 0] )

N

chét
co
tinh
phan
cuc
tang
dan

Dung méi ¢é dé phan cuc khac nhau sé hoa tan & nhiét dg phong cac hop chdt ¢é do

phan cuc twong vng (chi phu hop véi don chirc)

Bdng 1: Dg phan cuc cua dung moi

Dung moi Chi s6 phan cuc Nhiét do soi (°C)
n-Hexane 0.0 36
Toluene 2.4 111
Diethyl ether 2.8 35
n-Butanol 3.9 118
Tetrahydrofurane 4.0 65
Chloroform 4.1 61
Ethyl acetate 4.4 77
Acetone 5.1 56
Methanol 51 65
Ethanol 5.2 78
Acetonitrile 5.8 82
Dimethylsulfoxide 7.2 189
Nudc 9.0 100
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1.1.1. Nguyén tic co ban

Nguyén tic co ban cua su chiét 1ong — 16ng 1a sy phan b cua mot chat tan vao
hai pha long va hai pha long nay khéng hoa tan vao nhau. Hang s6 phan bd ciia mot chat
tan cho biét kha niang hao tan cua chat nay d6i voi hai pha long tai thoi diém can bang,
duogc biéu dién bang hang s phan bé K.
Cq
Cp

Trong d6: Ca: ndng d6 chat tan trong pha (a) tai giai doan can bang.

K =

Cb: Ndng do chat tan trong pha (b) tai giai doan can bang.

Muc dich chinh cua su chiét bang dung méi 1a dé so bo tinh ché hda mot hop chat
nao d6. Néu mot chat tan X hoac nhitng chét tuéng dong véi chat X ¢6 hang sé phan b
I6n con cac tap ban ciing nhu cac chat khac co cau trdc hda hoc khong twong ddng voi
X lai ¢6 hang sé phan b nho thi ¢ thé ap dung Ky thuat chiét long — long dé cd lap X
va céc chit twong dong véi né.

1.1.2. Piéu kién chiét
+ Dung méi hoa tan tot cac chat can tach.
«  Dung méi tinh khiét, trung tinh, khong doc, khong quéa dé chay, dé bay hoi.
«  Chiét nhiéu lan, m&i lan mot luong it dung moi.
«  Thuyc hién trong nhiét do thich hop va giit khong doi trong ca qua trinh.
« Sy phan 16p khi chiét phai rd rang, nhanh va dé tach riéng biét hai pha.
« Lac hoac tron déu dé qua trinh chiét xay ra tbt.

Viéc chiét long — long dugc thuc hién bang phéu chiét, trong dé chét can tach
ban dau dang nam trong mot chat long cé thé 1a pha hitu co hodc pha nuéc, sir dung
thém nudc hodc dung méi hiru co thich hop dé tch chat can chiét hoic loai bo bot tap
chat khoi dung dich ban dau. TUy vao ti trong gitta dung méi hitu co va nuéc ma pha

hitu co nam trén hodc dudi so véi pha nuéc.
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Phéu chiét (separating funnel) si dung trong su chiét léng — long

Muén kiém tra xem céac hop chat nao da dugc chiét vao pha hitu co ciing nhu cac
hop chat nao con lai trong pha nuéc va chiét bao nhiéu lan thi hoan tat, c¢é thé sir dung
sac ky 16p mong, trén ban mong can so sanh dong thoi vét cia pha nudc va caa pha hitu
co. Su chiét bai mot dung mai cu thé nao d6 duoc goi 1a hoan tat khi 1an chiét n, trén
ban mong khdng con nhin thay vét cta chat d6 trong pha nudc ciing nhu trong pha hitu
co. Ciing c6 thé kiém tra bang cach nho mot giot dung dich chiét lan thir n 18n trén mot
tam kiéng sach, sau khi bay hoi hét dung mai, khéng con vét gi trén mat kiéng.

K3 thuat chiét 1ong — long c6 nhuoc diém 1a do phai lac phéu chiét nhiéu lan, nén
dung mai trong phéu chiét tao nhil twong, gay khé khin trong viéc tach pha thanh hai
l6p. Pé khac phuc nhugc diém nay, c6 thé s dung mot diia thuy tinh dai dua vao phéu
chiét, khudy nhe dung dich hoic co xat nhe vao thanh binh, chd mait mit thoang cua
dung dich nhiam pha v& bot khi dé dung dich nhanh chéng phan thanh hai 16p. Ciing co
thé pha bot bang cach ly tam dung dich. Ngoai ra, khi sir dung nhimg dung méi nhu
ethyl acetate, acetonitrile, ... nhitng dung méi nay c6 tan it trong nuéc nén khi lic nhiéu
lan d& tao nhii twong, khi d6 cho thém mudi NaCl dé giam sy hoa tan vao nhau giira
dung méi hiru co va nudc.

Trong truong hop chat can chiét tan trong pha long hién tai nhiéu hon cac dung
m6i mai hay khdng chon dugc dung moi mai thi khong ding phuong phép chiét thuong
nhu trén, ma phai dung phuong phap chiét lién tuc. Bé Iap rap dung cu cho phuong phap
chiét lién tuc can phai biét dugc ti khdi cua dung méi cao hay thap so véi chét can chiét,
vi ti khéi nay khac thi dung cu lip rép s& khac. Trong phuong phap chiét nay, khi thuc
hién chiét, hai pha long khdng tron 1an vao nhau (hai dung méi, c6 mot dung méi co
chtra chit phén tich) dwgc bom lién tuc va di nguoc chiéu nhau véi tbe do nhat dinh

trong hé chiét, nhu phéu chiét, hay binh chiét lién hoan dong kin dé ching tiép xuc véi
-4 -
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nhau. Hoic ciing c6 thé chi mot dung méi chuyén dong, can mot pha ding yén trong
binh. Khi dé, chat phan tich s& dwoc phan b vao hai dung méi theo tinh chét caa ching,
dé dat dén trang thai can bang. Bé thyc hién cach chiét nay, phai c6 hé thong may chiét,
cot chiét hay binh chiét, c6 bom dé bom céac chét theo dong chay nguoc chiéu nhau véi
tdc do nhat dinh thich hop, hoac chi mét chat, hay ca 2 chat chuyén dong nguoc chiéu
nhau, va phai c6 b tach pha, dé tach cac chat ngay trong qua trinh chiét, dé lay chat
duogc chiét ra lién tuc, hay theo tirng thoi diém (chu ky) nhat dinh ma can bang chiét dat
dugc. Phuong phap chiét nay cho hiéu suat cao, tiét kiém dung méi nhung do lién tuc
dun s6i nén d& phan huy chét can tach. Day 1a phuwong phép chiét dugc ¢ng dung trong

chiét san xuat céng nghé.

(b)
(a) Hé thong chiét Iong — 1ong lién tuc véi dung méi cé ti trong 1om hon miede
(b) Hé thong chiét Iong — Iong lién tuc véi dung méi cé ti trong nhé hon nude
1.2. Ky thuat chiét ran — léng
Déi voi cac chat ran thi chat can chiét hoic & thanh nang nho hozc phan tan trong
chat ran. Hiéu suat chiét chat ran bang chat long phu thudc trude hét vao do hoa tan, va
téc do chuyén tir pha nay sang pha khac. Tinh tan phu thuoc vao dung méi va téc do hoa
tan phu thudc vao bé mit tiép xuc. Vi vay dé ting cuong bé mat tiép xdc gitra dung moi
chiét va chét can chiét, can nghién chat ran cang nho cang tét.
C6 thé tién hanh chiét nguoi bang cach ngdm chat ran vao dung méi trong mot
thoi gian roi chiét dung méi ra. Hoic ciing c6 thé thuc hién chiét nong bang cach dun

hdi luu dung mai véi chat ran mot thoi gian roi chiét ra.
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1.2.1. Ky thuat chiét cé dién

1.2.1.1. Ky thuat chiét ngam kiét (Percolation)
Hé théng gom mét binh ngim kiét thuy tinh, dudi day binh 1a mot van khoa dé
diéu chinh van téc cua dung dich chay ra; mot binh chta dat bén dudi dé hing dung

dich chiét. Phia trén cao cua binh ngam kiét 1a phéu chiét dé chira dung mdi tinh khiét.

\ Dung moi tinh khiét

i /”’ ~Dung moO1 tnh khiét

[:1.1\ loc —HWK ién bi thuy tinh

X
. ‘\\ 1111|'
\ 1\-.1.,..L

J
: 3 ‘-"“}7 — Bt ciy

.\
|
‘-1\."'

Giay loc

\Q_O_‘,‘?_ Béng thuy tinh
'.'
._ \

'"3 = Dung dich chiét

Hé thong chiét ngam kiét

Dung mdi duoc rot tir tir vao binh cho dén khi pha xap mit bot cay, cd thé sir
dung dung mdi néng hoic ngudi. Bé yén sau mot thoi gian, thuong 1a 12-24 gio. Mo
van binh ngam kiét cho dung dich chiét chay ra tirng giot nhanh va dong thoi mé khoa
phéu chiét ¢é dung méi tinh khiét chay xudng binh ngam kiét. Biéu chinh sao cho van
téc dung mai tinh khiét chay vao binh ngdm kiét bang véi van téc dung dich chiét chay
ra khai binh nay.

So sénh véi phuong phap ngdm dam, phuong phap nay doi hoi thiét bi phic tap
hon mot chiit nhung hiéu qua lai cao hon va it mat céng hon, vi dy 1a qua trinh chiét

lién tuc, dung mdi trong binh ngam kiét da bao hoa mau chat s& lién tuc thay thé bang

-6-



Phuong phap phan 1ap va tinh ché ThS. Nguyén Thi Ngoc Lan

dung méi tinh khiét. Kiém tra viéc chiét kiét mau bang sac ky 16p mong hozc bang tam
kiéng sach.
1.2.1.2. Ky thuat chiét ngdm dam (Maceration)

K§ thuat ngdm dam ciing tuong ty nhu k¥ thuat chiét ngam kiét nhung khong doi
hoi thiét bi phuc tap, vi thé cé thé d& dang thao tac véi mot lwong 16n mau. Ngam bot
cay trong mét binh chira binh thay tinh hoic bang thép khéng ri, c6 nap day. Tranh st
dung binh bang nhwa vi dung mai hitu co c6 thé hoa tan mot it nhua, gay nham Ian 1a
hop chit c6 chira trong cay.

R6t dung mai tinh khiét vao binh cho dén xap bé mit cua 16p bot cay. Git yén ¢
nhiét do phong mot dém hodc mot ngay, dé cho dung moi xuyén tham vao cau tric té
bao thuc vat va hoa tna cac hop chat ty nhién. Sau d6, dung dich chiét duoc loc ngang
qua gidy loc; thu hoi dung méi s& c6 dugc cao chiét. Tiép theo, rot tiép dung méi mai

vao binh chtra mau va tiép tuc qua trinh chiét thém mot s6 1an nita cho dén khi chiét kiét

mau.
Gidy loc
Phéu loc | —. o0
éu loc
Bot cay
«—/| Binh thuy

\ tinh
) :
G P :

Dung dich chiét
qua loc

Kj thugt chiét ngam dam
C6 thé gia tang hiéu qua su chiét bang cach thinh thoang dao tron 16p bot cay.
MJi 1an ngam dung mai, chi can 24 gio 1a du, vi véi mot luong dung mdi ¢ dinh trong
binh, mau chat chi hoa tan vao dung méi dén dat marc béo hoa, khong thé hoa tan thém
duoc nhiéu hon. Dung méi sau khi duoc thu hdi, 1am khan nuéc bang céc chat 1am khan

va duoc tiép tuc sir dung dé chiét cac 1an sau.
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1.2.1.3. Ky thuat chiét bang may Soxhlet

Bot cay xay tho duoc dit truc tiép trong 6ng D hoic tét nhat dit trong tai vai dé
dé lay kha khoi may. Khong duge dé lwong bot cdy trong dng D cao vurot hon mirc cong
cua ong thong nhau E. Rét dung moi da lya chon vao binh cau, thé tich khong duoc
nhiéu hon 2/3 thé tich binh ciu.

Paper thimble \ .
D A: Binh cau chira dung moi
Solid material

being extracted . o )
' B: Dung moi sau khi s6i bay hoi

theo 6ng B

passes
h the
thimble wall

=~

C: Ong sinh han

D: Ong chtra bot cay

\
.
S

E: Ong théng nhau, dung mdi
sau khi chiét mau tro lai binh A

¢ vapor

/’ Liquid

solvent

Hé thong chiét bang may Soxhlet
Dung mai tinh khiét khi duoc dung nong sé bbc hoi 1én cao gap 6ng sinh han lam
lanh, ngung tu thanh thé long, tt thang xubng éng D dang chira bot cay. Dung mdi
ngam vao bot cdy va chiét nhitng chét hitu co nao c6 thé hoa tan vao dung méi. Theo
qua trinh dun néng, lugng dung mdi roi vao 6ng D cang nhiéu, mic dung méi dang 1én
cao trong dng D ciing dong thoi dang cao trong dng E. Bén mic cao nhat trong ong E,
dung méi s& bi hit vé binh cau A. Bép tiép tuc dun va quy trinh 13p lai.
Luuy
e Cac hop chét chiét duoc trix trong binh A, dén mot luc nao do n6ng dd chat dat

mirc bdo hoa thi cin phai thay dung méi méi.
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e Sau khi chiét ki€t voi mot loai dung mdi, muon chiét tiep voi mdt dung mdi khac

c6 tinh phan cuc hon, 14y tai bot cdy mo ra cho dung méi bay hét, rdi cho tré lai
ong D, 1ot dung mdi méi va bat dau quy trinh chiét méi.
Uu diém
+  Tiét kiém dung méi, thoi gian.
* Thao tac don gian
«  Chiét kiét cac hop chat trong bot cay
Nhuge diém
* Gi6i1 han lugng bot cay chiét.
+  Khong thich hop dé chiét cac hop chit kém bén nhiét
+  Gia thanh cao, dé v&, kho thay thé.
1.2.1.4. Ky thuit chiét bang 16i cuén hoi nuwéc
K§ thuat dic trung dé chiét ra khoi cay co cac loai hop chét c6 tinh chét bay hoi

duogc nhu tinh dau.

Hinh. Chung cét I6i cudn hoi nutdc
1. Binh cap hoi nuoc ;
2. Binh chura nguyén ligu ching cat
3. Lop tinh dau
4. Lop nuoc

Hé thong chiét 16i cuon hoi gian tiép
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=L g Nudce ra _l i
i 8hg ngung hai -
) |

” Tinh dau nhe

" ’ hon nudc ndi Ong nhanh ngang

Gnggan - :\J ~Ién trén théng nhau
(< ™ _ . . I Ldp nudc trén
I ix*f * Ldp nudc =P
Nudcva | <) . ¥ . Tinh dau nang hdn nudc
Botcdy < o, Van khda ™ Chim xudng dudi
R .
B&p dun o ¥ | YF il
I(ié_"u 8ng gan str dung ,kh" Kiéu &ng gan st dung khi
tinh d&u nhe hon nudc tinh ddu n3ng han nudc

Chiét bing 18i cubh hoi nude, kiéu cai tiéh Dean Stark

Sy 16i cudn hoi nuée duoc thyc hién trén cay twoi, dugc cat nhuyén, dit vao binh
cau, cho nudc cat vao binh sao cho tong thé tich chi chiém 2/3 binh cau. Nudgc trong
binh cau khi bi dun néng s& bdc hoi bay 1én mang theo tinh dau, hoi nay bi 6ng ngung
hoi 1am lanh, ngung tu tré lai thé long, rét xudng dng gan. Trong 6ng gan, dung dich
tach thanh hai 16p gdém nuéc va tinh dau. Phan 16n tinh dau déu tan mot phan trong nudc,
Vi vay dé biét chinh xac ham luong tinh du trong cdy can phai st dung dung méi diethyl
ether va phéu chiét dé thu dugc tinh dau.

1.2.2. K§ thuat chiét hi¢n dai
1.2.2.1. Ky thuat chiét hd tro vi song

Vi s6ng (microwave, micro-onde) 1a séng cuc ngan hay con goi 1a séng siéu tan.
Nang lugng cda vi séng la nang lugng dién tur.

Vi song c6 dac tinh xuyén qua duoc khdng khi, gbm si, thay tinh, polymer va

phan chiéu trén bé mat kim loai.

Kim loai

Teflon

L e ]

<

Vi séng chi c6 tac dung lam ting nhiét o, vo hai ddi voi sinh vat. Khi vi séng

cham dén vat liéu mot phan ning lwong cua né bi phan xa tré lai, mot phan dang ké hon
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s& bi vat liéu hap thu. Nang luong ndy chuyén hoa thanh nhiét lwong va giam dan khi

no truyén di trong vt liéu. Sy dun néng bang vi song 1a mét tién trinh 1am ting nhiét do
cuia vat chat mot cach dac biét, 1am néng tir trong ra ngodi. Tién trinh 1dm néng nay
khong phu thudc vao su dan nhiét cua binh chira va vat chat. Cac phan tir hop chat hitu
co thuong ¢ dang ludng cuc dién. Dudi tac dong cua dién truong, cac phan tu ludng cuc
c6 khuynh huéng sip xép theo chiéu dién truong. Do d6 trong dién trudng xoay chiéu
tan s6 rat cao (MHz) s& gay ra mot sy x&o tron ma sat véi van toc rat 16n giira cac phan
tir v6i nhau, d6 chinh 13 ngudn gdc sy nong I8n cua vat chat. Nhiét d6 ting 1én rat nhanh
(khoang 10 °C /phat).

Nguyen tac li‘!m Khéng dién trudng
nong vit chat i

ooooooo

Bién trudng mot . . .. .

chiéu

Dién trudng = E‘ S -

xoay chiéu - =

cao tan - us N

HR , . e N\
0 tro Pun nong A7 \\»

viséng c6 dién

Vi song kich hoat nhirng phén tir phéan cuc, dac biét 1a nudce, nude bi dun nong

boi su hap thu vi séng va bdc hoi nén dugc si dung dé hd tro phuong phap chung cat
16i cudn hoi nudc.

Temperature and
pressure sensor
connectors

Magnetron
Wave guide antenna

! \ /m—l(. Te € Tt =
v
Reflux system —_ | KR;I:IiMode \ ¢—— Magnetron
stirrer .
«——— Isolated electronics
Cavity
exhausted n | = | = /
— | || || < Room air inlet
Magnetron Vessel  to chemical \; \..//
fume hood | |
‘ll— Waveguide Solvert | . . |
NN | = =
\%\N\/ = .—[
Sample Chemically resistant
Focused microwaves ° coating on cavity walls
\ r N r
Lo don cach Lo da cach
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—] Chung
. A A
= | cat 161
e ) .
ss_| cuon hoi
o e .
-*| nudc

Chung cat
16i cudén hoi
nwroc co
thém nwoc

I

A
A A ’:x:E:::E'
Chung cat 101
cuon hoi nwéc
tinh dau ning - o]
va tinh dau nhe m\\ e
— s
H

U'u diém
* Khoéng c6 quan tinh nhiét
+ Hiéu suat chiét cao hon
« Thiét bi d& sir dung, an toan, bao vé méi trudng
«  Thoi gian chiét nhanh.
+  Tiét kiém ning luong
» Co tac dung dac biét vai cac phan tir phan cuc.
Nhwoc diém
» Kho ap dung cho quy md cong nghiép.
+ Nhiét do sdi ciia dung méi dat dugc nhanh, c6 thé gay nd.

« Khéng pht hop chiét cac chat khdng bén nhiét.
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1.2.2.2. Ky thuat chiét hd tro siéu am

Siéu am 14 séng co hoc hinh thanh do sy lan truyén dao dong cua cac phan tir
trong khong gian c6 tan s6 16n hon gidi han trén ngudng nghe ciia con ngudi (16- 20kHz).
Ngoai ra, séng siéu &m c6 ban chat 1a séng doc hay song nén, nghia 1a trong trudng siéu
am cac phan tir dao dong theo phuong ciing véi phuong truyén caa song. Khi séng siéu
am duoc truyén vao méi truong chat 16ng, cac chu trinh kéo va nén lién tiép duoc tao
thanh. Trong diéu Kién binh thuong, cac phan tir chat 1ong & rat gan nhau nho lién két
hoa hoc. Khi c6 song siéu &m, trong chu trinh nén cac phan tir & gan nhau hon va trong
chu trinh kéo ching bi tach ra xa. Ap luc am trong chu trinh kéo di manh dé thing cac
luc lién két gitra cac phan tir va tao thanh nhitng bot khi nho. Céc bot khi 16n dan dén
mot kich ¢& nhat dinh ma tai d6 nang luong cua song siéu am khong du dé duy tri pha
khi khién céc bot khi nd tung dir doi. Khi d6 céc phan tir va cham véi nhau manh liét
tao nén hién tuong “sdc song” trong 1ong chat long, két qua 1a hinh thanh nhitng diém

c6 nhiét do va &p suat rat cao (5000°C va 5x10%kPa) véi van téc rat nhanh 106 °C/s.

E T I

Dan Nén Déan Nén

Mot chu ki

e ® =z
Hinh thanh  py 44 ridn

Song siéu am c6 tac dung 1am ting su hoa tan caa chét tan vao dung moi va ting
qua trinh khuyéch tan chat tan. Song siéu 4m cudng do cao ciling ¢ thé pha va ciu tric

té bao, thiic day qua trinh chiét.
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b& phéin bifn <
dﬁi‘ difn xoay =~ —
chifu thanh R B& phén chuyen
dao déng = dign ning

Thiétbitmnggia.n
‘\‘ l |
I

Piu thao lép E

dwoc

Thanh siéu am

—

Ly trich kich hoat . _
bing bbn siéu Am Chiet Soxhlet ho tro siéu am
Uu diém
 Hiéu suit chiét cao hon
« Thiét bj dé sir dung, an toan, bao vé méi truong
«  Thoi gian chiét nhanh.
«  Tiét kiém ning lugng
+ Giam duoc nhiét do va ap suat, phi hop chiét cac chat khéng bén nhiét.
Nhwoc diém
+  Ap dung cho qui md nho.
1.2.2.3. Ky thuat chiét bang chat léng siéu téi han (supercritical fluid method)
Chat 1ong siéu téi han 1a chat ¢ nhiét d6 va &p suit trén diém téi han cua no,

mang dac tinh cua ca chat khi va chat long.
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A Apsudt

Dung dich siéu tdi han

Pha long

, piémtéihan
Pha ran

Pha khi

Gidan do pha cho biét méi lién hé giia ap sudt va nhiér dg cia mét chdt tinh khiét
Bdng 2: Gid tri nhiét d va ap sudt téi han cia mét vai hop chdt co thé siz dung trong
phwong phdp chiét siéu téi han
Hop chat  Nhiét @6 téi han (K)  Ap suit téi han (bar)

CO2 304.1 73.8
Nudc 647.3 221.2
Ethane 305.4 48.8
Propane 369.8 42.5
Ammoniac 405.5 113.5

Trong cac hop chét khao séat, CO, duoc st dung phd bién nhat vi n6 co &p suat
va nhiét do t6i han thap, gia tién ré, bén vé mat hoa hoc, khong doc, khong dé chay, co
d6 nhét thap, kha nang khuéch tan cao, dé loai bo sau khi chiét. CO, chi phi hop dé
chiét cac hop chat c6 tinh chat tir khong phan cuc dén phan cyc trung binh. Pé ting
thém tinh phan cuc cho nd can b sung thém céc chat phan cuc nhu: methanol,

acetone,... (thém tur 1-5 %mol).
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dich chiét CO; long

lam lanh nén lanh

Binh Binh
tach chira
san. COz

pham long

san pham

N
lam nong Bdm nén lam lanh

So do hé thong chiét siéu téi han CO2

Uu diém

« Khuéch tan vao trong mau chiét tét hon dung moi khac.

* Str dung it dung moi.

* Than thién v4i moi truong.

« CO tinh chon loc. hiéu suat chiét cao.

« Phl hop chiét chat kém bén nhiét.
Nhwoc diém

«  Thiét bi chuy@n dung, mic tién.

+ Khong thich hop vai mau chiét dang long.

«  Phai thuc hién nhiéu khao sat dé tim céac thdng sé téi wu cho viéc chiét hiéu qua.
1.2.2.4. Ky thuat chiét dwéi ap suat cao (Pressurized liquid extraction)

Kha niang hoa tan ciia cac chat trong dung moi phu thugc nhiéu vao nhiét do. Khi
nhiét do ting, kha ning hoa tan cic chit ting. Vi thé, trong chiét xuit, nguoi ta c6 xu
huéng ting nhiét d6 dé giam lugng dung méi st dung va giam thoi gian chiét. Tuy nhién,
trong diéu Kién binh thuong, viéc ting nhiét do dé chiét c6 gigi han caa nd 1a nhiét do
s6i ciia dung méi. Khi hoa hoi, dung méi khong con kha nang hoa tan c4c chat nira. Bé
khic phuc diéu nay, ngudi ta tién hanh chiét céc chat dudi ap suat cao dua vao nguyén
tic: nhiét do soi cua chit long tang khi 4p suat ting. Khi d6 ta c6 phuong phap chiét chat
long dudi &p suat.

Khi nhiét d6 tang 1én 10°C, kha ning hoa tan cua dung moéi ting 1én gip rudi. Trong
chiét dudi ap suat, dung méi chiét duoc dua toi nhiét do va ap suat gan véi vang téi han.

Nhiét d6 va &p suét cao lam ting kha niang hoa tan va khuéch tan cua dung moéi dé cho
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viéc chiét xuat hiéu qua hon. Nhiét d6 co thé thay doi tir 80 — 200°C va ap suat co thé
t6i 150 bar tiy theo loai dung mdi va chit can chiét.

Pump
"

= )
~ pven

- Valve
Ver{‘ e

ia g

Extraction
cell

Q)

Vent
~._ Nitrogen

!
Solvent cylinder

Collection
& vial

Hé thong chiér dudi &p sudt cao

Uu diém

* Lua chon dung méi linh hoat.

+ Hoa tan duoc nhiéu hop chat tir khdng phan cuc dén phan cuyc.
Nhwoc diém

«  Chiét nhanh va hiéu qua doi vai mau ran.

+  Khong pht hop chiét cac chat kém bén nhiét.
1.3. Ky thuat chiét pha ran

Chiét pha ran (hay chiét ran — 1ong) 1a qué trinh phan bé céc chat tan gitra hai pha
long va ran. Trong do, chét tan ban dau & trong pha long (nudc hoic dung mdi hiru co),
chat dé hap thy chat tan & dang ran (dang hat nho va x6p) goi la pha ran.

Pha ran (con duoc goi pha tinh) thuong 1a cac hat silica gel xp trung tinh, (chat
hap thu pha thudng), oxit nhom, silica gel trung tinh duoc alkyl hda bang cac goc
hydrocarbon mach thang —Cz, -Ca, -Cs, -Cis, ... (cht hap thu pha dao) hay nhan phenyl,
polymer hitu co, hat nhya, than hoat tinh,... C4c hat nay dugc nhdi vao cot chiét nho
(thuong la cot co kich thudc 5 x 1 cm) hoac nén dang dia day 1-2 mm vai duong kinh
3-4 cm (dia chiét).
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+— 47Tmm —»

‘;~ 10pum i

Disk Syringe Disk Syringe Barrel Cartridge

C4c loai chat chiét pha rian

e Chat hap thu pha thuong: silica gel, nhém oxid.

e Chét hip thu pha nguoc: silica gel pha dao (silica gel thuong duogc alkyl hoa
nhém -OH).

e Chét trao doi ion: dé tach cation va anion.

e Chat ray hay sang loc phan tir theo d6 16n, kich thudc phan tu.

e Chét hap thy khi

Pha long 1a pha chira chat can phan tich, ching c6 thé 1a dung mdi hitu co, dung
dich dém,...

Khi cho pha long di qua cot chiét (hoic dia chiét), pha ran tuong tic véi chat can
phan tich va giit mot nhom (hoiac mot sé nhém) cua chat can phan tich lai trén pha ran,
c4c chat con lai di ra khoi cot cung véi dung mdi hoa tan mau. Sau do, dung dung moi
thich hop dé lay nhom chat can phan tich ra khoi cot. Thong thuong, thé tich dung dich
chaa chat can phan tich giai hap ra nho hon nhiéu lan so véi dung dich mau ban dau,

diéu nay c6 nghia 1a chit can phan tich da duoc l1am giau.

CONDITIONING ~ SAMPLE ADDITION WASHING ELUTION

Wr T i qlr

-

1"

[Analyte > Interferents » 0*]

Qua trinh tién hanh chiét pha ran
Uu diém
* Cé tinh chon loc.

* Thao tac nhanh, don gian.
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« Can bang chiét nhanh va ¢4 tinh thuan nghich.
Nhuoc diém
« Thich hop cho miu lugng nhé va phan tich cac vét.
1.4. Phwong phap thu hdi dung moi
Sau cac qué trinh chiét tach long — long hoic ran — long, dung dich chiét duoc
1am khan nuéc bang céc chat lam khan nhu Na2SOs, MgSQa, CaSOs,... Sau do, tién

hanh dudi dung moéi dé thu duoc cao chiét.

=l |__——— Condenser

Spin steaming host

Charging valve Angle adjustment handle

Rotary bottl

Recycling bottle J[“ﬁ
— T
clamp £

Recycling bottle

Handle used to lift

/ __—— Control panel

Engine base

May c6 quay chan khéng
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CHUONG2: PHUONG PHAP NHAN DANH MOT SO LOAI HQP
CHAT TU NHIEN

2.1. Alkaloid
2.1.1. Pai cwong

Alkaloid 1a nhitng hop chét hitu co c6 chira N, da s6 ¢6 nhan di vong, ¢ phan
g kiém, thudng gap trong thuc vat. Alkaloid c6 phd bién trong thuc vat, n6 thuong &
trong dich té bao dudi dang mubi vai acid hitu co, lic ddu méi hinh thanh alkaloid nim
trong céc bo phan dang phat trién cua cay (mam, chdi ngon) sau chuyén ra cac bo phan
khac cua cay.

Pa s6 alkaloid khdng mau, & trang thai két tinh rin véi diém nong chay xac dinh
hoac c6 khoang nhiét do phan hay. Mot vai alkaloid ¢ dang nhua vo dinh hinh, mot vai
alkaloid & dang long (nicotine, coniine) va mét vai alkaloid c6 mau (berberin mau vang,

betanidin mau do).

|
= ’.\ N O S 0 = o |
! N~ CHs
3

|
X CH3 H O Oy

Iz

Nicotine Coniine Berberin Betanidin

Alkaloid la nhitng hop chat cé tinh base yéu, do sy c6 mat ciia nguyén tir N. Tinh
base cua cac alkaloid ciing khac nhau tiry theo su hién dién cua cac nhém thé R gan trén
nguyén tir N.

Tinh hoa tan cua cac alkaloid dong vai trd quan trong trong viéc chiét tach
alkaloid ra khoi cdy ciing nhu trong k¥ nghé duoc pham diéu ché dang thudc uéng. Hau
hét cac alkaloid dang base tu do khong tan trong nudc nhung tan trong cac dung moi
hitu co nhu CHCl3, ether va céc alcol bac thiap methanol, ethanol, propan-1-ol....). Mot
s6 nhom alkaloid c6 thém cac nhém phan cuc nén tan mot phan trong nudc hoic kiém.
Nguoc lai, cdc mudi alkaloid néi chung tan dugc trong nuéc va con nhung hau nhu
khong tan trong dung méi hiru co nhu: benzene, ether, chloroform. Base cua alkaloid co

N -bac 4 va N-oxid khéc tan trong nudc va trong kiém, it tan trong dung mdi hitu co.
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2.1.2. Phwong phap dinh tinh alkaloid

Nguoi ta st dung thudc thir &é xac nhan su c6 mat cua alkaloid trong thuc vat.

Do co s¢ cac phan trng hoa hoc cua alkaloid khong ro rang, nén ngudi ta chi phan biét

cac phan urng nay la phan tng mau hoac phan ng tao taa.

a) Phan ung tao tua

Thude thir Mayer: KoHgla, thuong cho tia mau tring hodc vang nhat khong tan
ké ca trong dung dich acid loang.

Thudc thir Dragendoff hay Kraut: KBils cho tia mau vang cam — do.

Thudc thir Bouchardat hay Wagner: KIz (KI 0.1N + 1) cho két tia mau nau.
Thudc thir Sonnenchein: Hs[P(M03O10)4] tao tiia voi hau hét alkaloid dic biét

nhay vdi quinin va strychnin.

b) Phan wng tao mau

Tac nhan Erdmann: 20ml H2SO4 dam dac + 10 giot (dung dich 100ml chira 10
giot HNO3z dung dinh tinh brucin (d0, vang), papaverin (niu do, niu sim), tebain
(d6 méu, vang).

Tac nhan Frohde: acid H.SO4 dam dac + 5% ammoni-molibdat dinh tinh morphin
(xanh tim), hydrastin (xanh oliu).

Tac nhan Mandelin: acid H2SO4 dam dac + vanadin (acid H2SO4 dam dic + 5%
ammoni-vanadat) dinh tinh strychnin (xanh da troi sang do).

Tac nhan Marquis: Formaldehyde + acid H2SO4 dam déc (1ml acid + 1 giot
formaldehyde) dinh tinh morphin va cac dan xut (do tim).

Tac nhan Thalleiochin: nudc clo (brom)+amoniac dinh tinh quinin, quinidin
(xanh I4 cay)

Tac nhan Arnold-Vitali: lugng nho KNO2 + acid H>SOs dam dac dinh tinh

strychnin (d6 tim), atropin, hyoscyamin, scropolamin (tim).

2.1.3. Phwong phap chiét tach alkaloid

Dua vao kha nang hoa tan cua alkaloid trong cac dung méi hitu co, vo co va nudc

dé tién hanh tach chiét va dwa vao céc tinh chat ly hoa cua alkaloid dé tién hanh tinh ché.
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a) Chiét bang dung méi hitu co

Bot cay

Chiét voi hexan hoic ether dau hoa

Bot da loai béo
- Tam véi kiém dén pH = 10-12
- Chiét Soxhlet véi CHCl3

B cay Dich chiét CHCl,

Dubi bot dung moi

Dich CHCI; dam dac

Chiét véi dd nudce acid 2%

(Téng alkaloid + chat khéc)

Dich CHCls; Dich chiét nudc
(Chtra nhiing chat - Chinh pH = 2-3
hitu co khéc) - Chiét véi CHCI;
Dich chiét nuéc Dich CHCls;
- Chinh pH = 6-7 - Lam khan nudc
- Chiét v6i CHClIs - Thu hoi CHCl;
Alkaloid cé
Dich chiét nudc Dich CHCls tinh base yeu
- Chinh pH = 10-12 - Lam khan nuéc
- Chiét véi CHClIs - Thu hdi CHCls

Alkaloid c6 tinh
base trung binh

Dich nuéc Dich CHCI;

- Lam khan nuéc
- Thu hodi CHCls

Alkaloid cé tinh
base manh

So dé 1: Phuwong phdp chiét tach alkaloid bang dung mdi hiu co
Uu nhwoc diém
- Khong chiét duoc nhiing alkaloid dang N-bac 4 va N-oxid. Ngoai ra, viéc sir
dung dung moéi cé tinh phan cuc trung binh nhu chloroform s& khong chiét tot
c4c alkaloid glycosid, cac loai alkaloid phan cyc manh. Pé khic phuc, trude khi

chiét tach c6 thé sir dung bot Zn trong méi truong HC1 dé khir dang N-oxid thanh
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N tur do hoic thuy giai alkaloid glycosid bang dung dich aicd; hodc d6i dung méi
chloroform béng loai dung méi khac c6 tinh phan cyc manh hon.

- Lua chon ndng d6 kiém cho tirng giai doan can nghién ctru k¥ dé tach duoc hét
alkaloid.

b) Chiét bang dung dich nwée acid

Bot cay

- Chiét vai ether dau hoa dé loai béo.
- B4 con lai chiét véi methanol.
- Thu héi dung mai.

(Chira céc alkaloid + chat khéc)

Ba cay Cao CH3OH

- Hoa vao acid acetic bang, dun 4m.
- Thém nudc cét, loc.
- Chiét v6i CHCl.

Dich CHCl; Dich nudc | (Chtra mudi alkaloid)

(Chtra nhitng chit hitu co khéc) Pudi nuéc

Cao alkaloid tho
dang acetate

So dé 2: Phwong phdp chiét alkaloid ra bang dung dich nweéc acid
Uu nhwoc diém: st dung dung moi methanol sé chiét hét tat ca cac hop chat trong mau
cay nén s€ kho khan cho viéc tach riéng cac alkaloid.

Sau khi chiét xuat it khi thu duoc mét alkaloid tinh khiét ma thuong 12 mét hdn
hop céc alkaloid con 13n tap chat. Néu chi c6 mét alkaloid thé thi c6 thé tinh ché bang
cach chuyén né nhiéu lan tir dung mdi hitu co sang dung méi nudc va nguoc lai, cudi
cuing béc hoi dung mai ta dugc mot alkaloid tinh khiét. Néu 12 hdn hop nhiéu alkaloid,
dé tinh ché va phan lap riéng ting alkaloid bang phuong phéap két tinh phan doan bang
cac dung méi, hoic sir dung thém mot s6 phuong phap khac nhu: phuong phép trao doi
ion, phuong phap sic ky cot, sic ky 16p mong diéu ché...

2.2. Flavonoid
2.2.1. Dai cuwong
Flavonoid Ia nhitng hop chat mau phenol thuc vat, tao nén mau cho rat nhiéu rau,

qua, hoa,..., phan I6n flavonoid c6 mau vang.
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Flavonoid c6 céu truc co ban 1 1,3-diphenylpropane, nghia 1a 2 vong benzene A

va B ndi nhau qua mét ddy c6 3C, nén thudng dugc goi 13 Cs — Cz — Ce.

Cac flavonoid c6 thé hién dién ¢ dang tu do hoic dang glycosid. Céc flavonoid
thuong dé két tinh va c6 mau. Flavon c6 mau vang nhat hoic cam; flavonol ¢6 mau vang
dén vang nhat; chalcon c¢6 mau vang dén cam do. Cac isoflavon, flavanon, flavanol,

leucoanthocyanidin, catechin két tinh khdng mau.

Yoo

0
Flavone Flavonol Chalcone Isoflavone

OH
O oo L ho o L
seadle o
OH Z OH OH
0 0 OH
Flavanone Flavanol Anthocyanidin Catechin

M¢t 6 khung swon logi flavonoid
2.2.2. Phwong phap dinh tinh flavonoid
a) Hoi amoniac
Str dung sac ky 16p mong, sau khi giai ly, dat ban mong trong binh kin bao hoa

hoi amoniac NHz, sau d6 phun xit ban mong bai dung dich 1% KOH/ethanol.
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Bdng 3: Mau ciia flavonoid dwdi dnh dén tir ngogi khi ¢6 va khdng co xi ly véi kiém

Khéng ¢ dung dich kiém Phun xit véi dung dich kiém
Flavonoid Anh sang Anh sang
UV3es UV3es
thuong thuwong
Khong mau Nau . .
Flavone . Vang Vang
Vang nhat Xanh duong
Vang nhat Vang . .
Flavonol . Vang Vang
Vang dam Vang luc
Flavanone Khéng mau Khéng mau Khéng mau Vang
Catechin Khdéng mau Khdéng mau Khéng mau Vét toi
Anthocyanidin Do Nau toi Xanh duong Vét toi
Chalcone Vang dam Vang nau dam | Vang cam-do Cam-do tia

b) Sulfuric acid ddm dic dinh tinh flavon va flavonol cho mau vang ddm dén cam

va c6 phat huynh quang. Chalcon, auron cho mau do hoac xanh duong/ Flavanon

cho mau tir cam dén do.

c) Dung dich NaOH/ethanol dinh tinh flavon, isoflavon, isoflavonon, flavonon,

chalcon, leucoanthocyanidin c6 mau vang, flavonol cho mau tir vang dén cam,

aurob cho mau do dén do tim.

d) Dung dich AICI; (FeCls)/ethanol: tiy theo sb luong -OH, hop chat c6 mau khac

nhau tir xanh luc dén xanh den.

e) Dung dich chi acetat c6 tinh kiém: mau phu thudc vao dan xuat flavonoid.

f) Phan Gng Cyanidin (Shinoda): Flavon, flavonon, flavonol, flavanol, xanthon c6

mau cam, do hoac tim; isoflavon, isoflavanon, auron khong d6i mau.

2.2.3. Phwong phap chiét tach flavonoid

Céc flavonoid c6 d6 hoa tan khac nhau tly theo s6 nhém hydroxyl va cac nhém

thé khac trong cau tric hoa hoc, nén rat khd c6 mot phuong phap chung dé trich ly

flavonoid ra khoi cay. Flavonoid nao mang nhiéu nhém methoxy -OCH; va it nhém

hydroxyl -OH, ¢ tinh phan cuc yéu, tan tét trong dung méi it phan cuc nhu: benzene,

chloroform, ethyl acetate. Flavonoid mang nhiéu nhém hydroxyl, cé tinh phan cuc manh

s& hoa tan tot trong dung mai c6 tinh phan cuc nhu acetone, ethanol, methanol,... Céac

flavonoid glycosid, anthocyanidin khong tan trong diethyl ether nhung tan trong nudc
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néng, ethanol néng. Riéng anthocyanidin c6 thé chiét tach dudi dang chloride bai dung
dich 0.01N HCl/methanol.

Cao ch

ict

Dung dich

nudc

Loc

Dung dich nuéc

Hoa tan vao ethanol 10%

Tua

Tua PbSOq

Dung dich nuéc

Pudi nuoc

Flavonoid thd

- Dung dich chi acetate 10%, khuiy déu, dé yén.

- Hoa tan vao ethanol 10%
- Thém dd Na,SO4
- Bé yén, loc

So dé 3: Quy trinh chiét flavonoid bang dung dich chi acetate

Cao chiét

Dung dich hitu co

Hoa tan vao chloroform hoac ethyl acetate

Chiét long — long véi dung dich kiém 5-10%

Chura céc flavonoid & dang

o™

Chtra céc flavonoid & dang o

Ho

0

Chiét long — long véi dung méi hitu co
(CHCI3, CH3COOC;Hs)

Pha hitu co Pha nuéc kiém
Acid héa
Pha nuéc acid
Pha nudc

Pha hiru co

- Lam khan nuéc
- Pudi dung moi

Flavonoid tho

So do 4: Quy trinh tach flavonoid bang dung dich kiém

Sau khi thu duoc cao flavonoid thd, tién hanh sic ky cot dé tach riéng cac flavonoid.
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2.3. Terpenoid — Steroid

2.3.1. Pai cwong
Terpenoid 12 nhém hop chét tu nhién ma cu trdc hda hoc dua trén co s cac phan
tir isopren lién két lai v&i nhau, ¢ cong thirc tdng quat (CsHs)n v6i n > 2.
Dua vao mét sé don vi isopren, nguoi ta phan chia nhu sau:
a) Monoterpen (CioH1s)
La thanh phan chu yéu caa tinh dau. Cau tric cia monoterpen c6 thé 1a mach ho,

1, 2 hoac 3 vong vai khoang 10 khung sudn carbon co ban chinh.

SRS AN e gL

Octodan m-Mentan Camphan Fenchan
§ Tricyclen Isocyclen
Piran
Caran Thujan

Mgt sé khung monoterpen

=99 G4

Myrcen Geraniol Citral Limonen «a-Terpinen  Cineol Pinen Camphor
Mét sé hop chdt ti nhién logi monoterpen
b) Sesquiterpen (CisHz4)
Tinh dau ciing chtra nhitng hop chat sesquiterpen. Cau tric hoa hoc cua cac hop
chat ty nhién sesquiterpen c6 thé 1a mach hg, 1, 2, 3 hoic 4 véi 80 khung suon co ban
chinh.

g colifecUieebieol

Cadalan Eleman Germacran Eudesman

MGt S6 khung swon sesquiterpen
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Q = OH :
H
6-Cadinen Phytuberin Hernandulcin Zingiberen

Mgt sé hep chat sesquiterpen
c) Diterpen (CzoHz2)
Trong tu nhién, diterpen khong vong 1a hop chét phytol. Diterpen don vong 1a
vitamin A. Diterpen 4 vong c6 khung co ban la gibberelan. CAu trdc héa hoc cua diterpen

c6 thé 1a mach ho, 1, 2, 3 hodc 4 vong vai 70 khung sudn carbon co ban chinh.

Abietan Phytan

Mot sé khung swon co ban logi diterpen

H,C, CH, CH, CH, P < o
WOH )\/\)\/\/'\A)\/\ ,,,,,,,, .
CH, =" 0oH e?” o Y,
Retinol (Vitamin A) Phytol Gibberellan

Mot sé hop chdt ti nhién co ban logi diterpen
d) Triterpen (CzoHas)
Cau trtic hoa hoc cua triterpen c6 thé 1a mach ho, 3, 4 hoic 5 vong véi 33 khugn

suon co ban chinh.

Lanostan

Squalan

M6t 6 khung swon triterpen
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Squalen Betulin

Mgt sé hop chat tir nhién logi triterpen
e) Steroid
Steroid 12 nhém hop chit ty nhién phan b rong réi trong gisi dong vat va thuc
vat, véi cau tric tdng quat 1a hé thdng vong cyclopentanoperhydrophenantren hoic mét

trong vai trudng hop hiém gap la dang bién doi cua hé théng vong néi trén.

BSitosterol Stigmasterol Cholesterol

Mét sé hop chat steroid tir nhién
2.3.2. Phwong phap dinh tinh terpenoid-steroid

a) Phan ng Liebermann-Burchard: dinh tinh steroid cho mau xanh duong — luc,
triterpenoid cho mau d6 (thtr nghiém bang sic ky 16p mong).

b) Phan ing Rosenheim: dinh tinh saponin triterpen cho mau xanh duong (thir trong
6ng nghiém).

c) Phan ung Rosenthaler: dinh tinh triterpenoid-steroid cho mau xanh luc hodc tim
(thir trong 6ng nghiém).

d) Phan tng Salkowski: dinh tinh steroid cho mau dé dam, xanh, xanh tim (thir
nghiém trong 6ng nghiém).

e) Phan ung Noller: dinh tinh cho mau dac trung.

f) Thudc thir Komarowsky: ding phun xit trén ban méng, dinh tinh steroid cho mau

vang dén hong.
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2.3.3. Phuwong phap chiét tach terpenoid-steroid

Hau hét cac terpenoid, steroid 1a hydrocarbon c¢6 mang mét sé6 nhém chuc
hydroxyl (-OH), acetyl (-OAc), ether (-O-), carbonyl (C=0),... nén ndi chung la hop
chat c6 tinh it phan cuc, co tinh than dau nén tan tdt trong ether dau hoa, diethyl ether,
hexane, chloroform,... it tan trong nuéc ngoai trir khi ching két hop véi cac phan tir
duong dé tao thanh glycosid.

Khong c6 phuong phéap dic trung nao dé chi tach riéng terpenoid-steroid ra khoi
mau cdy. Str dung dung méi hitu co néu trén dé chiét tach ching ra khoi cay co va tiép

theo sir dung céc ky thuat sic ky cot dé tach riéng cac hop chét.

Bot cay

- Chiét Soxhlet véi ether diu hoa
- Thu hdi dung moéi

Cao ether dau hoa

- KOH/alcol, dun hoan luu cach thuy 3h
- R6t hdn hop vao cde chira sdn nudc

Dung dich nuéc kiém

Chiét long — long voi diethyl ether

Lép nudce Laop diethyl ether
- Acid hoa véi HCI 50% - Rira v6i nude dén pH = 7
- Chiét long — long véi CHCIs - Lam khan nuéc
- Loc, dudi dung mdi
Pha nuéc Pha hitu co Cao ether dau hoa
(Céc chét tan tét trong nuéc) - Lam khan nuéc da xa phong héa

- Loc, dudi dung moi

Cao Chloroform

(Chira céc acid béo)

So dé 5: Quy trinh tach chiét riéng sterol, triterpen ra khéi cao ether dau hsa
2.4. Chit béo
2.4.1. Pai cwong

Chat béo 1a nhitng hop chét hiru co thu duoc khi chiét md, té bao bai nhirng dung
mdi khdng phan cuc. Nguoi ta thudng chia chat béo thanh cac nhom: sterol (khdng chaa
ndi ester, khdng bi thity giai), nhdm sap, nhém glycerid, dau béo, nhém chat béo phuc

tap (phospholipid, lipoprotein,...).
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a) Sap
L& cay va vo trai cay (loai vo tron lang) dugc che pha bén ngoai bai mot [6p bao
vé mém mai, khong tham nuéc. Lép mang nay dugc tao thanh béi cutin va séap.
Lp cutin dugc tao nén do cac phan tir hydroxyacid bi ester hoa-lién phan tir: mot
nhom -COOH caia mot phan tir tao ni ester véi nhdm chuc alcol cia mot phan ti khac.
Lép sép 1a chat liéu trang phu 1n hé théng mang cutin. Chat nay khéng tan trong
nudc, khdng am wét, ¢d nhiét dd ndng chay thap. Sap 1a hdn hop cua céc ester cua acid
carboxylic mach dai vai cac alcol mach dai.
b) Triglycerid
Triglycerid la triester cua glycerol véi 3 acid carboxylic day dai. Cac acid béo
thuong 14 mach thang, ¢é s carbon chan khoang 12-20 carbon. Trong thuc vat thuong
gdp céc acid béo nhu palmitic acid, stearic acid, linoleic acid,...
c) Phospholipid
La thanh phan chinh caa mang té bao thuc vat va dong vat. Cac phospholipid co
cong thirc hda hoc gidng dau béo, m& & chd khung suon glycerol néi qua hai noi ester

vé6i hai acid béo va néi ester thir ba véi phosphoric acid.

0 - “/|

H
Ctb 0 HN O T T e T T T T o) ":L 00
HC—N- o~ m

OH '

- P

OH CH; 07170
_ Hic~y@ J 9°©
Sphingomyel He Lecithin

d) Prostaglandin
La nhém hop chat gom carboxylic acid day dai 20 carbon cé chita mot vong nim

va hai mach dai.

OH O
: OH
S 0
OH
H)LH’Y
NH>» 0
Leucotrien D4 Prostaglandin E;
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e) Glycolipid
Gom hai nhém chinh 1a ceramid va cerebrosid, véi cac mach carbon dai ngan

khac nhau.

R = Ci7H3s dén CasHysr

Fatty acid
residue

A Cerebroside A Ceramide

2.4.2. Phwong phap dinh tinh chat béo
Phat hién chat béo bang sic ky 16p mong véi cac thube thir phun xit ban méng
nhu sau:
a) 2’,7’-Dichlofluorescein: vét lipid phat quang mau xanh luc
b) Dung dich 50% H2SO4 tromg methanol: sterol cho mau do tia, lipid cho mau nau
den,
¢) Hoi iod: lipid c6 mau vang dén nau nhat.
d) Glucose-Anilin: dung dé phat hién acid hitu co, cho mau nau.
2.4.3. Phwong phap tich chiét chat béo
a) Loai béo bang ether dau hoa
e Sur dung nhiét o lanh: céc chit béo s& dong vang trén bé mat dung dich
hoic két tiia khi dé dung dich ether dau hoa trong tu lanh ¢ -10°C trong
vai ngay. Sau d6 vét va loc dé thu chit béo.
e Thyc hién x4 phong héa dé tach riéng sterol.

e Sir dung sic ky cot v6i dung méi giai ly 13 ether dau hoa hodc hexane.
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b) Str dung chi acetate: sir dung dung dich chi acetate 2-5% cho thém vao cao chiét
d3 hoa tan trong alcol-nuée. Dé qua dém va loc két tua tring dé loai chit béo.
¢) Sir dung sic ky cot v6i pha tinh 13 silica gel pha déo.
2.5. Glycosid
2.5.1. Pai cwong
Glycosid 1a hop chat ma ciu tric hda hoc gom cé hai phan: phan dudng va phan
khong duong thuong duoc goi la aglycon. Dudi tAc dung cua enzym thuc vat hoac dung
dich acid hoic kiém, glycosid bi thiy phan thanh aglycon va phan dwong.
Phan duong cua glycosid phé bién 1a D-glucose, D-galactose, L-arabinose, L-

rhamnose, D-xylose,...

OH
O HO OH oH o
H h
HO 3 OH
Ofon OH

D-xylose D- galactose D-glucose L-rhamnose

Phan aglycon cua glycosid c6 thé 1a terpenoid, steroid, flavonoid, alkaloid,...

o
OH OH O
HO 0 HC
o d HO

OH OH
Arbutin Rutin Ptaquilosid
0
0
o. OH
\ HO
N OH
OH

Isatan B

Picrocrocin

Saponin: 1a mot glycosid phan bé rong ri trong thuc vat, khi hoa tan vao nudc ¢ tac
dung lam giam st cing bé mit cua dung dich va tao nhiéu bot. Saponin thudng & dang
v6 dinh hinh, c6 vi dang. Saponin rat kha tinh ché, bi tia bai chi acetate, hydroxy barium,
sulfat amonium,... Dya vao cdu trac aglycon, saponin dwgc chia thanh saponin steroid

va saponin triterpenoid.
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OH Aescin

’ OH
Ho,,E‘;LHo oﬁ
(N O
HC' oA Digitoxin

2.5.2. Phwong phéap chiét tach glycosid

Glycosid c6 tinh phan cuc kha manh nén khong tan trong ether dau hoa, hexan,
benzen nhung tan dugc trong chloroform, diethyl ether, tan tt trong alcol, nudc. Nguoi
ta thuong chiét glycosid bang nudc néng, ethanol, methanol hoic hdn hop alcol-nudc
(50 — 90%).
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Bot cay

- Chiét v&i ether dau hoa
- Chiét vé6i hdn hop ethanol/methanol-nuée

Ether diu hoa

Dung dich nudc-alcol

(Chira dau béo, chlorophyl,

céc chat c6 mau)

- Loc, rira tia v&i nude cat

Dung dich nuéc

Tram hién

- Dung dich Na,SO, béo hoa
- Loc, rira tia v&i nude cat

Dung dich nudc

PbSO,

Chiét long — long véi chloroform

Dung dich nudc

Chiét long — long véi ethyl acetate

Dung dich nuéc

|

Dung dich
nudc

Dung dich butanol

Chiét long — long véi butanol

Dung dich
ethyl acetate

Dung dich

- Dung dich chi acetate 2-5%

- Lam khan nudc
- Thu hdi dung mdi

- Lam khan nudc
- Thu hdi dung mdi

- Lam khan nudc
- Thu héi dung moi

Polyglycosid

Polyglycosid

\

Glycosid toan phan

Monoglycosid

2.6. Hop chat phenol

2.6.1. Pai cuwong

Cac hop chat phenol dung dé chi chung cac hop chat trong ciu tric c6 vong

benzene mang mét hay nhiéu nhém chirc hydroxyl -OH. Trong thién nhién, cac hop chat

phenol la: flavonoid, xanthon, coumarin, quinon, cac phenol don vong, polyphenol,...

Céc hop chat phenol dé tan trong nudc vi ching thuong hién dién trong cay & dang

glycosid.
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Yy o ol

o)
Flavonoid Quinon Coumarin Xanthon

MGt s6 khung swon hep chat phenol

OH ©O
HO 0" o OH O OH
Umbelliferon Alkannin

OH
HO
HO © OH
o 0
HO OH
o 0.0 OH
HO A ﬂ 0
0 OH OH
OH 0

HO
OH

Tannic acid Quercetin

Mgt sé hop chat phenol ti nhién
2.6.2. Phwong phap dinh tinh hop chat phenol

a) Dung dich FeCls: dung phun xit ban moéng, cac phenol cho vét mau xanh duong
den.

b) Thudc thir Millon: dinh tinh phenol, glucosid phenol, ding phun xit ban méng,
cho vét mau vang dén cam.

c) Dung dich Vanilin/HCI: phun xit ban mong dé dinh tinh catechol cho mau do.

d) Thudc thir Benedict: dinh tinh flavonoid, coumarin c¢6 mang nhom o-dihydroxyl,
phun xit bian moéng, quan sat UV khong thdy anh sang huynh quang.

e) Thudc thir Magnesium acetate: dinh tinh antraquinon, phun xit ban moéng cho
mau cam dén tim.

f) Thudc thir gelatin man: dinh tinh tanin cho két tia mau vang, dé 1au héa thanh
mau nau.

g) Thudc thir Stiasny: dinh tinh tanin cho két tia mau do.
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2.6.3. Phwong phap chiét tach hep chat phenol

Cac hop chét phenol ¢ tinh phan cuc tir trung binh dén manh, tiy theo hop chét
c6 mang it hay nhiéu nhém -OH, -COOH,... Vi vay, mudn chiét tdch cac hop chat nay
ra khoi bot cay, can sir dung cac dung moi c6 d6 phan cuc ting dan nhu ether dau hoa,
chloroform, ethyl acetate, ethanol,...

C6 thé sir dung dung dich kiém lodng hoic carbonate lodng, néng dé chiét cac
hop chat phenol ra khoi bot cay, tiép theo acid hoa dé thu tua.

Mot s6 hop chat coumarin, quinon c6 thé thing hoa nén c6 thé sir dung phuong

phap nay dé thu lay hop chat d6i vai chat bén nhiét va c6 ham lugng cao trong cay.
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CHUONG 3: PHUONG PHAP SAC KY

3.1. Giéi thigu

Dinh nghia cua Mikhail S. Tsvett (1906): Sic ky 1a mot phwong phép tach trong
d6 cac cau tir caia mot hdn hop dugc tach trén mot cot hap thu dat trong mot hé thong
dang chay.

Dinh nghia cua [UPAC (1993): Sic ky 14 mot phuong phap tach trong dé cac ciu
tir can tach duoc phan bd gitra hai pha, mot trong hai pha 13 pha tinh dtng yén con pha
kia chuyén dong theo mot hudng xéac dinh.

3.1.1. Nguyén tic co ban

Sy tach sac ky duoc dua trén sy phan chia khac nhau caa cac chat khac nhau vao

hai pha ludn tiép xuc va khdng hoa 13n vao nhau: mot pha tinh va mot pha dong.
e Pha tinh: Pung yén c6 kha ning hap thy chét phan tich.
e Pha dong: Di chuyén qua pha tinh.

Cac chat phan tich c6 i lyc khéac nhau véi pha tinh, chung di chuyén véi téc do
khac nhau va tach ra khoi nhau theo thoi gian. Mdi mot thanh phan di qua hé théng trong
mot khoang thoi gian riéng biét, goi 1a thoi gian luu. Trong k¥ thuat sac ky, hdn hop
dugc chuyén cha trong chat long hodc khi va cac thanh phan cia né dugc tach ra do sy
phan b khac nhau cua cac chat hoa tan khi chlng chay qua pha tinh ran hoic long.
Nhiéu ky thuat khac nhau da dugc dung dé phan tich hop chét phuc tap dua trén &i tinh
khac nhau cta cac chat trong méi trudng dong khi hoic long va déi voi méi trudng hap

phu tinh ma chung di chuyén qua.
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3.1.2. Phan loai

Phurong phép séc ky
Shc ky khi (GC) Sac ky lang (LC)
| | | | | |
SK khi - rén SK khi - long HPLC SK Phiéng

| | -
pha

SK dién di SK phan b SK SK 16p méng SK giay

mao quan léng - long rin - long
-

SK hip phu SK phan bé SK ion SK réy phén tir } Co
ché

a) Theo ban chdt vit Iy cdc pha
e Pha dong c6 thé 1a mot chét 1ong hay chat khi
e Pha tinh c6 thé 1a mot chét ran (hat x5p hay bot min) hay mét chit 1ong (duoc
giit trén mot chat mang rén).
Do d6, dua vao ban chat cac pha ta phan biét cac phuong phap
e Sicky long (LC).
o Sic ky long - 1ong (liquid - liquid chromatography LLC)
o Sic ky 1ong - rin (liquid - solid chromatography LSC)
e Sic ky khi (GC).
o Sic ky khi - 1ong (gas - liquid chromatography GLC)
o Séc ky khi - ran (gas - solid chromatography GSC)
b) Theo hién twong sdc ky
e Sdic ky hdp phu (absorption chromatography): pha tinh 13 mot chat rin c6 kha
nang hap phu, d6 1a cac phuong phép sic ky 1ong - ran va khi - ran.
e Sdic ky phdn bo (partition chromatography): pha tinh 1a chat 16ng khong hoa 1an
dugc vaoi pha dong, chit long nay dugc bao trén bé mit ciia mdt chét ran goi la

gia hay chat mang va phai 1a chat tro, khong tham gia vao sic ky. Sac ky phan
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b6 bao gom sac ky long - long va sac ky khi - 1ong.

e Sdc ky trao doi ion (ion - exchange chromatography): pha tinh 1a chit nhya trao
d6i ion dung dé phan tach céac ion hay cic phan tir phan cuc dya trén tinh chat
cua chung.

e Sic ky theo kich ¢ (size - exclusion chromatography): con goi 1a sic ky gel. Cac
phan tir c& 16n s& khong chui qua 15, cac phan tir nhé hon s& khuéch tan vao cac
16 va duoc tach theo kich thude do di chuyén cham hon.

¢) Theo ky thudt va phwrong tién sdc ky

«* Theo phwrong phap gir pha tinh

e Sicky trén cot (column chromatography: CC) pha tinh duoc chtra trong mot cot
bang kim loai hay thuy tinh.

e Sic ky 16p mong (thin layer chromatography: TLC): pha tinh dugc trang déu va
giil trén mat phang cua ban thuy tinh, nhia hay nhém. Lép mong pha tinh thuong
la: silica gel, nhdm oxid, xenlulose, chat nhua trao d6i 16n va c6 chiéu day
khoang 0.25 — 0.5mm.

e Sic ky gidy (paper chromatography - PC): pha tinh (16ng) duoc thim trén mot
loai gidy loc dic biét goi 1a gidy sic ky.

«» Theo cach cho pha déng chay

e Sic ky khai trién (development chromatography): cho pha dong kéo céc chat
chay va tach trén pha tinh (Sic d6 nam trén pha tinh).
e Sic ky rira giai (elution chromatoglaphy): cho pha dong chay va kéo cac cht
1an lugt ra ngoai pha tinh (ra khoi cot, ra khoi gidy).
3.1.3. Céc loai pha tinh sir dung trong sic ky
C6 nhiéu loai chat hap thu sir dung cho céc loai sic ky: silica gel, alumina,..
Silica gel duogc str dung phé bién nhét, con alumina thuong dugc lya chon nhd vao
tinh base cua né, nén duoc sir dung dé tach cac hop chat ¢ tinh acid.
Silica gel
C4c vi tri hoat dong trén bé mit cua hat silica gel 1 cac nhém silanol, mdi nhém
cach nhau 5A. Muén diéu chinh hoat tinh bé mit silica gel chi can thém hoic loai bét
nuéc. Khi silica gel hap thu nuéc, céc phan tir nuée s& che khuat nhitng vi tri hoat dong
trén bé mit silica gel 1am hat bi giam hoat tinh, muén silica gel ting hoat tinh trd lai, chi

can dun néng dé loai bo nude. Tuy nhién, khi dun nong khoang 400-500°C; silica gel bi
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mat vinh vién hoat tinh bé mat, do hai nhom silanol ké bén di mat mot phan tir nudc,

tao ndi ether.

H H
Oy 0L L4
HO OH HYO HT ROy
HO\ ‘e =O—af OH HO O\ /OH
Si— S Si; / 5i—O~ 0
77 07 ) /' "O—Si Si<o- "\ v ~o=st
0 0 O s S
’ N /O 1 O (o] N O
¢ O—g Si , ! / — i
f'\ o~ \O O—g5; /SI\ :
(i) ~ C,). \O O\\ q

Ban chit hoa hoc cua bé mit hat silica gel 1a nhitng nhém silanol -OH, nhiing tam nay
rat hoat dong cd thé tao néi hydrogen manh véi nhitng hop chat dwoc sic ky. Vi thé, sic
ky vai chat hap thu 14 silca gel, nhitng hop chat phan cuc (c6 mang cac nhém chic -OH,
-NHz, -COOH,..) ¢6 kha ning tao ndi hydrogen manh, bi silica gel gitr chat lai so V6i
nhitng chat khac c6 tinh kém phan cuc nhu alkan, terpen it bi silica gel git lai.

Silica gel c6 thé dugc ché hoa bang cach cho cac nhdm chuc silanol cua silica tac dung
vé6i nhiéu loai silyl chloride khac nhau dé tao thanh nhitng loai chat hap thu méi, véi cac
dact tinh vat 1y doi khac, duoc goi 1a silica gel tao néi.

Cho silica gel tac dung vai chlorodimethylallkylsilane R-Si(CHs)2-Cl1 dé bién d6i silica
gel nay thanh loai chat hap thu méi cé tinh khong phan cuc. Day alkyl R ¢6 thé 1a C-1,
C-2, C-4, C-6, C-8 va C-18. Tuy nhién, ngudi ta thudng hay ché tao day C-8 va C-18.

CH

e CH,
CH
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i~
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(ODS-Kieselgel, "endcapped")

Loai silica gel pha d4o c6 tinh kém phan cuc, nén c6 ai luc manh véi cac hop chat kém
phan cuc, giit chat cac hop chat nay. Pha dong thuong 1a nuéc, hoic b thé thém vao
nhitng dung méi nhu methanol, acetonitrile véi ndng d6 tang dan theo qua trinh sic ky.

Alumina
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Alumina 12 chat hap thu manh va c6 thé hoat dong nhu ion ludng cuc, tly theo

tinh chat caa dung mai giai ly va bé mit caa hat alumina.

H H H H

] 1 | I
HO O\ O\ O\ O\ O
Al Al Al Al Al
wo” No” No” No” No” Nom,

Alumina kiém, khi st dung véi dung madi hitu co, s& hap thu cac chét thom, hydrocarbon
bét bio hoa, ...
Alumina trung tinh sir dung chu yéu véi cac dung méi hitu co, thich hop tach cac chat
dé bi hong.
Alumina acid ding dé tach cac hop chat c6 tinh acid hoac trung tinh voi diéu kién cac
chat nay bén véi acid.
3.2. Sic ky 16p méng
3.2.1. Téng quét

Sic ky 16p mong 1a hay con goi la sac ky phang (planar chromatography), dua
cha yéu vao hién twong hip thu trong d6 pha dong 1a dung méi hoic hdn hop cac dung
méi, di chuyén ngang qua mot pha tinh 1a mot chat tro (thi du nhu: silicagel hay oxid
alumin). Pha tinh dugc trang thanh mot I6p mong, déu, phua 1én nén phang nhu tam kiéng,
tam nhém hay tam plastic. Do chat hap thu dugc trang thanh mot I6p mong nén phuong
phap nay duoc goi la sac ky 16p mong.

- Binh sic ky: M6t chau, hi, lo bang thay tinh, hinh dang da dang, cé nap day.

- Pha tinh: Mot 16p mong khoang 0,25 mm cua maot loai hop chat hap thu (silica
gel, alumin, ...) duoc trang thanh I6p mong, déu, phu I&n tam kiéng, tim nhdm,
hay tam plastic.

- MAu can phan tich: thuong 12 hdn hop gom nhiéu chat véi do phan cuc khac nhau.
Str dung khoang 1ul dung dich mau véi nong do pha lodng 2-5%, nho mot vi
quan dé cham thanh mot diém gon trén pha tinh, & vi tri phia trén cao hon mot
chat so véi mat thoang caia chat long chira trong binh.

e Pha dong: dung méi hay hdn hop 2 dung méi, di chuyén cham cham doc theo
tam I6p mong, va 16i kéo mau chat di theo né. Dung moéi di chuyén cang cao nho

tinh mao quan. M&i thanh phan chat s& di chuyén vai van toc khac nhau, di phia
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sau muc cta dung madi. Van toc di chuyén nay phu thudc vao céc luc tuong tac
tinh dién ma pha tinh mudn niu gii cAc mau chat & lai pha tinh va tiy thudc vao
d6 hoa tan ciia mau chat trong dung moi.

Nip day

x

Tam séc ky lop mong = < Céc thiy tinh

buong ké chi _|

~ Dung moi

Uu diém
- Chi can mot luong rat it mau dé phan tich.
- C6 thé phan tich ddng thoi mau va chat chuan déi ching trong cling diéu kién phan
tich.
- T4t ca c&c hop chat trong mau phan tich ¢d thé duoc dinh vi trén tim sic ky 16p mong.
Sw twong tac giira hop chdt can phan tich véi pha tinh va pha déng

Sy twong tac giira c4c hop chat cua mau véi dung mdi giai ly va véi pha tinh 1a yéu
t6 quyét dinh hiéu qua tach cua sic ky. Mot chit tan duoc dung mdi giai ly tach réi va
mang di xa trén ban mong (hoac di chuyén ra khoi cot ddi véi sac ky cot) tly thudc vao
hai lyc: lyc hat cia pha tinh d6i véi chat tan va luc 16i kéo cta pha dong (dung moi) dbi

Vi chét tan.

e Luyc hut cta pha tinh d6i voi chat tan

Néu chit tan 1 hop chét trung tinh, luc niu giir cua silica gel hodc alumin di véi cac
hop chat nay tly thudc vao do phan cuc caa dung moi giai ly.
Céc chét tan c6 tinh phan cuc kém nhu hydrocarbon bi silica gel hodc alumin hap thu
kém, con cac chat co tinh phan cuc manh nhu ester, alcol, acid carboxylic,... bi silica
gel/alumin hap thu manh, giir chat

e Luc 16i kéo ctia dung méi ddi véi chat tan

C6 hai loai luc xay ra trong qua dung mdi 16i cudn chat tan. Luc dau tién 12 nho do
hoa tan, nghia 1a mau can phan tich c6 khuynh hudng hoa tan vao dung méi, nén khi
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dung madi di chuyén dén dau thi mau chat bj 16i kéo theo dén day. Trong trudng hop nay,
dung mdi phai hoa tan duoc chit tan va du hiéu qua dé loai bo kha ning chat hap thu
mudn niu gii mau chat lai.

Lyc thtr hai 12 hién twong thay thé chd (su canh tranh chd): trong trudng hop céc hop
chat c6 trong mau c6 thé gan va pha tinh nho cac dic trung nhu ndi hydrogen, tuong tac
ludng cuec,..., néu phan tir dung mai ciing c6 nhitng dic trung trén, phan tr dung moi
nay s& canh tranh, gianh lay chd cia pha tinh va day phan tir mau chat roi xa pha tinh.
3.2.2. Quy trinh sic ky l6p méng
3.2.2.1. Chuan bi

a) Ong vi quan
Ong thay tinh c6 duong kinh trong dng nho, khoang 1-2mm, mét dau duogc vot
nhon, dai 10-20 cm. Sir dung ong vi quan dé cham nhiéu loai mau dung dich khac nhau,
chi can sau mdi lan sir dyng, rira sach vi quan bang dung mai hiru co nhu acetone.
b) Bdn mong
Tam ban mong thuong mai 20 x 20 cm, diing kéo cit ban vai kich thuéc can thiét,
tam ban phai vira binh giai ly. Chat hap thu ding cho sic ky 16p mong thuong ding nhat
Ia silica gel pha thuong 60 F2s4 hoac silica gel pha dao (C-2, C-8, C-12, C-18). Dung bat
chi vach nhe nét xuat phat va mirc tién tuyén dung mai.
c) Dung moi
La loai tinh khiét, thuong ding hdn hop 2-3 cac dung mdi, khdng nén chon dung
moi qué dé bay hoi nhu diethyl ether. Mot mau chat can phan tich ¢ chira nhiéu cau tir
khac nhau. Kha nang tach riéng cac hop chat nay bang sac ky 16p mong tly thuoc vao
ti 1¢ phan phdi cua cac hop chét nay giira chat hap thu va dung mai giai ly. Mudn thay
d6i kha ning tach, ngudi ta thay d6i thanh phan cac dung mai sir dung dé giai ly. Céc
dung mdi xép theo thir ty manh dan (sac day, phan hip phu): hexane, heptane,
cyclohexane, carbon tetrachloride, benzene, chloroform, butyl acetate, ether, ethyl
acetate, pyridin, acetone, ethanol, methanol, nwdc. Cho dung méi vao binh, quanh thanh
binh 16t gidy loc dé bdo hda dung mdi dugc nhanh hon.
d) Dung dich mau
Mau 12 chat long, c6 thé cham tryc tiép mau 1én ban mong, con mau la dung dich
qua sét, co thé pha loding mau. Vi mau 1a chat ran phai hoa tan trong dung méi hiru co

phu hop, nong do 2-5%.
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3.2.2.2. Cham dung dich I&n ban méng

K¢ mot vach thang nim ngang bang bt chi, cach mép duéi cia ban méng 1 cm
lam vach xuét phéat. Ding mao quan hay micropipet cham cac vét dung dich thtr va dung
dich chuan 1én d6. Cac vét phai cach nhau va cach mép ban méng it nhat 1 cm. Mai vét
cham trén ban khéng chira nhiéu hon 12pg (10pg 13 t6i wu) mau chat.
3.2.2.3. Khai trién sic ky
- La qua trinh cho pha dong chay, kéo mAu phan tich di chuyén trén pha tinh.
-S4y nhe dé dung méi bay di khoi vét chim.
- Dit ban mong vao binh sic ky di bao hoa hoi dung méi ctia pha dong, mép phia
cham méu duoc nhiing vao dung mdi dong nhung khong duoc cho diém da chadm
mAu cham tryc tiép vao dung méi dong, vi nhu thé mau sé khuéch tan vao trong
dung mdi. Sau khi dung mdi Ién dén dau trén ciia ban mong lay ra dé kho hay
sdy kho.
3.2.2.4. Hién hinh céc vét sau khi giai ly

Cac hop chat c6 mau s& duoc nhin thdy bang mat thudng, nhung phan Ién cac
hop chét hitu co khong ¢6 mau, nén néu mubn nhin thay cac vét, can sir dung phuong
phép vat ly (phat hién bang tia tir ngoai UV: dén chiéu tia UV 254 nm anh sang nay
nhan ra cac hop chat co thé hap thu tia UV, cac hop chat c6 mau ti sim trén nén sang;
dén chiéu tia UV 366 nm, anh sang nay phat hién nhitng hop chat ¢ phat huynh quang,
cac vét sim cuia chat mau c6 mau sang trén nén ban mong sim mau) hay dung phuong
phap hda hoc (bang cach ding thudc thir hién hinh nhu hoi iod, 2,7-fluorescein phéat hién
da s6 hop chat hitu co, ninhydrin phat hién aminoacid hay amin, 2,4-
dinitrophenylhydrazin phat hién aldehyde hay caton, clorur antimony phat hién steroid

hay vitamin hay carotenoid,...).

3.2.2.5. Poc két qua

Vi tri cua vét 1a co so dé dinh tinh mot chat. Trong sac ky 16p mong, vi tri vét
dugc biéu thi bang chi sé Ry. (retention factor-hé so luu giir). C6 thé noi, néu trén sic d6
c6 mot vét chat chwra biét nam ngang (cd cing chi sb Ry) véi vét cua chat chuan thi chat

chua biét do chinh 1a chit chuan.
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Dai luong dic trung cho mirc d6 di chuyén cua chat phan tich 1a hé sé di chuyén
Rr duoc tinh bang ty ¢ giita khoang dich chuyén cua chat thir va khoang dich chuyén
cua dung mdi. R chi ¢6 gia tri tir 0 dén I.
R — { X: khoang cach tir diém xuat phat dén tdm caa vét mau thir, tinh bang cm
Y Y: 1a khoang céch tir diém xuat phat dén mirc dung méi do trén cing

duong di cua vét, tinh biang cm.

m @ = L

A= pure compound
B = mixture

= ra s

Cdc buéc cua qua trinh sdac ky 16p mong
3.2.3. Ung dung
Sic ky 16p méng dugc sir dung rong réi trong nhiéu linh vyc:
« Kiém tra do tinh khiét cia mot hop chat.
% BIiét dugc so bo vé thanh phan phan tram cua cac hop chit ¢d trong mau ban dau.
< Dé co lap hop chat hitu co.
< Chuan bj cho séc ky cot.
< Giém sat cac phan ng httu co.
3.3. Sic ky cot
3.3.1. Sic ky cot hé
3.3.1.1. Nguyén tic
Séc ky hap phu duogc tién hanh trén mot cot thiy tinh thiang dung goi 1a “cot”
v6i chat hap phu dong vai tro pha tinh, dung mai rira cot 1a pha dong chay qua pha hap
phu. D6i véi mdi chat riéng biét trong pha hdn hop can tach, tiy theo kha ning hap
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phu va kha nang hoa tan ctia n6 voi dung moi rira cot dé léy ra 1an luot trude hodc sau.
Chat hap phu trong sic ky cot thudng dung 12 silica gel. Sic ky cot ho duge tién hanh
& 4p suat khi quyén. Pha tinh 13 chat hap thu, mAu chat can phan tich dugc nap 1én dau
cOt, phia trén 1a pha tinh. Pha dong la cac dung moi giai ly cot.
3.3.1.2. Lwa chon chét hap thu, dung méi giai ly ¢t va cach nhdi cot
% Luwa chon chit hip thu
Tuy thudc vao tinh phan cyc cua mau chét can tich ma ta lya chon chit hép thu
cho phu hop.
% Lwa chon dung méi gidi ly cft
Trudc khi tién hanh sic ky cot phai tién hanh sac ky 16p mong dé chon ra dung
moi giai ly phut hop. Thir ty dung moéi giai ly sé bat dau tir dung moi khong phan cuc,
dung moi it phan cuc, dung méi phan cyc trung binh va sau cung 1a dung moi c6 do

phan cuc cao.

rs s

chay
- Pha tinh cua sic ky 16p mong va sic ky cot phai giéng nhau.
- Dung moi1 chon gidi ly phai c6 tinh kém phan cuc moét it so voi dung moi da
chon.
% Chon cit

Trude khi tién hanh sic ky cot can phai tim ra cot c6 kich thudce phu hop. Diéu
nay 1 rat quan trong bai vi hiéu qua cuia viée tach chat phy thudc nhiéu vao luong chat
can tach, chat hip thu, kich thudc cot. Ta c6 mbi twong quan sau day:

Ty 1é gitta lwong mau can tach va lugng chat hap thu sir dung: cac khao sat thuc
nghiém cho thdy mudn tach chat tét thi trong lwong ctia chat hap thu phai 16n hon 25
— 50 1an trong lwong ctia mAu sic ky. Tuy nhién, d6i véi nhirmg hdn hop mau chat kho
tach riéng thi can sir dung lwong chét hap thu nhiéu hon va nguoc lai.

M6t miu chat mudn tach tét thi chiéu cao chat hip thu nap trong cot can dat ti
1¢ chiéu cao chét hap thu : dudng kinh trong cua cot (10 : 1).

% Cach tién hanh
% Chudn bi cot
- Rura cOt that sach, séy kho, sau do trang cot vai 14n voi acetone.
- Cho bdng gon vao day cot (co thé cho thém mot 16p cat min sach).

- Kep cot thang dung trén gia sat.
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% Nap chat hdp thu (nhéi cét)
C6 hai cach nhoi cot: nhdi cdt wét va nhdi cdt kho.
Nhoi cjt wot
Dung cho cac chat hip phu c6 kha ning truong nd nhu silica gel, sephadex, ...
thi phai ngam trong dung mdi mot thoi gian trude khi cho vao cot dé tranh bi nirt cot.
Léc, tron déu bot hép phu v6i dung méi tao thanh mot hon dich, rot vao cot, chét hép
thu s& lang ty nhién xubng day cot. Hon dich dung moi va chat hip phu khéng nén qua
sét khién bot khi bi giit trong cot va ciing khéng duoc qua 1ong dé phai rét nhiéu lan
vao cot. Chl y trong qué trinh nhdi cot, dung méi van lién tuc chay déu ra khoi cot va
khong duoc dé kho dung méi trong cot. Sau khi nhdi hét chat hap phy vao cot ding
dung mdi himg duge tiép tuc rot vao cot va cho chay lién tuc mot thoi gian dé cot hap
phu dugc hoan toan 6n dinh. Mit thoang trén dau cot phai nam ngang, nguoi ta cho
thém mot 16p cat hoac bong dé khong lam x4o tron mat.
Nhoi cjt kho
Dung cho céc chat hap phu khong c6 kha nang truong né nhu Al,O3, CaCOs. Chat
héap phu dugc nhdi tir tir vao cot & dang kho boi mot phéu co cudng dai. Dung mot que
bang gb hodc cao su gb nhe va déu chung quanh cot theo chiéu tir dudi 1én dé bot xudng
déu dan. Khi chét hép phu duoc cho hét vao cot mébi rot dung moi vao va cho chay lién
tuc mot thoi gian dé cot duoc 6n dinh va tir luc nay trd di thi khong dugc dé kho dung
moi trong cot.
% Nap mdu chdt can tach 1én dau cot sdc ky
Nap miu chit & dang dung dich
- Néumau ¢ dang 16ng thi cho tryuc tiép vao cot. Néu mau o dang ran, hoa tan miu
bang mot lugng nho dung méi. Dung dich miu c6 ndng d6 cang dam dic cang
tot.
- Thuc hién nap mau 1én cot nhu sau:
« Mo khoa cho dung mdi chay ra khoi cot dé ha mirc dung méi trong cot
xudng sao cho vira sat v6i mit thodng ctia chat hap thu trong cot.
« Dong khoa lai, nap dung dich mau vao dau cdt. Mudn nap mau, st dung
mot pipet hit dung dich mau chat, dat dau pipet gan sat mat thoang cua
chét hip thu trong cot, vira bép vira riy pipet doc quanh thanh cot cho

dung dich chay ra theo thanh trong ctia cot, cham xudng bé mit chat hap
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thu.

M¢& khod bén dudi cho dung moi chay ra khoi cot, lam cho dung dich
mau duoc thdm hét vao chat hip thu trén dau cot, can canh ching khong
cho chét hap thu dau cot bi kho.

Dung pipet cho mét lugng nhé dung méi méi 1én dau cot, dong thoi ding
dung méi ndy dé rira sach 6ng ma dung dich dinh trén thanh cot.

Mo khoa cho dung méi chay ra. Lap lai vai lan giup cho dung dich miu
thAm sau vao chat hip thu, dung méi trong sudt khong 14y mau cua chat
mau.

St dung bong thuy tinh, bong gon, cat hay gidy loc dit nhe 1én mit
thoang chét hép thu dé bao vé mit cot.

Cho dung méi vao day cot dé tién hanh giai ly trén cot.

Nap mdu chit ¢ dang bot kho

- Mau can sic ky (Xg) — hoa tan trong 50Xg dung moi — thém 10Xg silica gel

— ¢6 quay — mau & dang bot kho.

- Thuc hién nap mau lén cot nhu sau

Mo khoa cho dung méi chay ra khoi cot dé ha mirc dung mai trong cot
xudng sao cho vira sat vdi mat thoang ciia chat hap thu trong cot.

DPong khod lai, cho mau ¢ dang bot kho vao cot bang phéu thuy tinh.
Mo khod bén dudi cho dung mdi chay ra khéi cot, can canh chirng khong
cho chét hip thu dau cot bi kho.

Str dung bong thily tinh, bong gon, cat hay gidy loc dit nhe 1én mit thoang
chat hap thu dé bao vé mit cot.

Cho dung méi vao day cot dé tién hanh giai ly trén cot.

% Dung méi giai ly

Trong sic ky cot, c6 khi chi can st dung mot don dung méi 1a co thé giai ly tat ca

céc chat ra khoi cot, doi khi can dén hon hop dung méi. Nhung trude tién thuong dung

dung méi khong phan cuc dé giai ly nhitng hop chét tuong d6i khéng phan cuc, tiép do

dung dung mai cé tinh phan cyc manh hon dé giai ly nhitng hop chéat phan cuc.

C6 hai kiéu giai ly: giai ly st dung dung méi don ndng do va giai ly véi dung moi

cd tinh phan cuc tang dan.

Gidi ly sir dung dung méi don néng dg: chi st dung don dung méi hoic hdn hop dung
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moi nhung trong hdn hop ti 1& cac thanh phan khong thay doi.

Gidi ly c6 nong dé tang dan theo kiéu bdc thang: trong qua trinh sic ky can thay nhiéu
loai dung mdi khac nhau, c6 do phan cyc ting dan dé cé thé giai ly dugc hét chat ra
khoi cot. Mudn tang tinh phan cuc cho bat ky mot dung méi nao, nhat thiét phai tang
cham, bang cach thém tir tir mdi 1an vai phan tram mot dng mdi méi ¢é tinh phan cuc
hon vao dung méi cii dang st dung. Thi du, dang giai ly véi hexan, mudn chuyén sang
benzene, sé pha benzene vao hexan theo ti I€ 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 50% va 100%
benzene. Néu tang tinh phan cuc nhanh, dot ngot s& lam gdy cot. Silica gel khi duoc
tron véi bat ky mot loai dung méi nao ciing tao ra nhiét, nhiét nay 1am cho dung mai
bdc hoi mot cach cuc b, hoi sinh ra tao nén bot khi 1am nut gdy cot. Cot gdy lam mat

di su lién tuc cua chat hap thu va vi thé khéng tach chat tét dugc.

% Theo doi qua trinh giai ly cot

Vian tdc giai ly 1 khoang 5- 50 giot/phiit hodc 1- 2 cm/phuit.

C6 thé quan sat bang mit thuong néu mau ban dau c6 mau

Phuong phap thong dung nhat 13 himg dung dich giai ly trong nhimg lo c6 danh

s6 ¢6 thé tich 50 ml.

- Sir dung sic ky 16p mong dé gom chung cac lo c¢6 két qua gidng nhau thanh mot
phén doan.

- Chi ngung c6t khi thu duoc lugng cao cac phan doan bang 70- 80% trong luong

mau da nap vao dau cot.

Ll

Quaé trinh sac ky cét he
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3.3.2. Mot s6 k¥ thuat sic ky cot khac

3.3.2.1. Sac ky cét kho (DCC)

a) Nguyén tdc

K§ thuat nay twong ddng véi ki thuat sic ky 16p mong diéu ché, 1a mot phuwong
phap séc ky "khong rtra giai ", nghia 13, nhitng chét can tach s& nam lai trong cot & cudi
qua trinh sic ky. Viéc st dung dng nilon ép mong cho phép dé dang 13y ra nhitng chat
phan tach bang cach cat ong thanh timg doan. Trong sic ky 16p mong, dong dung moi
chay nho lyc mao dan chéng lai trong lic trong khi & phuong phap DCC, dung méi chay
nhd trong lyc. Pha tinh ding trong DDC 1a pha tinh sir dung trong sic ky 16p mong.

b) Uu diém

Phuong phap sic ki cot kho 13 phuong phap bic cau gitra phuong phéap sic ky
16p méng (TLC) va sic ky cot diéu ché co dién. Ap luc chi phi vé thiét bi it hon so voi
phuong phéap sic ki long diéu ché. Ciing nhu cac phuong phép sac ki cot noi chung,
DCC dung duoc ca trong phan tich va diéu ché. DDC nhanh, d& dang va hiéu qua cao
trong viéc tach va/hodc tinh ché cac chat véi sb luong 16n. Giéng nhu TLC, DDC la mot
phuong phap "khong rira giai" str dung 6ng nilon nhu 1a vat hd tro va cé thé dung UV-
254 dé nhan biét. Ciling nhu céc loai sdc ky cot, cac cot voi hau hét moi kich c& chtra
day pha tinh trong sic ki cot kho c6 thé dung dé tach, hodc 1am sach mot lugng rat 1on
cac chat. Dé thiét 1ap cot doi hoi ki thuat, su khéo 1éo va can thoi gian. Poi hoi su chi y
lién tuc trong suét qua trinh tién hanh.

¢) Nhuoc diém

Ciing nhu cac phuwong phap sic ky cot noéi chung, DCC dung duoc ca trong phan
tich va diéu ché. DCC duoc ding dé xac dinh sb lugng thanh phan chat trong hdn hop,
phan tach va lam tinh khiét nhitng thanh phan nay dé dung cho nhiitng phan tich sau do.
Séc ky cot kho dd ap dung thanh cong cho nhitng chat nhu thudc nhudm, alkaloid, va
nhing hop chat di vong khac, mic du co thé tach bang cac loai cot sic ky khac nhung
s& gip nhiéu kho khin dang ké. Lipid ciing ¢ thé duogc tach bang sic ky cot khé.
3.3.2.2. Sac ky chép nhoang
Sic ky chép nhoang khac cac ky thuat truyén thdng khac ¢ 2 diém:

- St dung céac phan tir silica gel nho 250-400 mesh, vi gidi han dong chay cua dung
moi gay bdi nhitng phan tir silica gel nho, do do, khi nén (ap luc tir 10-15 psi)
dugc sir dung dé day dung moi qua cot pha tinh. Do d6 qua trinh sic ky nhanh,
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c6 do phan giai cao.

- Dic diém: ky thuat twong tu véi sic ky cot truyén thong, ngoai trir viée dung moi
dugc day qua cot nho ap sudt trén dau cot. Toc do dong 16n, thoi gian trién khai
ngan, ting kha ning phan tach véi cac phuong phap cii. Dung méi c6 do nhét
thap. Luong mau 16n, phan doan hing 16n.

a) Uu diém
Nho khi nén day dung méi giai ly nén thoi gian trién khai nhanh hon sic ky cot

6 dién (thoi gian trién khai ngin nho hon 20 phut). Cho phép phan 14p mau 0.01-10 g
trong 10-15 phit. Co thé tach rat tét hdn hop c6 khoang 4 chit. Thiét bi don gian, ré tién
so voi HPLC. D¢ phan giai trung binh (16n hon 0.15). Khong tach duoc hdn hop phire
tap hay tach riéng chat can phan lap ma chi thu dugc cac phan doan chita chat can phan
1ap. Pé thuc hién can phai c6 may bom nén khi va mgt b phan gém nhirng cdt va nhiing
nap vian kin chuyén dung.

b) Nhuoc diém: Nhitng bo phan ndy twrong d6i dit tién néu so véi sic ky cb dién.

¢) Ung dung: tach cac phan doan don gian tir hdn hop phuc tap. Sau d6 dua cac
phan doan nay 1én sac ky cot co dién dé tach thanh cac phan doan tinh khiét.

3.3.2.3. Sic ky nhanh-cét khd

- Lamot bién ddi cua sic ky chdp nhoang

- Pé tang van tdc giai ly ctia pha dong dung mot luc hut tao chan khong & dau ra
cua cdt nho mdt may bom hut loai nhe.

- Sir dung silica gel loai dung cho sic ky 16p mong (15-40 um) hodc alumina loai
dung cho sic ky 16p mong.

- Trong qua trinh giai ly cot sac ky duoc rat kho sau mdi phan doan thu dugc.

3.4. Sic ky khi

Séc ky khi 1a phuong phap duoc dung dé tach cac chét & thé khi, voi pha dong
1a chat khi, goi 1a khi mang (carrier gas). Sac ky khi con 4p dung cho céc chat khi, 16ng,
ran dé bay hoi va bén nhiét d6 cao, co trong lugng phan to M < 500.

Sac ky khi ran (GSC - gas solid chromatography): pha tinh ran 1a mot chat hap
phu, déy 1a sic ky khi hap phu va sic ky khi long (GLC - gas liquid chromatography):
pha tinh 16ng dugc bao hay gin trén mot chat mang ran (solid support) day 14 sac ky
khi phan bé.

St dung phuong phap sic ky khi c6 kha ning tich duoc hoan toan nhitng chat
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hitu co twong tu, vi du nhu 0-; m-; p-xylene khong thé tach dugc bang phuong phap
chung ct phan doan nhung tach dugc kha don gian bang séc ky khi, cling nhu sir dung
dé tach nhitng hdn hop rat phtrc tap nhu khi thai 6 t6 chira trén 300 hop chét. Vi viée
ra doi cua nhiéu loai detector nhiéu phuwong phap méi xuit hién nhu: sic ky khi - khdi
phd (GS - MS), sic ky khi - hong ngoai (GC - IR), ... di 1am ting kha niang phan tich
cta sic ky khi.

3.4.1. Gigi thiéu may sac ky khi

B0 phan xtr ly

Tiém mau The&i gian

Sdc ky do tiéu biéu tach cac ester bao hoa bai sac ki khi
1. methyl formate 2. methyl acetate 3. ethyl formate 4. ethyl acetate 5. n-propyl formate 6.
iso-propyl acetate 7. n-butyl formate 8. sec-butyl acetate 9. iso-butyl acetate 10. n-butyl
acetate
a) Khi mang

Khi mang 1a mét khi tro nhu He, Ar, N,, CO, va H, va viéc chon lya khi mang
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thuong dugc quyét dinh boi loai detector str dung. Khi dugc chira trong bom khi c6 gén
van giam ap va diéu chinh. Khi mang can c6 dé tinh khiét cao va phai khong twong tac
vGi mau, chi mang mau di qua cOt. Tin hi¢u detector c6 phu thudc vao sy khac nhau vé
tinh chat gita khi mang va chit can phén tich.

Hé théng cung cap khi mang bao gdm cic bd diéu chinh ap suit (pressure
regulators), cac thiét bi do ap suit (gauges), va thiét bi do tbc do dong.

Hé thong khi mang con chira mot hé thdng loc phan tir dé tach nudc va cac chat
nhiém ban khéc.

Tbe 36 dong duoc kiém soét boi cac b diéu chinh ap suit hai giai doan dugc lép
vao cac binh chira khi mang.

Ap suét cua khi vao thiét bi nam trong khoang tir 10 dén 50 psi dé co téc do dong
tir khoang 30 dén 150 ml/ph d6i véi cot nhodi va khoang tir 1 dén 25 ml/ph dbi véi cot
mao quan. N6i chung, néu ap suét di vao thiét bi khong doi thi téc do dong sé khong
doi.

b) Bé tiém mdu

Céch thong dung nhit dé dua mau vao cot 13 st dung mot bom ti€ém mau vi
lugng (microsyringe) dé tiém mot mau 1ong hodc khi qua mot dém cao su silicon
(septum) chiu nhiét vao mot budng hoa hoi (injector). Budng nay dugce dét nong véi
nhiét do thich hop va duoc ndi vai cot tach.

Doi voi cac cot tach thong thudng, ¢d mau thuong thay doi tir mot vai dén 20ul.
Cot mao quan doi hoi lugng mau dua vao nho hon nén trong trudng hop nay hé thong
chia dong mau dugc thiét ké trong bd injector duogc sir dung dé chi dwa mot phan nho
lugng mau duoc tiém di vao cot, phén con lai dugce thai ra ngoai.

¢) Cét sic ky

< Cot nhoi

Cot thuong duoc 1am bang thép khoéng ri, nicken, thuy tinh véi dudng kinh
khodang tir 3 dén 6 mm va chiéu dai khoang tir 1 dén 5 m.

Cot nhdi chira cac hat chat mang ran dugc phti mét 16p pha tinh 16ng hodc ban
than hat ran & pha tinh. Chat mang ran thuong 13 diatomite di dugc silan hoa dé giam
lién két hydro véi cac chat phan cuc:

Yéu cau ciia chat mang ran 1a khong tham gia vao sy tach va cé kha nang giir

dugc pha tinh (khong it hon 10 %).
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% Cot mao qudn

Da s6 cac phép phan tich trong sic ky khi sir dung cac cot mao quan dai tir 15
dén 100 m va dudng kinh trong rat nho tir 0.10 dén 0.53 mm. Céc cot ndy duoc ché tao
tir thity tinh oxit tinh khiét ndu chay c6 mac d6 lién két ngang cao hon nhiéu so véi
thuy tinh thudng nén bén va chiu duoc nhiét d6 cao dén 350°C .

Céc cot mao quan md c6 10p phim mong trang trén thanh dng cung cap d6 phan
giai cao hon, thoi gian phan tich ngin hon va d6 nhay cao hon cot nhdi nhung chung
c¢6 dung lwong thap hon cho cac mau. Cot mao quan mé hep cung cap do phan giai cao
hon c6t mao quan mé rong hon nhung chiing doi hoi ap suét cao hon dé hoat dong va
c6 dung lugng cho mau nho hon.

Mot loai khac 14 cac cot mao quan co cac hat rin chat mang phi mot 16p pha
tinh long duoc gén trén bé mat bén trong cua cot. Boi vi dién tich bé mit cua loai nay
tang 1én, cot nay c6 thé xa Iy nhitng mau 16n hon c¢ot phi 16p phim mong trén thanh
cot. Loai cot nay I trung gian giira cot mao quan pha phim mong trén thanh va cot nhoi.

d) Detector
Hién nay trong phuong phap GC nguoi ta st dung nhitng loai detector sau:
 Detector dan nhiét (TCD): Detector dan nhiét thich hgp vé&i nhiéu chat can phan
tich.

« Detector ion hoa ngon ltra (FID): Pay 1a detector duoc dung nhiéu nhét, phat hién

dugc dén 109.

« Detector hip thu electron (Detector bat electron - ECD): Nhd ¢6 ngudn phong xa

nhu H hodc ' Ni. Do nhay cao, dat t6i 1022,

3.4.2. Chuan bi mau va cac yéu té anh hwéng dén viéc tach mau

a) Chudn bj mdu

Céac méu trong thyc té rat phong phi va thudng c6 thanh phan phirc tap, bén canh
cAu tir chinh mau con chira mot s6 ciu tir véi ham luong vét. Co mau co cac ciu tir voi
nhiét d6 s6i khac nhau trong mot khoang rong. Mau c6 thé & dang dung dich nhung ciing
c6 ¢ dang khi hodc dang ran. Mau chtra nhiéu ciu tir phan cuc hodc chua nhiéu ciu tir
it hoac kém phan cuc. Chia khoéa dé co mot qué trinh sdc ky thanh cong cho mot mau
phtrc tap 13 can phai lam “sach” n6 trude khi dwa né vao cot.

Céc phuong phap nhu chiét pha ran, chiét 16ng - 16ng, chiét rin - 16ng, su giai
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hap nhiét cac cac cdu tir d& bay hoi gitip loai bé nhitng chét can tré dé 1am sach mau
can phén tich. Ngoai ra, cac phwong phap nay giup co 1ap va lam giau cac cdu tir can
phan tich dén mic d6 c6 thé do tim dugc.

Néu ta khong lam “sach” mau thi sic ky dd thu duoc s& chtra nhiéu cac pic
kém phan giai va cac cau tir khong bay hoi s& con giit trong cot va pha huy cot.

Mau duoc dua vao cot bang hai cach: tiém mau thu cdng hoac tiém mau tr dong.
Mau s& duoc bom vao bén trong theo dong khi mang, dua dén cot sic ky (pha tinh).
Mau khi qua cot sic ky s& duoc hap phu 1én trén pha tinh, sau d6 cac chat s& duoc 1an

luot tach khoi cot va theo dong khi ra ngoai, dwoc ghi nhan bai dau do. Tir cac tin hiéu
nhan duoc may tinh s& xir Iy va biéu hién két qua bang sic ky d6. Cac chat s& dugc Xac
dinh nho gié tri thoi gian luu trén sac ky do.

b) Céc yéu tdé anh hwéng dén viéc tach miu

< Chon detector

Detector ion hoa ngon Itra ciing 12 loai dugc dung pho bién nhat nhung né chi dap
g t6t cho hop chét chira mach cacbon dai hodc cac hydrocacbon. Loai nay khong
nhay nhu detector bit electron hodc detector huynh quang. Detector ion héa ngon lira
doi hoi mau phai chira 16n hon 10 ppm chét can phan tich cho phén tich tiém mau chia
dong.

Detector din nhiét 13 cach phd bién nhat dé do tim cac chat nhung no khong du
nhay cho nhiing ¢4t mao quan mé c¢6 d phan giai cao.

Céc detector nhay cho phan tich siéu vét chi dap Gng voi mot loai hop chét nao
d6 thoi. Vi du detector bat electron 1a loai dic biét cho cic hop chat chira halogen,
carbonyl lién hop, nitril, va hop chét nitro.

Néu chi can biét nhitng thong tin dinh tinh dé nhan dién cac chat rira giai, cac
detector khdi phd va hong ngoai 13 nhimg chon lya tét. Detector hong ngoai gidng
detector do d6 dan nhiét thuong khong du nhay cho nhitng cot mao quan mé.

< Chon cft
Nhitng chon lya chinh 1a pha tinh, duong kinh cot va chiéu dai cot.

Chon pha tinh theo nguyén tic cac chat c6 ciu tao cang giéng nhau thi tuong tac
t6t v6i nhau. Cac pha tinh khong phan cuc dugc sir dung nhiéu. Pha tinh c¢6 do phan
cuc trung binh dugc sir dung hau hét nhitng phép tach ma pha tinh khong phan cuc
khong thé. Ddi voi nhimg hop chét phan cuc cao thi mot cot phan cuc manh 1 can
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thiét. Cac dong phan quang hoc va nhirng hop chit c6 cau trac hinh hoc gan giéng
nhau doi héi nhitng pha tinh dac bi¢t cho phép tach nay.

Giira duong kinh cot va bé day cua 16p phim c¢6 mdi quan hé trong viéc anh
huong dén d6 phan giai. Do phan giai cao nhit c6 thé dat duoc boi nhitng cot hep nhat
v6i pha tinh mong nhat. Cac cot hep va 16p phim moéng dic biét thich hop cho viée
tach cac hon hop clia cac chét c6 nhiét do soi cao nén bi luu gilr qua manh trén céc cot
¢6 16p phim méng. Cac thoi gian luu ngin cung cap nhing phép phan tich nhanh. Tuy
nhién, cac cot hep c6 16p phim moéng c6 dung lwong mau rat thap, doi hoi nhimg
detector c6 d6 nhay cao (detecter ion hoa ngon ltra c6 thé khong twong thich), khong
luwu giit tot nhitng hop chit d& bay hoi va c¢6 thé chiu nhitng anh huong do nhirng vi tri
hoat dong trén bé mat co thé bi 10 ra. Cac cot cd hep co6 16p phim day cung cép mot
thoa hiép tot giita do phan giai va dung luong mau. Chung co thé dugc sir dung voi
nhiéu detector (nhung thudng khong phai cac detector do d6 dan dién hoic hong ngoai)
va v6i nhitng hop chat d& bay hoi. Cac thoi gian luu gitr dai hon so véi cot ¢d 16p phim
mong.

CAc cot ¢ rong va cé 16p phim day duoc doi hoi cho viéc st dung cac detector
do d6 dan dién va hong ngoai. Chiing c¢6 dung luong mau cao va c6 thé xtr Iy cac hop
chat d& bay hoi nhung cho d6 phan giai thip va thoi gian lwu gitr 1au. Néu mét cot
chuyén biét dap ing v6i hau hét nhimng yéu cau dit ra nhung khong cung cap du do
phan giai thi ¢t dai hon cung loai c6 thé duoc sur dung.

Chiéu dai gap doi cia cot 1am ting gap d6i sd dia 1y thuyét va theo phuong
trinh tinh d6 phéan giai thi lam ting do phan giai 1én gap 2 lan. Piéu nay khong phai
1a cach t6t nhat dé tang do phén giai boi vi n6 1am ting gip doi thoi gian luu.

Vi¢e st dung mdt cot hep hon hoac 16p pha tinh mong hon s€ lam tang d6 phan
giai ma khong kéo dai thoi gian luu gitr.

Viéc thay do6i pha tinh 1am thay d6i hoan toan sy luu giit twong dbi ctia nhimng
hop chat khac nhau (o trong phuong trinh...) va c6 thé phan giai cic ciu tir dang quan
tam.

< Chuong trinh nhiét do
Néu nhiét d6 duoc chon qua thép, nhirng pic hoa tan dau tién s& co khoang
cach rat gan nhau, trong khi d6 cac cau tir bi luu giit manh sé& c6 cac pic bi dan rong

va nam thap. Ngoai ra néu nhiét d6 cot hoi thap thi thoi gian phan tich sé& ting theo
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cap sO nhan.

Néu chon nhiét do thich hop cho céac cAu tir c6 diém so6i thép thi cac cau tir co
diém s6i cao s& bi luu giit 1au trong cot tach dan dén pic ciia chung bi dan rong. Nguoc
lai néu thuc hién viéc tach & nhiét dd cao thi cac ciu tir ¢ diém sdi cao s& rira giai
nhanh va c6 d6 phan giai tot, nhung cac ciu tir ¢ diém soi thap thi bi tach cham va
c6 d6 phan giai kém, tham chi nhiéu pic bi chap 1én nhau.

Néu cac cau phan ctia hdn hop c6 nhiét d6 soi khac biét nhau nhiéu nén st
dung chuong trinh nhiét do dé tang nhiét do cua 10 Ién tu tir, tdch ro1 cac hop chét cua
hdn hop mot cach tét nhat.

3.4.3. Ung dung

- X4c dinh d9 tinh khiét

- Theo ddi phan tng hoa hoc

- Biét duoc s6 cAu tir hién dién trong hdn hop.

- Phan tich thuc pham, duoc pham.

- Phéan tich méi truong

3.5. Sic ky léng hiéu ning cao

3.5.1. Giéi thiéu may sic ky 16ng hiéu niing cao

Binh chira dung moi

— Cot tach Van tiém

Detector

May tinh  ose ky @b
v £

Pump |

Lo én nhigt
Céac bg phdn cua may sac ky léng hiéu ning cao
a) Binh chira dung moi
Thudng lam bang thuy tinh, d6i khi 1am bang thép khong ri, trong phuong phap rira
giai thong thudng chi can mot binh chira dung moéi, trong phwong phép rira giai gradient
thuong dung 2, 3, 4 binh chira cac dung moi khac nhau va hé dung méi rira giai 1a hon
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hop ctia cac loai dung mai trén tron 1an v6i nhau theo ti 16 dd dugc xéc dinh. Cén loai
cac hat va cac khi hoa tan trong dung moi.
b) Hé théng bom
Bom dung trong phuong phap phéi tao dugc 4p suit cao (3000 - 6000 psi hay
khoang 250 - 500at), luu lwong bom khoang 0,1 dén 10 ml/ph, phai tro véi cac dung
moi. Hé théng bom nay phai c6 kha ning bom pha dong qua cot & p suit cao ma khong
bi ngét quang hodc tao nhip song co thé 1am sai 1éch cac luc thu dugc.
¢) Hé bom mau (hé tiém mau)
Mau duoc bom vao cot nhd hé théng van miu. Ngudi ta bom mau vao vong
mau véi thé tich thuong 13 tir 10 dén 20 pl.
d) Cot sic ky
Kiéu cot thuong phu thudc vao phuong phap dung dé tach, nhung thuong la
nhitng cot bang thép khong gi, c6 ¢& 16 chinh xac dudng kinh tir 3 dén 4 mm va dai tir
10 dén 30 cm. Cot sic ky dugc nhdi that chat bai nhitng hat nho duong Kinh < 5um.

e) Detector
La bo phan phat hién cac chét khi chlng ra khoi cot va ghi nhan céc tin hiéu ghi

trén sic ky dd. Hién dang st dung céc loai detector sau:

- Detector ttr ngoai (UV): Dung dén thuy ngan cho vach 254nm. Nhiéu chét hap
thu & budc song nay.

- Detector tir ngoai va kha kién (UV-VIS): Dung phé quang ké Iyra chon budc séng
tir 195 dén 750 nm. Loai nay hién nay duoc ding nhiéu nhat.

- Detector dién hoa va detector huynh quang c6 d6 nhay va do chon loc cao dung
trong phan tich vét. Dung detector dién hoa co thé phat hién duoc nhitng lugng
picrogam.

3.5.2. Chuan bi mau
Yéu cau mau sac ky:

- Po tan trong pha dong hop 1y (dic biét trong HPLC pha ddo). Néu mau tan it
trong pha dong => thé tich tiém 16n => hiéu qua phan tach giam. Néu mau tan
nhiéu => dung mdi chay qua cot ddm dic vi hoa tan nhiéu co6 thé dan dén taa trén
bé mit cot => hong cot.

- Mau thir dugc chudn bj theo dung chuyén luan riéng. Qui trinh chuan bi theo

nguyén tac: Dung mdi hoa tan hoat chét phai hoa tan trong pha dong, trong nhiéu
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truong hop dung chinh dung méi pha dong dé hoa tan mau. Loai bo cac chat
khong tan trong pha dong hodc cac chit khong rira giai duoc bang cach loc hay
chiét... (chiét lai nhiéu 1an, loc qua mang loc 0.2 — 0.45 micromet). i véi HPLC
diéu ché, mau phai qua xtr Iy dé twong dbi tinh khiét chir khong dung cao chiét
nguyén dé 1am miu, mau dem chiét tach bang HPLC c6 it chat hon.
3.5.3. Ung dung
HPLC c6 nhiéu tng dung bao gdm y hoc (vi du phat hién nong d6 vitamine D
trong huyét thanh), trong phap luat (vi du phat hién cac thudc lam ting luc trong nudc
tiéu), trong nghién ciru (vi du tinh khiét chat tir mau sinh hoc phic hop, hoic tach cac
chét tong hop gidng nhau tir cac chat khac) va trong san xuat (vi du trong tién trinh san
xuat cac ché pham sinh hoc hoidc dugc). HPLC c6 thé lya chon mé ta nhu mét sy lya
chon lién quan sy hat bam hang loat trong hoéa hoc.
3.6. Mot sb ky thuat sac ky khac
3.6.1. Sic ky gidy

Séc ky giay 1a mot phuong phap phan tach dé dang cac thanh phan caa mot hdn
hop (acid amin). Trong sic ky gidy, pha tinh 1a mot to gidy bang cellulose (thi du nhu
to gidy tham, gidy loc trong phong thi nghiém). Cac loai gidy nay c6 tinh 4i nugc nén
trén thuc té, pha tinh 1a mot 16p nuéc (H20) that mong da duoc che phu I&n trén bé mit
cua to gidy, chinh vi thé sac ky gidy la loai sic ky phan chia. Pha dong la chét long (co
thé 1a chat long hay mot hdn hop dung mai).

Phuong phap nay thudng dugc st dung dé tach cac chéat ua nude nhu amino acid,
duong, ... Trong gidy, cellulose c6 dang soi, cac soi nay khi nam canh nhau s& tao thanh
mang ludi véi céc 16 rdng to. Khi giai ly, dung mdi di chuyén doc theo bé mat sgi va
c4c 16 rong s& duoc phii diy dung méi. Nhu thé, cac chat tan bi phan tan nhiéu trong 16
rdng khién céc vét sic ky to hon. Bot gidy hap thu nude, nudc bi gitr lai trong céu trdc
glucopyranose bang cau ndi hydrogen, vi thé qué trinh sic Ky xay ra theo co ché phan

chia.
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Céc chdt mau di chuyén theo dung méi I1&n gidy véi cdc diém khac nhau

@ Mot giot hdn hop (drop of mixture) dit & mot goc manh gidy loc, mot canh gidy
nam trong dung mai.

(0 Dung méi di chuyén 1én tam gidy bang lyc hut mao mach, cac chat s& phan b theo
cac ty 18 khac nhau Mdi hop chét di chuyén voi téc d6 phan anh kich thudc cua
phén tir cua nd va hoa tan ctia n6 trong dung moi.

© Nhirng chat khac nhau sé& duoc trai ra & nhitng diém khac biét trén bang, tao thanh
mot sic ky do.

Hién nay, sic ky gidy dang dan dugc thay thé bang sic ky 16p mong. Do phan
16n cac chat hitu co khong c6 mau, nén sic ky gidy s& khong cho thdy duoc vi tri cla
mau chat trong qua trinh dung moi di chuyén di 1én gidy.

Nhwoe diém: Trong gidy, cellulose & dang nhitng soi dai nam song song ké nhau mot
cach tu nhién, va mot hé théng mang nhu thé chic chan c6 cac 16 hong. Khi dung méi
giai ly di chuyén (mang theo céc chét tan, solute) doc theo bé mit cua soi, cac 16 rong
nay s& duoc dip phu diy dung méi, va cac chét tan c6 dip khuéch tan vao cac 16 rdng
nay, khién cac chat tan cang lic cang to dan so v&i vét chdm tao muc xuat phéat ban dau.
Con néu soi cellulose duoc nén chit qua dong chay s& rat khé di chuyén.

3.6.2. Sic ky trao doi ion

Su trao d6i ion 14 sy grfm két c6 tinh chit thuan nghich gitra cac phan tir c6 mang

dién tich. Trong sic ky cot nhoi, pha tinh R ¢6 gan thém nhom chire G mang dién tich.
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Gia sir cho di ngang qua cot mot hdn hgp mau chat ban dau cé chira
D nhiéu loai chét tan (solute) khac nhau, chit tan ndo c6 mang dién
« tich ngugc dau véi dién tich ctia nhom chire, thi du chat tan S, chat
9 b tan s& dudi d6i ion C ra thé chd vao, dé gin vao pha tinh, va nhu thé
ﬁ o chét tan s& bi gift lai trong cOt, trong khi d6 nhitng chit khéc ciia hdn
o  hopmiu chét ban dau s& khong bi giit lai nén di ra khoi cot. ky thuat
@ nay tach riéng duoc hop chit S ra khéi hon hop ban dau.
“l]® RGC +S" > RGS +C
Hoic RG'C +S - RG-S + C

Ion exchange

Trong do: R 1a pha tinh hay goi la nhya (resin), G 1a nhom chirc mang
dién tich duoc ¢b dinh trén pha tinh hay con goi 1a nhom chirc hoat dong cua nhya. C la
d6i ion ctia G. S 1a chat hitu co ¢6 mang dién tich trai dau voi G.

Céc loai hat nhua trao doi ion: nhua polystyren, silicagel, polymer carbohydrate.

Trong phuong phap sic ky trao d6i ion, pha tinh 1 nhitng hat mang san mot dién
tich nhit dinh, nhitng hat ndy s& twong tac véi cac phan tir (protein) mang dién tich trai
dau véi chiung. Cu thé, néu hat mang dién am, tién trinh duoc goi la sic ky trao doi ion
dwong, thi s€ twong tac voi nhitng phan tr mang dién tich duong. Nguoc lai, néu hat
mang dién tich duong, goi 14 sic ky trao déi ion am, thi twong tac v6i phan tir mang
dién tich am. Vi thé, nhitng phan tir cung dau véi cot s& chay ra khoi cot trong khi nhing
phan tir trai ddu bi giit lai cot. D& phong thich nhiing phan tir nay, ta ting ndng do ion
ctia pha dong, nhitng ion ndy sé& thé phan tir twong tac voi cac hat mang dién tich.

3.6.3. Sac ky gel

Trong séc ky gel, pha tinh 1a mang polymer c6 16 réng va cac 16 rong .
nay dugc phu diy dung moi ding lam pha dong. Mot hon hop gdm nhiéu ﬂ
hop chét c6 trong lugng phan tir khic nhau c6 thé tach riéng duoc hay P
khong 1a tdy vao kich thuéc 15 rdng. Cac phan tir 6 kich thudc 16n hon 15 #
rong, khong thé chui lot vao bén trong 16 rong, nhanh chong theo dong chay :, >
cua pha dong di ra khdi cft. Cac phan tir c6 trong lugng phan tir nho hon & D
kich thudc 16 rdng, s& toan phan hay ban phan lot vao 15 réng, tuy ring cudi g
cung rdi ciing theo dong chay di ra khoi cot nhung s& cham tré hon. .

Nhu véy, cac thanh phan khac nhau ctia hdn hop mau khi di ngang T
qua cot sic ky gel, s& ra khoi cot 1an luogt theo trinh tu trong lwong phan tir
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16n di ra khoi cot trudc, phan tir nho di ra khoi ¢t sau.
Ung dung: k¥ thuit nay dung dé tach cic dai phan tr ¢ ngudn gbc sinh hoc nhu:
protein, polysaccharide, acid nuleic, enzyme, ... Nguoi ta tng dung vao viéc doan trong
lwong phan tir ciia mot hop chat chua biét.
3.6.4. Sic ky ai luc

Séc ky ai luc hép thu phéat hién céc ai lyc sinh hoc ma mot phan tir sinh hoc c6

vo1 mot phan tir khac duoc ¢d dinh trén mot pha 6n dinh. C6 nhiéu

, phuong phap dé rira giai cac phan tir 4i luc vi c6 nhiéu loai sic Ky &i
'i ’ luc khac nhau, cac budc theo gradient van thuong dugc st dung.

Thudng st dung trén cac hé thong c6 4p suat thip. Cac gia thé (thuong

- , 1a agarose) thudng chiu duoc ap suat dudi 50psi.

' Nhuoc diém: dit tién, kho téy rura, chon loc phéi tu, gén
‘ ®  Kkét phdi tir 1én gia thé hoat hoa thudng gip nhiéu kho khan.
] Uu diém: phét trién phuong phap tinh sach trén protein A
9

(protein A la antigen cho 1gG), bat giit tt, cho phép phan tach
Atfiniey protein dang nguyén thily con hoat tinh v6i dang bién tinh. St dung
sic ky 4i luc cho tuong tac gitra khang nguyén-khang thé dé tinh
sach mot khang nguyén. Nguoc lai, mot gia thé c6 lién két véi mot
khang nguyén chuyén biét s& bat giir khang thé chuyén biét cho
khang nguyén d6. Ung dung nhiéu nhat 1a gan két protein A vao
gel dé gin két voi cac globulin mién dich.
3.6.5. Sic ky twong tac ky nuwéc

Séc ky twong tac ky nude 1a phuong phap bd sung kha tdt cho cac ky thuat
phan tach khac. Trong nhirng nim gan day, phuong phap nay trd nén thong dung nhu

1a budc dau tién trong qua trinh sac ky.
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Loai hat Macro-Prep c6 dan xut 1a nhém ky nuée, c6 thé

1a gbc methyl hay t-butyl. Cac gbc nay hap din cac gbc ky nudc

L 2% b khac c6 trén bé mit protein. Khi cho mau protein vao trong diéu

z _ .p kién ndng d6 mudi cao ép cac phan ky nude lai gan nhau va dinh

| : ¥ vo6i nhau. Qu4 trinh rira giai duoc thyc hién bang cach giam dan
"'J ® ndng d6 mudi cho dén khi cac phan ky nudce di lai vao trong dung
®0) - dich.

y v b Pic diém: Phan tach cac phan tir theo tinh ky nudc cta phan tir.
| Cac nhom ky nude khac nhau dyoc ¢ dinh trén bé mat gia thé.
Hydrophobic interacion  Durgi diéu kién nong d6 mudi cao (thap) CAC phan ky nudc trén
phan tir trong tac cic nhom cb dinh. Cac phan tir gan két duoc rira
giai bang cach giam ap lyc ion va vi vay hoa tan cac phan tir ra khoi
gia thé.
Uu diém: cho phép c6 miu, cong suat cao, nhanh, miu dugc thu nhan trong néng do
mudi thap.
Nhwge diém: mot s6 protein c6 thé bi tiia & ndng d6 mudi cao, khé nang cap quy mo

16n.
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CHUONG 4:  MOT SO THU THUAT KHI TINH CHE HQP CHAT
HUU CO

4.1. Ky thuat két tinh
4.1.1. Giéi thiéu
a) Khdi niém

Két tinh 13 qua trinh tach chat rdn hoa tan trong dung dich dudi dang tinh thé.
Tinh thé 13 nhitng vat rin dong nhét c6 cac hinh dang khac nhau, gi6i han boi cac mit
phang. Tinh thé gdm ca cac phan tir nudc goi 1a tinh thé ngdm nudc (tinh thé hydrat).
Tuy theo diéu kién thuc hién qua trinh ma tinh thé c6 thé ngadm s6 phan tir nudc khéac
nhau.

b) Phwong phadp

Két tinh 1a phuong phap thong dung dé tach cac chit ran ra khoi hon hop cua
ching. Co thé két tinh tir dung dich bdo hoa va tir trang thai nong chay. Phuong phap
két tinh don gian nhat 1a phuong phap két tinh tir dung dich bao hoa.

Diéu kién can thiét dé co qua trinh két tinh 13 phai tao cho duoc nhitng dung dich
qua bao hoa, tirc 1 1am mét can bang pha ctia hé. Do vay trong cong nghiép ngudi ta sir
dung nhiéu phuong phap: két tinh tich mot phan dung moi, két tinh v6i thay doi nhiét
d0, két tinh chan khong.

Trong diéu kién san xuét, qua trinh két tinh bao gém cac giai doan sau:
- Giai doan két tinh bang cach ha nhiét do hay 1am bay hoi mot phan dung moi.
- Téch tinh thé ra khoi dung dich con lai bang cach lang, loc, li tam.
- Két tinh lai (trong trudng hop can thiét).
- Rira va sy kho tinh thé.
Trong phong thi nghiém, qua trinh két tinh lai gdm cac giai doan sau:
- Hoa tan mau chét ran khong tinh khiét trong dung mai thich hop.
- Loc néng dung dich trén dé loai bé chat phu khong tan.
- Lam lanh dung dich hodc dudi b6t dung méi dé tao dung dich bdo hoa va giy
mam két tinh
- Lam kho tinh thé.
Quy trinh nay c6 thé lam lai nhiéu 1an dé thu duoc chat tinh khiét.
ChU y: sy khac nhau giira c6 dic va két tinh:
- Co dac la tach mot phén dung méi dé dat dén trang thai bao hoa hoac cling co thé
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dén qua bao hoa.

- Két tinh 1a hodc tich mot phﬁn dung moi hodc ha nhiét do dé dat dén trang thai
qua bdo hoa.

Diém khéc co ban cua hai qua trinh 13 qua trinh két tinh c¢6 qua trinh tao mam va
phét trién mam tao thanh tinh thé, con c6 dic thi khong (trir truong hop co dic dén nong
d6 rat cao, co nghia 1a vira c6 dic vira két tinh)

Ung dung: trong cong nghé hoa chit va thuc pham qua trinh két tinh duoc ing dung
rong rai dé nhan duoc cc chat dudi dang sach, nhu san xuit mudi khoéang, san xuét
amonisunphat, san xuat duong mia, duong ci cai, ...
4.1.2. Cac giai doan két tinh

a) Qud trinh tao mam

Mam tinh thé con goi 14 tdm két tinh duoc hinh thanh khi dung dich & trang thai
qua bio hoa do dung dich dugc 1am lanh hay cho bdc hoi mét phan dung méi (trong nodi
niu duong chéng han). Theo quan diém hién dai, mam duoc tao ra do sy lién két cua
céc ion (phan tir) khi va cham véi nhau ctia chat hoa tan trong dung dich. Mam tinh thé
khi dat dén trang thai can br?mg vo1 dung dich thi su két tinh s& dung lai.

Trang thai qua bao hoa ciia dung dich c6 thé ton tai trong mot khoang thoi gian
nhat dinh duoc goi la chu ki cam mg va no c6 thé kéo dai tir vai gidy dén vai thang ma
trong khoang thoi gian nay khong c6 mam tinh thé xuat hién. Chu ki cam tng phu thudc
vao ban chét ctia chat tan va dung moi, vao muc do qua bao hoa cia dung dich, vao
nhiét d§ va phuong phap khuéy tron, vao cac tap chét, va vao tac dong co hoc.

Néu trang thai qua bao hoa qua 16n vuot qua mot gidi han nhét dinh (dén ving
qua bio hoa cao) thi s& xuat hién qua trinh két tinh ty nhién, lac nay lugng mam tinh thé
rat nhiéu, lic d6 dung dich s& déng rin chir khong tao thanh nhitng tinh thé riéng biét.

C6 mot s6 dung dich mic di ¢ d6 qué bio hoa rat 1on van khong xut hién mam
tinh thé, khi d6 can phai kich thich qua trinh két tinh bang cach cho vao dung dich d6
mot lugng nho cac tinh thé chét tan hodc tinh thé ctia cic chét khac c6 cung cAu trac tinh
thé giéng chit tan (chét cho thém goi 1a chét tro mﬁm), hoac béng cach tac dong co hoc
nhu lam rung dong, lic, ma sat, ... (nhu lam ma sat tuong cua chai lo bﬁng dtia thuy tinh).
Do nham ctia bé mit cua thiét bi két tinh va vat liéu lam canh khuéy cling ¢6 anh huong

dén qua trinh tao mam.
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b) Qud trinh phdt trién mam tinh thé

Tinh thé phat trién vé kich thude va dat toi gia tri téi han cia mam. Tinh thé co
nang luong bé mit 16n nén nod hat (hap thu) cac chat hoa tan trong dung dich. Su 16n 1én
cﬁarnﬁnlﬁnhthédéngthbiﬂwocﬁcrnétcﬁané,nhungvﬁntéclénléncﬁacéCInétﬁnh
thé c6 khac nhau.

Theo thuyét khuéch tan sau khi xuét hién mam tinh thé, trén bé mit mam s& tap
trung, két tu chat hoa tan (¢ trong dung dich ¢ trang théi tinh). Cung véi su 16n 1én cua
mam do vat chat khuyéch tan tir moi trudng xung quanh dén bé mit mam, do d6 chit
16ng xung quanh mam sé& lodng dan chit tan, tirc 13 mat di tinh chat qua bio hoa va néu
nhu khéng c6 chat hoa tan tir cac ving xung quanh di vao khu vuc d6 thi qua trinh 16n
1én clia céc tinh thé s& ngimg lai.

4.1.3. Cac phwong phap két tinh

a) Trong cong nghiép

Tuy thudc vao didu kién cu thé ma cé thé ap dung phwong phap két tinh c6 tach
dung méi hodc khong tach dung méi (ha nhiét do ciia dung dich) hodc két tinh chan
khéng.

Céc qua trinh két tinh c6 thé thuc hién theo phuong phap gian doan hay lién tuc.
Qua trinh gian doan c6 nhitng nhuoc diém co ban nhu: thiét bi céng kénh, tinh thé nhan
duogc khong déu, thao thac vat va. Con qua trinh két tinh lién tuc duoc ung dung rong
rdi trong cong nghiép do ning suat cao, tinh thé nhan dugc co kich thudc déu dan.

% Két tinh tach mot phan dung méi
Phuong phap dugc ap dung dé két tinh tir cac dung dich khi d6 hoa tan cua céac

cAu tir it phy thudc vao nhiét do.

Dé tach dung méi c6 thé thue hién theo cac phuong phap sau:

- €6 dic dung dich (cho bay hoi tai nhiét 6 soi). Phuong phap két tinh cho bay
hoi bang ¢6 dic co nhuoc diém 1 cac tinh thé s& bi dinh 1én bé mat truyén nhiét
va déng thoi s€ 1am tang néng do tap chét ¢ trong dung dich. Dé han ché lugng
chét ran dong trén bé mit truyén nhiét phai ting van tdc tudn hoan dung dich
hoic khuay tron.

- Cho bay hoi dung méi tai nhiét d§ nho hon nhiét d6 séi cua dung dich. Cho bay
hoi tu nhién (thuc hién trong cac thiét bi hd), hay cho bay hoi ¢ 4p suat chin

khong.
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% Két tinh voi sw thay doi nhiét d: (két tinh khéng tach dung moi)

Phuong phép dugc ap dung dé két tinh tir cac dung dich khi d6 hoa tan cia cac
ciu tr phu thudc vao nhiét do. Két tinh c6 dudi dung moi dé tao diéu kién nhiing tap
hop lién két 16n (néu lwong mam qua nhiéu sé tao thanh tinh thé nho, min d& déng rin,
gay bat loi). Hon nita trong san pham két tinh ¢ chira nhiéu tap chat, ngoai ra viéc dudi
dung méi bang phuong phap tu bay hoi tién hanh rat chim, con c6 dic va hat chan
khong twong ddi dat tién. Do d6, viéc két tinh bang cach ha nhiét do kha thuan loi.

Dé ha nhiét d6 cua dung dich thuong dung nudc lanh hay nude mubi.

Phuong phéap két tinh nay c6 thé 1am viéc lién tuc hay gian doan. Két tinh gian
doan bang cach cho dung dich vao dy thiét bi, sau két tinh xong, nudc cai va tinh thé
duoc thdo ra ngoai. Con két tinh lién tuc dugc thuc hién trong nhiéu thiét bi ndi véi nhau,
dung dich di tir thiét bi ndy qua thiét bj khac va san pham 14y ra lién tuc.

% Két tinh chédn khéng

Trong phuong phap két tinh chan khong, mot phan dung méi duge bay hoi nho
vao nhiét vat li ciia dung dich. Hoi bay ra theo duong bom chan khong. Nhiét do cua
dung dich & trang thai bio hoa s& giam dén nhiét d6 soi tuong Uing véi ap sudt chan
khong trong thiét bi. Dung dich s& dat dén trang thai qua bdo hoa va két tinh. Dung moi
bay hoi khong chi do nhiét vat li caa dung dich ma con do su toa nhiét khi két tinh. Két
tinh tién hanh dong thoi bay hoi do hit chan khong va lam lanh s& ting cudng qua trinh
va xdy ra trong toan bo thé tich dung dich, do d6 cac tinh thé s& han ché dinh vao bé
mit thiét bj va thoi gian rira thiét bi s& duoc rit ngan.

b) Trong phong thi nghiém

Hoa tan chat ran can két tinh trong dung méi thich hop vira phai ¢ nhiét do soi
(thudng 14 nhiét d6 s6i cua dung méi) v6i mot lugng chat hoa tan xac dinh. Pun s6i sau
d6 tiép tuc bo sung thém dung moi dén khi chét ran tan hoan toan (& nhiét do soi). Néu
qua trinh hoa tan nhu trén xuat hién 16p dau can thém dung mai tiép va dun cho tan hét
16p dau. Néu dung dich hoa tan c6 mau thi can thém than hoat tinh (v6i lugng bang 1-
2% ham luong chat hoa tan) vao dung dich va dun sbi lai dung dich.

Sau khi hoa tan xong can loc nong ngay dé loai cac chat ban khong tan, tranh két
tinh trong khi loc. Dung dich sau loc, dé nguoi tur tur s€ két tinh. Qua trinh két tinh c6 thé
1ap lai nhiéu 1an dé thu duoc chat tinh khiét. Cac tinh thé duoc loc, 1am kho va xac dinh

nhi¢t 6 nong chay.
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R

Diéu quan trong 1a phai biét chon va thir dung méi hoa tan: cac chét phan cuc dé

=

tan trong dung méi phan cuc, cac chat khong phan cuc dé tan trong dung méi khong
phan cuc.
- Céac dung moi phan cuc: nudc, alcol, ether, ester, acetic acid.
- Cac dung moi khong phan cuc: benzene, hexane, cyclohexane, CCls, carbon
disulfide...
- €06 thé dung hdn hop dung méi.
Cdc dung moi duoc chon phai thoa man mot s6 tinh chat sau:
- Phai tan t6t chat hoa tan va rat it tan & nhiét do thuong va lanh.
- Khong phan tmg héa hoc véi chat tan.
- Cactap chat khong tan véi dung méi chon & nhiét d§ cao hodc hoa tan tdt & nhiét
d6 thuong va lanh.
- Dung mai chon phai dé dang bay hoi khéi bé mat tinh thé.
- Nhiét do s6i cia dung moi phai thip hon nhiét d6 néng chay cia chat ran khoang
10— 15%.
4.2. K§ thuat chung cit
Chung cat 14 qua trinh chuyén chét 1ong thanh hoi r6i ngung tu thanh l6ng. Dé
chuyén chat 1ong thanh hoi, tién hanh dun so6i chat 16ng d6. Chat 1ong soi khi ap suét hoi
clia n6 bang 4p suit bén ngoai. Khi ap suit bén ngoai giam thi nhiét do s6i ctia chat giam.
Véi mot chat tinh khiét thi nhiét do so6i khong ddi trong qua trinh dun, néu khong c6
hién twong hoi qua nhiét do dun manh. Néu nhiét d6 soi ctia chat thap hon nhiét do chat
d6 bi phan huy thi c6 thé tién hanh chung cat & ap sut thudong. Con néu nhiét d sbi cila
chét cao hon nhiét d6 phan huy thi phai tién hanh chung cit & ap suat thip. Phuong phap
chung cét thuong dung dé tach biét (tinh ché) cac chat c6 nhiét d6 soi khac nhau ra khoi
hdn hop ctia nd. C6 nhidu phuong phap chung cat khac nhau tity thude vao tinh chét ciia
hdn hop chét 16ng.
- Vi cac chat ¢ nhiét d6 soi xa nhau thuong chon phuong phap chung cit don
hay chung cit thuong.

- Vi cac chat co nhiét d6 soi gan nhau thuong chon phuong phéap chung cit phan
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doan.

- Phuong phap chung cat 16i cudn hoi nuée dung dé tach biét cac chat trong hdn
hop, trong d6 c6 mot chat khong tan trong nudc va dé bay hoi véi hoi nudc.
Théng thuong phuong phap nay duoc lua chon khi thoa man cac diéu kién trén
va khong thuc hién dugc v6i hai phuong phap trén.

Céc phuong phap chung cit trén c6 thé tién hanh & 4p suit binh thudng hoic &
ap sut thap tiy vao dic diém tinh chat ciia hdn hop chung cat. Dung cu ding dé chuyén
tir dang hoi sang dang 1ong trong qua trinh chung cat dugc goi 1a éng sinh han. C6 nhiéu
loai dng sinh han: dng sinh han khong khi, dng sinh han nudc; dng sinh han thing, xoén,
bau, ... tlly vao ban chat cia cac chit va tiy vao muc dich st dung. Vi chat 1ong soi &
nhiét d thap hon 80°C thi dung dng sinh han nuéc, néu cao hon 150°C thi ding sinh
han khong khi, con trong giéi han 200- 300°C thi himg tryc tiép & nhanh binh cét,
4.2.1. Chung cat don gian

Dung dé tach biét chat da bén khi dun néng va thuc té khong bi phan hiy ¢ nhiét
d6 s6i. Phuong phap nay thuong ding véi cac chat ¢6 nhiét do soi cao hon 40°C va thap
hon 160°C vi nhitng chét 1ong s6i thap hon 40°C s& mét di nhiéu sau khi chung cit nén
khong c6 hiéu qua. Néu chung cit sir dung 6ng sinh han, thi cic 6ng sinh han nay thuong
duogc lap xudi dé chat ngung tu thu duoc & binh himg. Tdc d6 cat thuong tir 1-2 giot chat
16ng roi vao binh hing trong mot gidy. Dé chat 1ong soi déu va tranh hién tuong qua loa
s& khong c6 hién tuong sbi voi biéu hién cac hat chat long chuyén dong trén bé mat chat
16ng, dan dén hién tuong thinh thoang chit 16ng soi trio manh va tran sang binh hing,
can phai cho vao binh cat mét it da bot, hay dng mao quan han kin mot dau vao ngay
khi bat ¢au dun noéng. Cha y khong duoc cho da bot vao binh cat khi dang soi.

Chung cit don gian duoc tng dung:

- Khi nhiét d6 sbi ctia hai ciu tir khac xa nhau.

- Khi khong doi héi san pham c6 d6 tinh khiét cao.

- Tach hdn hop 16ng ra khoi tap chat khong bay hoi.

- Tach so b hon hop nhi€u cau tir.
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4.2.2. Chung cét phan doan

Chung cat phan doan dung dé tach biét hdn hop cac chat 1ong hoa tan vao nhau.
Dé tach cac chat khac nhau khoi hdn hop chét 1ong c6 thé dung phwong phéap chung cat
thuong nhiéu 1an thuong goi 1a chung cat “thuan dong”. Tuy nhién dé ting hiéu suat
chung cit va giam s6 1an chung cat, nguoi ta ding cot cat phan doan.

Ban chét tic dung cua cot cit phan doan 1a ngung tu ting phan hdn hop hoi va
cho bay hoi tig phan chat ngung tu lai mot cach lién tuc. Hoi bay 1én cot cat phan doan
cang cao s& cang giau cau tir co nhiét do soi thap, con chat 16ng chay trd lai vao binh s&
giau cAu tir co nhiét do sdi cao.

CAu tao cta cot cat dam bao tiép xuc tét gitta chat 1ong chay xudng va hoi di 1én
trén, nén goi 1a chung cat “ngugc dong”. Trong cdt cat, néu s6 mat hay dia cang nhiéu
thi sy tach biét cang hoan toan hon nhung tdc d6 cit cang nho, vi mdi mat hay dia co

tac dung nhu mét 1an cat thuong.
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4.2.3. Chung cit 16i cudn hoi nuéc

Qua trinh chung bing hoi nudc truc tiép hop 1i nhat 1a chi dung dé tach céu tir
khong tan trong nudc khoi tap chat khong bay hoi, trudng hop nay san pham ngung s&
phan 16p: cau tir bay hoi va nudc. Uu diém ctia qua trinh chung nay 13 giam duogc nhiét
do s6i cia hon hop, nghia 1a co thé chung ¢ nhiét do thép hon nhiét do soi cua tung cau
tir. Piéu nay rat c6 loi ddi véi cac chat dé bi phan hity & nhiét d6 cao ciing nhu dbi véi
cac chét c6 nhiét d6 soi cao. Chung bang hoi nudc truc tiép c6 thé tién hanh gian doan
hay lién tuc. Ddi v6i cac chat hiru co it tan trong nude, khong phan g véi nude ¢ ap
suat hoi 16n & nhiét do soi ctia nude thuong dung phuong phap chung cat 16i cudn theo
hoi nuéc. Phuong phép 16i cudn hoi nude ap dung cho céc chét co nhiét do soi 16n hon
100°C.

4.3. Ky thuat thing hoa

Thing hoa 12 qua trinh 1am bay hoi chat rdn thanh hoi roi ngung tu lai thanh trang
thai ran, khong qua trang thai 1ong. Nhiing chat chuyén tir trang thai ran sang trang thai
khi ma khong qua trang thai long goi 1a chét thing hoa.

Su thang hoa 1a do 4p suét hoi clia chat ran tang theo nhiét d6 nén khi dun néng
dén nhiét d6 ma ap suat hoi cua chét rin bang ap sudt bén ngoai thi chit d6 thing hoa.
Duya vao tinh chat nay dé tinh ché cc chat rin c6 ap suat hoi kha 16n & nhiét do thap
hon nhiét d6 nong chay ctia ching tai ap suat thuong, vi du tinh thé iod, benzoic acid,
naphtalene, quinon, ... P4i v6i nhitng chét it bay hoi hodc khong thing hoa & ap suat

thuong hoic thing hoa rat cham thi tién hanh & ap suét thap.
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Su thang hoa xay ra ¢ nhiét do thép hon nhiét d§ néng chay va nhiét do soi.
Phuong phap thing hoa c6 uu diém hon cac phuong phap khac 1a thu duoc chit tinh
khiét hon va ¢ thé ding mot lwong nho chat. Nguoc lai phuong phap ndy ciing ¢6 nhuoc
diém 13 cac chat ban phai c6 tinh bay hoi khac nhiéu so vé6i chat tinh ché, qua trinh thing
hoa thudng cham va hao phi nhiéu chéat hon cac phuong phép khac. Téc do thing hoa ti
1¢ thuan véi 4p suat hoi cta chat & nhiét do xac dinh, ti 16 v6i d6 16n bé mit chat bay hoi
va ti 1& nghich véi ap suét trong binh.

Phuong phdp tién hanh thang hoa ¢ dp sudt thuong

Véi dung cu don gian, lugng nho: chat can thing hoa vao bat si, phi bang gidy
loc ¢6 choc thung nhiéu 16 nho rdi ddy bat bang phéu thiy tinh c6 boc gidy tim wdt hay
vai udt & bén ngoai, co day cudng phéu bang mat it bong. Sau d6, dun nong bét st trén
ngon lira dén con hay trén bép dién qua ludi amiing hay trén bép cach cat mot cach can
than vi néu dun néng qua sé phan hity chét thing hoa. Nhitng chat khong hoic kho thing
hoa & ap suét thudng thi c6 thé thiang hoa & ap suat thap.

U'u diém: cong nghé don gian, thoi gian ngan, do tinh khiét cao, gia thanh ré.

Nhwoe diém: khong c6 nhiéu chit thing hoa trong thuc té.
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4.4. Ky thuat dién di

Dién di 1a qua trinh dich chuyén cta phan ti tich dién trong dung dich duéi tac
dung cua dién truong. Pién di thuong dugc dung trong vi¢c tinh sach va phan tich cac
phan tir sinh hoc nhu nucleic acid, protein va mot s it phirc hop ciia carbohydrat, lipid.
4.4.1. Nguyén tic

Dua vao su tich dién nhat dinh va khdi lugng khac nhau cua cac phan tu protein

hay nucleic acid nén khi dit chiing trong mét dién truong chung sé di chuyén. Cac ion
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mang dién tich ngugc dau s& di chuyén theo hai huéng nguoc chiéu nhau, con cac ion
mang dién tich cung dau tuy di chuyén cing chiéu nhung di chuyén véi vén toc khac
nhau nén s€ tach roi nhau.

C6 nhiéu phuong phap khac nhau c6 thé duoc sir dung dé phan tich ADN va
ARN nhu: phuong phap ly tam, sic ky, do bang qunag phd ké, dién di: agarose gel,
polyacrylamide, dién di trong truong xung dién. Nhung cho dén nay dién di agarose gel
1a phuong phap duoc str dung phd bién hon vi wu diém nhanh va twong d6i don gian.

Hé théng dién di dung dich st dung hé¢ dém dung dich thay cho moi truong ran,
nhitng hé théng nhu vady co thé chiu anh huong boi sy x40 tron mau do co sy khuéch
tan cuia phan tu tich dién, lam gidm dg phan giai trong qua trinh trng dung, phan tach va
cac budc loai bd mau. Nhu vay hé thong dién di dung dich phai st dung mot vai phuong
tién nham 6n dinh dung dich trong té bao dién di.

Power supply sample loaded onto gel

by pipette

o s @0 cathode ﬁg
v

13

sample
wells

© electrode

-
—
- buffer

gel 1T (@) anode

d'recﬁon\/ 1K
of movement @ electrode

|
buf’fer/ ) .~ '
solution Electrophoresis tank buffer

R
/:‘_:_/

May dién di voi ban gel duoc dat nam ngang hodc dung ding
4.4.2. Phan loai
bié¢n di thuong dugce phan loai dya vao sy khac nhau cua moéi truong dién di hodc
chat mang rin noi ma phén tir tich dién dich chuyén
e Dién di gidy (Paper Electrophoresis): Pién di trén gidy 1a phuong phap dién di
thuong dugc sir dung dé phan tich va phan giai cac phan tir ¢& nho. Phuong phap
nay khong duoc sir dung dé phan giai cac dai phan tt (vi du protein...) bdi vi sy hdp
thu va sirc cang bé mat lién két voi gidy dién di thuong 1am thay dbi hodc bién tinh
cac dai phan tir tao ra d0 phan giai kém.
e Pién di mao quan (Capillary Electrophoresis): vat chit dugc phan tich va méi

truong dién di dugc dit trong mot dng mao din min, dai (thong thuong dai tir 50 dén
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100cm va dudng kinh trong tir 15 dén 100 pm). Mot lugng mau rat nho (& nano lit)

duoc dat tai mot dau cua 6ng mao dan va chiu su dién di dudi truong tao bai dién ap

tir 20 dén 30k V.

e Dién di trén gel (Gel Electrophoresis): Déi véi phuong phap dién di trén gel, phan
tir dugc phan tach trong hé dém long dugce ho tro trong mot chit nén polime.

 Dién di hji tu (Electrofocalisafion): D6 1a mot kiéu dién di thuc hién trong gradient
pH. Céc thanh phén di chuyén theo diém dang dién va dirng lai & ving c6 pH tuong

g véi pH dang dién cia chung.

e Dién di hai chiéu (Electrophorese bidimensionnell): Thuc hién 2 1an dién di theo
2 hudng vudng goc voi nhau. Co thé két hop dién di acrylamide-agarosse, dién di
don va di¢n di hoi ty, ...Trong thyc hanh, dau tién nguoi ta thyc hién dién di hoi ty
theo mot hudéng, roi dién di gel acrylamide-SDS theo hudng thir hai.

e Dién di mién dich: Dién di mién dich duoc thuc hién trong gel agarose trén mot lam
kinh hodc trén phim nhua, cho phép phan tich dong thoi nhiéu mau thu.

4.4.3. Céach tién hanh
- Chat mang co thé duoc ciu tao tir mot sd vat liéu khac nhau nhu: giéy, cellulose

acetate, polycrylamide, agarose, tinh bot. Trong d6, cac gel polyacrylamide va
agarose 1a chit mang con c6 tac dung sang loc luc chon theo kich thuéc. Gel
thuong duogc tao thanh & cac dang: thoi, ban, 1a mong. Dé tach protein thuong st
dung dung gel polyacrylamide, con dé tach nucleic acid c6 thé dung gel
polyacrylamide hodc aragose tity thudc vao kich thudc cac phéan tir can tach.

- DPua mot 16p mau mong vao dung dich duoc 6n dinh bing mot chat mang
(supporting media) ¢ cau tao nhiéu khe h (mang luéi).

- Dudi tac dung cua hi¢u dién thé, cac phan tir khac nhau trong mau sé di chuyén
qua chit mang véi van tdc khac nhau. Chat mang nay 1a can thiét vi dong dién
khi di qua dung dich dién di s& tao nhiét va tron 1an cac bing khi thiéu méi trudong
tao can bang.

- Céc phan tir sau khi tach co thé dugc phat hién dudi dang bang (vét) & cac vi tri
khac nhau trong chit mang bang cach:

o Nhudm (ethyldium bromide, coomassie blue, AgGNO3)
o St dung phuong phap phong xa ghi.
o binh lugng bﬁng cach quét trén mat do ké.
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4.5. Cac phwong phap 1am khoé mau
Sau khi chiét mau bﬁng dung moi, loc, thu hoi dung méi, hon hop thu duoc thu duoc
can lam khé Vi

- Céc hop chat ¢ trong hdon hop s& 6n dinh bén néu chung hién dién & trang thai

kho hon Ia trang thai 16ng.

- Pé biét khéi lwong va tinh hiéu suit.

- Pé tiép tuc tinh ché bang cac phuong phap khac.

- Néu mau 1a hop chét tinh khiét mudn do cac s6 liéu pho hodc 1y tinh.

a) Sdy khé bang khi tro trong mdy cé quay chin khong
Khi ¢6 quay chan khong, dén luc mau da kho hoan toan, cho mét ludng khi tro (N2) di
vao may. Néu khong c6 khi tro, c6 thé dé miu lau hon trong méy cd quay van hoat dong.

b) Sdy khé nho binh hiit Gm

MaAu can lam kho duoc dat trong mot cde thuy tinh, miéng cde duoe day béng to

giéy loc, cot chat nho cong thun, dung kim nhon dé duc mot s 15 trén td giéy loc. Dat
cdc thay tinh vao binh hit am, dudi day binh c6 chtra chat hiit am nhw KOH, NaOH rén,
silica gel, P20s, CaCl, khan, ... Pay nip binh, nap can duogc thoa déu bang chat bdi tron
silicon dé giit binh duoc kin. St dung éng cao su dé ndi voi ra cta binh vao mot may
bom hiit. M& van khéa & voi ra clia binh, cho may bom hoat dong dé hiit khong khi ra
khoi binh, dén khi trong binh 1a chan khong. Cho may bom hut trong 30-60 phut tiy
cong suit may. Khoa van binh hat 4m rdi tit may bom sau, rat dng cao su ra khoi binh,

dé yén mot dém. Thuc hi¢n thao tac vai lan, mau chat trong binh s€ kho.
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Binh hiit am

Can luu y thay thé méi chat hat am. Hop chéat duoc xem 1a kho khi can 1an sau
trong lwong cia mau khong thay doi so véi 1an can trude d6 (gitra hai 1an can, mau duoc
sdy).

C) Dong kho chin khong (lyophillzation)

K§ thuat nay ap dung cho mau 1a dich chiét bang nudc, thuong dugc dung trong
cong nghiép duoc hodc thuc pham.

Dung dich chiét dugc chira trong mot binh cau, dung dich nay duoc lam dong
dic thanh d4 bang cach nhiing binh cau nay vao mot chiu thuy tinh kich thudc 16n hon
binh cau, chiu co chira ethanol hodc acetone va nhiing vién da CO> ran. Xoay tron déu
binh ciu dé thanh ngoai cua binh cau tiép xtc véi lanh. Hon hop alcol-CO, lam dung
dich nudc bén trong binh ciu hoa ran thanh da cuc. Tiép theo, lip binh ciu vao may
d6ng kho chan khong. Hé thong may sé& ha nhiét do xudng -80°C, & chan khong sau, ké
d6 nhiét d6 dugc nang dan 1én. Trong qué trinh dugc nang dan 18én, nude trong binh cu
s& bbc hoi hét ra khoi binh cau. Sau khoang 24 gid, trong binh cau chi con chira miu &
dang kho, toi, xép, dé dang hoa tan tr¢ lai vao nudc. Dang bot nay rat d& hat Am, phai

duogc trir trong binh kin hodc dong goi kin.
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