TRUONG PAI HOC NONG LAM THANH PHO HO CHI MINH
BO MON CONG NGHE HOA HQC

ThS. Nguyén Thi Ngoc Lan

THUC HANH CAC PHUONG PHAP PHAN LAP
VA TINH CHE




BAI 1: CHUNG CAT LOI CUON HOI NUGC

1. Ly thuyét

Chung cét 1a qué trinh chuyén chét long thanh hoi rdi ngung tu thanh long. Dé chuyén chat
long thanh hoi, tién hanh dun sbi chét long d6. Chét long s6i khi &p suat hoi cua né bang &p
suat bén ngoai. Khi &p suat bén ngoai giam thi nhiét do sdi cua chat giam.
Phuong phap chung cat 16i cudn tinh dau bing hoi nudc dua trén nguyén ly cua qué trinh
chung cat mot hdn hop khong tan Ian vao nhau 1a nuéc va tinh dau. Khi hdn hop duoc gia
nhiét, hai chat déu bay hoi. Néu &p suat cua hoi nudc cong véi ap suat caa tinh dau bang ap
Suit cia méi treong thi hdn hop s6i, va tinh dau duoc ldy ra ciing véi hoi nuée. Phuong phap
nay c6 uu diém gitp tranh duoc viéc phai dun néng hén hop 1én mot nhiét d6 qua cao c6 thé
pha huy mot hay nhiéu cau tir trong hdn hop.

a) Chung cdt 16i cuon hoi nmedc truc tiép

Nguyén liéu va nuéc dugce cho vao cing mot thiét bi, dun soi, nudc bay hoi s& 16i cudn
theo hoi tinh ddu, sau d6 1am lanh ngung tu hoi, ta s& thu dugc tinh dau sau khi phan ly tach
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Chiét bang 5i cudn hgi nudc, ki€u cai tién Dean Stark

Hinh 1: Chung cat 16i cuén hoi nuc truc tiép
b) Chung cdt 16i cuén hoi niréc gian tiép
Str dyng binh tao hoi nuéc riéng (binh 1), binh khac chira nude va nguyén liéu (binh 2).
Khi dun s6i nudc trong binh 1, hoi nudc tir binh 1 s& di vao binh 2 va 16i cudn theo tinh dau

c6 trong nguy@n liéu va sau do bi ngung tu trong dng sinh han va duoc hing vao binh htng.



Hinh. Chung cét 16i cubn hoi nudre
1. Binh cép hoi nuoc ,
2. Binh chura nguyén ligu ching cat
3. Lop tinh dau
4. Lop nuoc

Hinh 2: Hé théng chung cdt 16i cuén hoi nwdc gian tiép
2. THUC HANH
Trong bai nay, sinh vién tién hanh trich tinh dau tir vé cam hoic vo budi bang chung
cat 16i cudn hoi nuéce. Tinh dau v cam ¢6 mau vang dam, mui thom dic trung cta phan vo

qua hoac tinh dau budi c6 mau vang nhat, mui gé nhe véi thanh phan chinh 1a Limonene.

a) Dung cu va hoa chat

Dung cu Nguyén liéu/Hda chat | Sé lweng
Bo chung cat 16i cuén| 1 | Vo cam/vo buoi 50-100g
hoi nudc
Bép dién dun binh cau 1 | Diethyl ether
Dao/Kéo 1-2 | Na2SO4 khan
Coc thuy tinh 50ml 4 | NaCl
Phéu chiét 1

b) Cach tién hanh
V6 cam rira sach, xay nho roi ngam trong dung dich NaCl 10% khoang 3 gio. Sau dé
cho vao binh cau, ¢6 thé thém nudc dén khoang 2/3 thé tich binh. Lap hé théng chung cat 16i
cudn hoi nuéc nhu hinh 1. Pun s6i nudce trong binh cau. Khi nudc soéi, hoi nuéc bay 1én mang
theo tinh dau, hoi nay bi éng sinh han 1am lanh ngung tu thanh thé long va roi xubng 4ng gan.
Trong 6ng gan cho sin mot it nuéc, dung dich tach thanh 2 16p. Khi luong nudc trong éng

gan tang 1én, né s& duoc tra vé binh cau nhd éng ngang théng nhau.



Sau khoang 2 gio tir khi nudce sdi, ngimg chung cat, mg khéa thu hdn hop tinh dau va nuée
vao cc 50ml.

Cho hdn hop tinh dau — nudc vao phéu chiét, thém 15ml diethyl ether, lic phéu chiét,
dat phéu chiét vao gia, mo nat va doi dén khi hai 16p chat long tach 16p. Lop trén 1a ether
chta tinh dau. L6p dudi 13 nude. Mé khoa thu pha nuée va dung dich ether riéng ra hai céc.
Phan pha nudc tiép tuc trich véi diethyl ether dé Idy hét tinh dau con lai. Gop chung 2 1an
trich, cho mot it Na;SO4 khan vao dung dich, loc thu duoc dung dich trong. Cé quay hoac
dun cach thay dé loai dung méi. Sau khi bay hét dung méi, d& nguoi rdi dong thé tich hoic
can khéi luong.

N@i dung béo céo
1. Mau sac, khéi luong tinh dau thu duoc?
2. Tai sao khi cho hdn hop tinh dau — nuéc vao phéu chiét roi cho thém dung mai diethyl
ether, 16p ether nam trén, con nudc nam & dudi?

3. Muc dich str dung Na;SO04?



BAI 2: SAC KY LOP MONG VA SAC KY CQT
1. Ly thuyét
a) Sdc ky lép mong

Sic ky 16p mong 1a mot k§y thuat chi can sir dung mot luong nhé mau chat (107g) dé
tach nhanh dinh tinh mot hop chét. Sac ky 16p méng 1a ki thuat phan bé ran — long trong do,
pha léng di dong duoc cho di 1én mot 16p mong chét hip phu, chat nay duoc trang pha 1én
mat nén 1a mot tam kiéng, mot ban nhém hay mot miéng plastic. Do chat hap phu dugc trang
thanh mét 16p mong nén co tén goi 1a tim bang mong.

Ban mong duoc chuan bi san 1 loai ban c6 thé ty trang hoac mua trén thi truong, sau
d6 chdm mau phan tich (mau da duoc hoa tan trong mot dung méi dé bay hoi thich hop) 1én
ban mong, cham thanh vét nhé gon, siy nhe dé dudi phan dung mai hoa tan mau. Khi dé, mau
chat chi con lai bot kho trén tim ban mong. Pt tim ban mong theo chiéu thang dang trong
binh c6 chira san dung méi phu hop. Do tac dung cua hrc mao quan, dung mdi tham theo ban
mong qua diém xuat phat. Sau do, cac vét s& duoc xac dinh bang phwong phap vat Iy (nhin
bang mat, soi dudi dén tir ngoai,..) hoic bang phuong phap héa hoc (sir dung thudc thir). Mot
chat tinh khiét chi cho mot vét tron c6 gié tri Rf khong d6i trong mot dung méi xac dinh.

Poan duwong di chuyén clia chit

I Poan dwong di chuyén cia dung moi

b) Sdc ky cét
Sic ky cot 1a mot phuong phap hién dai dé tach cac cau tir hda hoc ra khoi hdn hop

ctia chiing. Pbi voi mbi chét riéng biét trong pha hdn hgp can tach, tiiy theo kha niang hap phu
va kha ning hoa tan hoa ctia n6 v6i dung méi rira cot dé 1ay ra 1an lugt trude hodc sau. Chat
héap phu trong sac ky cot thudng ding 1a silica gel. Sac ky cot hé duoc tién hanh & ap suat khi
quyén. Pha tinh 1a chat hip thu, miu chit can phan tich duoc nap 1én dau cot, phia trén 13 pha
tinh. Pha dong la cac dung méi giai ly cot.
Céc yéu t6 anh huong dén kha niang tach gom:

e Lua chon chit hip phu

e Lua chon dung méi giai li

e Kich thudc cot, khdi lugng chat hap phy, ludng mau dung.

e Van tbc giai ly.

Cot duoc rira sach, sdy kho. Cot 1a mot dng thuy tinh ¢ khoa, cot duoc giir ¢ dinh

thang dtmg, phia dudi c6 mot binh hing, dudi day cot duoc 16t mot 16p bong gon. Sau dé tién



hanh nhéi cot (nhdi udt hodc nhdi khod). Khi cho chat hip phy hét vao cot, tiép tuc cho dung
moi chay ngang qua chét hip phu lién tuc trong mot thoi gian dé giup cho viée nap cot duge
chit ché&. Sau khi cot dd 6n dinh cho miu chét can phan tich vao cdt. M& khoa cot ha myuc
dung méi dén sat murc chat hip phu dang c6 trong cot, dung dng nho giot cho mau vao dau
cot, mo khoa cho dung dich mau tham xudng bé mat chat hip phu. Cho mdt 16p bong gon dit
nhe len mit thoang cua chit hip phu va bit dau tién hanh cho dung méi giai ly.

2. Thuc hanh

a) Dung cu va hoa chat

Dung cu Hoéa chat

Acetone
Ether dau hoa

Cot sac ky 1
Céc thuy tinh 250 ml 2
Coc thay tinh 100 ml 2
Coi chay 1
1
1
1

Silica gel

Phéu thay tinh
Phéu chiét

Coi chay

Ong nghiém 15
Diia thay tinh 1
Bép dién 1

Coc thay tinh dung giai

ly ban mong

Ban mong silica gel

Ong vi quan
Kiéng thity tinh 1
Ong dong 10 ml 1

b) Cach tién hanh
% Chudn bj dich sdc té mau cia |4 cay
Cho 14 cay da rira sach, lau that kho, cat nho vao céi rdi ding chay nghién nat. Chuyeén
14 cAy da gid nat vao c6¢ 100 ml ¢6 chira san 30 ml hdn hop gdom 18 ml ether dau va 12 ml
acetone, liac déu trong 10 phdt, rdi loc lay dich trich, cho vao mét cc khac bang phéu va gidy

loc. Rtra bd nam trén phéu bang 5 ml hdn hop trén.



Cho dich trich vao phéu chiét, rira bang 20 ml nudéc, tach riéng 16p hiru co (16p trén)
cho vao mét coc thuy tinh khac, 1am khan bang Na2SOs, gan liy dung dich. Pun cach thuy
dung dich nay dé loai bot dung mdi, s& thu dugc dung dich sic t6 dam dic.

% Chuin bj cdt siac ky va chon dung mai giai ly

Dung diia thity tinh dai dé nhoi mét 16p bong gon day khoang 1-2mm vao dudi day
cot, khdng nhoi qua chit. rap cot sic ky thang ding vao gia nho cay kep, thém dung méi ether
dau hoa cho day cot.

Cho 15ml dung mdi ether dau hoa vao mét cbc thay tinh 100ml, thém tir tir 10g silica
gel va khudy déu dé thim w6t hét silica gel. Cho tur tir silica gel vao cot sic ky, vira g déu
cot va mo khoa kho dung moi chay ra ting giot. Luu y dung méi ludn ngap trén silica gel.
Sau khi cho hét silica gel, vin mé khéa dé dung méi chay ra, himg dung mai dé sir dung cho
doan tiép theo.

Cat ban mong thanh nhitng ban nhé c6 kich thudc 2x10 cm. Dung bat chi vach muc

xuat phéat cach mép dudi 1 cm va muc tién tuyén dung mai cach mép trén 0.5 cm.

STT Dung moi giai ly Tilé
1 | Ether dau hoa 100%
2 | Ether dau hoa : acetone 90:10
3 | Ether dau hoa : acetone 70:30

Cho mdi dung méi giai ly vao cac ly thity tinh khac nhau (da c6 san gidy loc), day
miéng kiéng thuy tinh dé dung méi bio hoa.

Cham mau 1én ban mong va tién hanh giai ly, chon dung méi pht hop dé tién hanh sac
ky cot.

< Nap miu vao cdt sac ky

Khi dung madi trong cot nam trén 16p silica gel con khoang 1 mm thi khéa cot lai. Dung
6ng nho giot dé dua mau vao dau cot sic ky. Tir tir mé khoa cot dé cho dung dich mau tham
xuéng bé mit silica gel trén dau cot, IGc thdy dung dich da xubng gan 16p silica gel thi khoa
cot lai, tiép tuc nap cho mau vao dau cot (luu y gitr lai mot it mau dé cham sac ky 16p mong).

M& khoa dé ha muc dung dich mau xubng sat mat thoang chat hap phu, dong khoa lai.
Dung 6ng nhé giot cho mot lugng nhé dung méi hozc hé dung mdi chon dé sac ky cot vao
dau cot, mé khoa dé dich mau tiép tuc thim xubng silica gel. Dén khi thiy dich chat mau da
gan chat vao silica gel & phan dau cot. Lién tuc cho dung méi vao dé giai ly. Sac t6 s& di

chuyén ra khoi cot va dugc hirng vao cac éng nghiém.



Tién hanh sac ky 16p mong dng nghiém chira sac té mau va dung dich mau trudc khi chay cot
trén cling mot ban mong dé so sanh.
N@i dung béo céo
1. Cho biét dung mdi hoac hé dung mdi lya chon dé tién hanh séc ky cot. Néu hién tuong
quan sat dugc trong qua trinh chay co6t?

2. Cho biét mau sic, hinh dang vét va gié tri R¢ cua cac chét c6 trong mau.



BAI 3: CHIET TACH VA TINH CHE RUTIN
1. Ly thuyét
a) Kj thugt chiét tach

Phuong phap chiét 13 phuong phap tach chét tir hn hop bing dung mdi thich hop. C6
cac phuong phap chiét sau. C6 thé chiét tir hdn hop dung dich hay tir chét ran. Ty theo ban
chat cua chat b chiét va méi trudng chiing dang ton tai dé chon dung méi chiét cho thich hop,
nghia 14 dung mdi d6 chi hoa tan hoac hoa tan nhiéu chat dinh chiét ma khong hoa tan hay it
hoa tan cac chat khac trong hdn hop. Qua trinh chiét két thuc khi d4 chiét hét chat can chiét.
Diéu nay co thé kiém tra bang mau hay sic ky.

< Chiét ran —léng

Hiéu suat chiét chat ran bang chat long phu thudc truéc hét vao do hoa tan, va tée do
chuyén tir pha nay sang pha khac. Tinh tan phu thudc vao dung méi va toc do hoa tan phu
thugc vao bé mat tiép xuc. Thuong chat rin duoc chiét lién tuc trén may chiét Soxhlet. Nguyén
tac nhu sau: dun ndng dung méi trong binh cau cho hoi dung moéi di 18n binh chiét chaa chat
qua 6ng sinh han nguoc roi ngung tu chay tré lai vao binh chiét. Dung méi lva chon 1a phai
hoa tan chat nghién ctu hoac phai hoa tan chat phu roi qua 6ng nhanh chay tro lai binh cau.
Néu dung méi hoa tan chat phu thi chat hitu co nghién cttu con lai trén binh chiét, con néu
dung m6i hoa tan chat nghién cuau thi thu dugc chét hiru co trong binh cau va chat nghién ciu
duoc tach ra khoi dung mdi bang cac phuong phap khac.

< Chiét léng — léng
Pay |a phuong phap tach dya trén su di chuyén cua cac chat tir pha long nay sang pha long
khéc do tinh tan khac nhau cua chidng trong hai pha long riéng biét. Trong d6, mot pha la
dung dich chira chat can chiét, pha con lai 1a dung méi chiét. Chiét chat hiru co tir dung dich
|2 Iic dung dich d6 véi dung méi thich hop khong tron 1an voéi dung mai cii va c6 kha ning
hoa tan tot chat can chiét hon dung méi cii. Trong truong hop chat can chiét tan trong dung
mdi cii nhiéu hon cac dung moéi méi hay khong chon duoc dung méi méi thi khéng ding
phuong phap chiét thuong nhu trén, ma phai dung phuong phép chiét lién tuc. Dé lap rap
dung cu cho phuong phap chiét lién tuc can phai biét duoc ti khdi ciia dung mdi cao hay thap
so vai chat can chiét.

< Chiét pha ran



Chiét pha ran (hay chiét rin — 16ng) la qua trinh phan bé céc chat tan gitta hai pha long
va ran. Trong d6, chat tan ban dau & trong pha long (nuwdc hodc dung mdi hitu co), chat dé
hap thu chat tan & dang ran (dang hat nho va xop) goi 1a pha ran.

Khi cho pha long di qua cot chiét (hodc dia chiét), pha rin tuong tac véi chat can phan
tich va gitt mét nhom (hoic mot sé nhém) cua chat can phan tich lai trén pha ran, cac chat
con lai di ra khoi cot cing véi dung mdi hoa tan mau. Sau do, dung dung moéi thich hop dé
ldy nhdm chat can phan tich ra khoi cot.

b) Ky thudt tinh ché

< Phwong phap két tinh: Két tinh 1a qua trinh hinh thanh va phat trién cua tinh thé tur
tudng nong chay, dung dich hay khi. Phuong phap két tinh lai 1a phuong phap tinh ché
quan trong dya trén tinh b&o hoa cua chat ran can tinh ché khi dun néng trong dung
mai thich hop, loai bo chat phu va chat két tinh trg lai khi 1am lanh. Qué trinh két tinh
lai gom céc giai doan sau:

- Hoa tan mau chat ran khéng tinh khiét trong dung méi thich hop.

- Loc nong dung dich trén dé loai bo chat phu khong tan.

- Lam lanh dung dich hodc dudi b6t dung méi dé tao dung dich b&o hoa va gay mam két
tinh.

- Lam kho tinh thé.

Quy trinh nay c6 thé 1am lai nhiéu lan dé thu duoc chat tinh khiét.

% Phwong phap thing hoa

Thing hoa 1a qua trinh 1am bay hoi chat ran thanh hoi rdi ngung tu lai thanh trang thai
ran, khdng qua trang thai long.

Phwong phdp tién hanh thang hoa & &p sudt thurong:

Véi dung cu don gian lwong nho 1a cho chét can thing hoa vao bat s, phu bang gidy
loc ¢6 choc thung nhiéu I8 nho réi day bat bang phéu thay tinh c6 day cuéng phéu bang mot
it bong. Sau d6 dun néng bét st trén ngon lira dén con hay trén bép dién qua ludi amiant hay

trén bép cach cat mot cach can than vi néu dun néng qua sé phan huy chét thing hoa.
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HE THONG TAO AP SUAT KEM
% Ky thuét chung cét

Chung cat 1a qua trinh chuyén chat long thanh hoi réi ngung tu thanh long. Bé chuyén
chat long thanh hoi, tién hanh dun s6i cht long d6. Chét long s6i khi &p suat hoi cua né bang
&p suat bén ngoai. Khi 4p suit bén ngoai giam thi nhiét do sbi cua chat giam. Vi mot chat
tinh khiét thi nhiét do so6i khong doi trong qua trinh dun, néu khéng co hién tuong hoi qua
nhiét do dun manh. Néu nhiét do sdi cua chat thap hon nhiét d6 chat d6 bi phan huy thi co thé
tién hanh chung cit ¢ 4p suit thuong. Con néu nhiét d6 sbi cua chat cao hon nhiét do phan
haty thi phai tién hanh chung cat ¢ 4p suat thap. Phuong phap chung cat thuong ding dé tach
biét (tinh ché) cac chat c6 nhiét do sdi khac nhau ra khoi hdn hop cua nd. C6 nhiéu phuong



phap chung cat khac nhau tly thugc vao tinh chat caa hdn hop chat long.

- V4éi céc chit c6 nhiét do s6i xa nhau thudng chon phuong phap ct don hay cat thuong.

- V/6i céc chat 6 nhiét do sdi gan nhau thudng chon phuong phép chung cat phan doan.

- Phuong phap chung cét 16i cubn hoi nude dung dé tach biét cac chat trong hén hop,
trong d6 ¢6 mot chat khong tan trong nuéc va dé bay hoi voi hoi nudc. Thong thuong
phuong phéap nay duoc lya chon khi théa mén cac diéu kién trén va khéng thuc hién
duoc vai hai phuong phap trén.

2. Thwc hanh

a) Dung cu va hoa chat

Dung cu Nguyén liéu/Hda chat
Bo chiét Soxhlet 1 Nu hoa hoe 50-100g
Coc thuy tinh 250 ml | 2 Con 90°
Céoc thuy tinh 100 ml | 2 Ether dau hoa
Phéu Buchner 1
Binh fiol 1
Diia thuy tinh 1
Phéu thuay tinh 1
Giay loc

b) Cach tién hanh

Can 50g hoa hoe say khé vao dng chira mau caa bo chiét Soxhlet. Cho 250 ml ethanol
vao binh cau. Chiét trong 2-3 gid. Loc nong lay dich chiét. Co quay thu hdi dung mdi. Cao
chiét duoc hoa tan vao ethanol nong. Dé nguodi dén nhiét do phong, dé dung dich bat dau két
tinh. Loc qua Buchner, san pham thé dwoc rira bang ether dau hoa dén khi nuée ria khong
con mau xanh thi dung lai.

Can mot lwong cu thé rutin thd thu dugc o trén.

Cho rutin thd vao céc thay tinh, thém mét luong tdi thiéu nudc, roéi dun trén bép cach
cat hodc dung ludi amiant, dung diia thay tinh khudy déu dé cho chat hoa tan hét. Néu nuéc
d3 nong ma chat chua hoa tan hét, tiép tuc cho thém maot lwong nhé ethanol vao, dun séi va
khuay déu cho tan hét.

Sau khi chat hoa tan hét, tién hanh loc nong tir tir qua cdc thir 2 (dd chira sin
mot it nudc va dat sin trén bép) bang phéu thuy tinh ¢d chaa giay loc (da duoc tham udt nude
nong). Néu dung dich ngudi tir tir, chat ran s& két tinh vai tinh thé 16n, néu 1am ngudi nhanh,

tinh thé s& nho. Trong lic cho két tinh, khong nén dung diia thuy tinh khudy trén dung dich



s& lam gay vun tinh thé. Trong truong hop c6 su két tinh cham, khoi mao két tinh bang cach
dung diia thuy tinh co nhe vao bén trong thanh céc, ngay mit thoang cua dung dich.

Sau khi loc xong, dé yén cho ngudi dan, san pham sé& két tinh. Sau khi chat ran két tinh
hoan toan, loc chat ran bing cach loc & &p suat kém. Hé théng gom maot hé thong tao ap suat
kém c6 san trong phong thuc hanh, mot binh loc ¢6 voi (binh fiol), mot phéu Buchner, trong
phéu nay c6 dit mot miéng gidy loc cét vira vin sao cho to gidy loc dit vira khit, lot 1ong ¢
dudi day phéu. Khi loc, rap hé théng nhu hinh v&, ma hé théng tao &p suat kém, tham uot to
giy loc bang maot it dung méi dé cho to gidy loc dugc hit sat vao day phéu, réi méi rot chat
trong cbc vao phéu. Can va tinh hiéu suit.

N@i dung béo céo
1. Khéi lugng rutin thd va rutin sau khi két tinh lai. Tinh hiéu suat qua trinh két tinh.
2. M@ ta hién twong quan sat duoc khi két tinh lai rutin. So sanh mau sic cua rutin tho va
rutin sau khi két tinh lai? Cho biét cong thtc hda hoc cua rutin.

3. CO thé két tinh lai rutin trong ethanol thay vi nudc dugc hay khdng? Giai thich.



