Bai 4: Tach cac sic to thwe vat bang sic ky cot

4.1. Gi61 thi¢u chung

Céc cot sic ky thuong duoc dung trong cac phong thi nghiém vé co va hitu co dé loai bo cac
nguyén liéu khong phan ting ban dau hodc phan 1ap mot san pham mong mudn khoi cac san
pham phu sau khi phan tng hoan thanh. Pé lam duoc diéu nay, hdn hop phan tng duoc di qua
mot 6ng thuy tinh thfmg ding, bén trong co nhdi hat silica hodc alumina, c4c chét di ra duogc thu
lai thanh timg phan nho hay phan doan nhé ¢ dau dudi ciia cot. Cac thanh phan khac nhau cta

mau dugc phan tach thanh cac loai hop chat khac nhau do tuong tac ctia hdn hop véi silica.

Trong mot cot tidu biéu, pha tinh — chat hap thu ran thuong 1a silica gel (Si02) hodc alumina
(A1203) duogc nhdi trong cot thity tinh thing ding. Pha dong — dang 16ng, duoc rot vao tir trén
dinh cot va chay xubng dudi cot nho tac dung cua trong luc hodc cia ap suat bén ngoai (trong
sic ky cot nhanh — flash chromatography). Qua trinh phan tach cac chét dat duoc nhd kha ning
hap thy khac nhau va twong tac giita pha dong va pha tinh.
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khi trong pha tinh. Dé tranh tao thanh bong khi, viéc nhdi cot ding cach la rat quan trong.
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Séc ky cot, dac biét 1a sdc ky cot nhanh, thuong tién hanh voi mot hdn hop 2 dung moi dugc
dung 1am pha dong: mot dung méi phan cuc va mot dung méi khong phan cyc. Doi khi co thé

dung mot dung moi duy nhat hoic hdn hop 3 dung méi khac nhau.
Dung moi don Hé 2 dung moi Hé dung moi thudong dung
(tir it phdn curc t6i phén cuc (tir it phdn cuc téi phan cuc
J nhat) nhat) :
1 Cac Hydrocarbon nhue: Ete + ete d3u hda / hexan / n-Butanol + axit axetic + nwdc
pentan, ete dau hoa, hexane pentan

2 Ete hoac diclometan Hexan + Etyl axetat / 2-Metyl-1-propanol + axit
diclometan axetic + nwdc
”3 Etyl axetat - Diclometan + Metanol 1-propanol + NHsOH (dd) +
nuwoc
Ty 1& cd thé thay déi dé thu Chi st dung trong tredong hop
duwoc phd clia toan bd chat. Lwu  rat kho tach hodc dé tranh
y rang methanol khéng duwoc phai s& dung chat hap phu

dung trén 10% vi nhém —OH sé pha dao (dat hon silca rat
twong tdc vdi silica va lam cho nhiéu tir 10-100 Ian)
né mat tic dung

L4 cta thyuc vat co chira mot sd sic td mau thuong chia thanh hai loai, di€p luc va carotenoit. Cac
diép luc a va b 1a cac sic td lam cho cay c6 mau xanh luc. Carotenoid 1a mot phan ctia mot bd
stru tap 16n hon cac hop chat c6 ngudn gdc thuc vat dugc goi 1a tecpen. Carotenoid 1a
tetraterpenes (tam don vi isoprene). Lycopene, hop chét tao ra mau d6 cta ca chua va dua hau,
va P -carotene, hop chat khién ca rét va mo c6 mau cam, 13 nhimng vi du vé carotenoid. L4 rau
bina c6 chira cht diép luc a va b va B -carotene 1a cac séc t6 chinh cling nhu mdt lugng nho cac
sdc t6 khac. Chét diép luc a va diép luc b c6 cdu trac twong ti nhau va c6 thé khong phan giai

dugc trong quy trinh nay.

4.2.Tién hanh
4.2.1. Chuan bj mau

Khoang 5 gam 14 duoc lam kho va cho vao cdi gid nat. Sau d6, cac chit mau duoc chiét xuat
bang cach nghién 14 bang chay véi khoang 5-10 ml hdn hop 80:20 (v / v), hexane: acetone. Sau
do, chét léng loc qua giéy loc. Dich loc duoc tron véi Na2SOu4 dé loai bo nude va loc qua giéy

loc 1 lan nita. Dich chiét tron déu voi 3 g silicagel.

4.2.2. Nhdi cot
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4.2.2.1.Chuén bj cot:
- Miéng dém bong vai hodc soi thuy tinh can du rong dé che duoc day cua cot, nhung
khong dugc rdng qua va chat qua s€ 1am can trd dong chay cua dung moi (hinh 2). Mot

manh c6 kich thudc bang ngon tay at 1a du dung.

Kich thwé'c miéng dé&m béng vai [soi thay tinh Lurong cat

Qué nho Lytweng  Qua nhigu Khéng du Ly twérng  Qud nhigu

%) %%?) %@) k 5 k@)

- Vi tri ciia miéng dém bong hay soi thily tinh phai dam bao nam chéc chan ¢ phan hep
nhat cta cot bang cach dung diia thily tinh hodc dung cu khac nén xubng.

- Kep cot thang dung 1én gia va dong van & phia dudi cot lai

Frit (1)

Stopcock/Tap (2)

- Thém mdt 16p cat vao cot (khoang 2cm, Hinh 2). Diéu nay dam bao pha tinh mot 16p nén
va ngin sy tap trung va khong lién tuc do 16p vai bong khi cac chit di ra & cubi cot.
4.2.2.2. Nhdi cot
- Rot dung moi hexane vao khoang 1/3 dung tich ¢ot (Hinh 4, budc B)
- Dung cbc c6 mo, dong lugng silica/alumina vira du (20g)
- Trong binh phan tng hoic cbc c6 mo, dong lwong dung moi gap khoang 1,5 1an luong

silica
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- Thém silica vao dung moi, tung it mdt, vira thém vira lic nhe, st dung pipet Pasteur hoac
diia thuy tinh dé khuéy lén.

- ROt hodc dung pipet dé thém hdn hop silica va dung méi vao cot. Pé dung mai thoat ra
khéi ¢t tranh bi tran (Hinh 4, budc C)

- Gd nhe vao cot dé bot khi thoat ra va silica léng Xuéng (Hinh 4, budc D)

- Tiép tuc d6 hdn hop vao cot dén khi tat ca lugng silica/alumina hét.

- Rira thanh cot bang cach rot dung moi 1én thanh trong ctia cot.

- Mo van thao dung méi dén khi mic dung moéi trong cot cham dén bé mit ctia pha tinh

(Hinh 4, budc E)
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4.2.2.3 Pua chit can phan tich va cot
- Khi toan bd mau da dugc dua 1én cot, trang rira binh dung mau 3 1in bang dung moi va
chuyén vao cot.
- Yéu cau khi dua chét phan tich vao cot 13 phai phan tan thanh 1 16p moéng dong déu trén
mat thoang phang
4.2.2.4. Rira ¢t — Hung phan doan
- Pit mot binh himg & dudi cot va md van cot. Chinh van dé diéu chinh téc d6 dung méi

chay ra (1 giot/ gidy).Dung mdi chay cdt 1a hexane
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Pau tién, p-caroten mau vang cam duoc rira giai. Khi rira giai san pham c¢6 mau vang
cam, duoc thu vao éng nghiém

Khi B-caroten da duoc rira giai, rira giai chat diép luc bang cach sir dung mot dung moi
phan cuc hon. Bé mirc dung méi giam dén dinh cua silica. Nhe nhang 1ap day cot bang
axeton nguyén chat hodc hdn hop 70% hexane : 30% acetone, né cé thé tach dugc chat

diép luc a va b. Sau do, cac di€p luc dugc thu thap trong mot 6ng nghiém riéng biét.

4.2.2.5.Lam sach cot

Sau khi c6 dugc san pham tach ra, cong viéc con lai 1a do silica ra va lam sach cot cho lan tach

tiép theo. B¢€ lam nhanh qua rinh, vi¢c rura giai loai bd dung mdi cé thé dung may nén khi va cho

dong khi di qua cot khoang 2 gio. Qua trinh nay s& lam kho silica, tir d6 d6 ra khoi cot dé hon

nhiéu.

Sau khi rtra gidi tat ca cac dung mdi va gilt cdt thang dung, Gip nguoc vao trong coc cé mo 1on,

dé khé qua dém trong tu hut.

Thuong chi can lam sach cgt bang nude va axeton la du.

Luu ¥: Bui silica rat doc khi hit phai, ludn xir 1y silica trong tii hiit va mic quan 4o phu hop dé

bdo v¢ ban than. Tranh qué trinh lam tang bui khi xtr 1y.

4.3.Thyc hanh sic ky ban mong

Chuén bi tam TLC

Panh dau tim: Dung but chi vé mot dudng méanh & dudi cliing ciia tim TLC.

Pha h¢é dung méi: Hexane 100%; Hexane — Acetone 9:1; Hexane acetone 1:9; Acetone
100%

Chuan bj budng TLC: pha dong, bao gdm dung méi hoic hdn hop dung méi thich hop,
dugc d6 vao budong TLC. Mirc pha dong phai cao hon day budng vai cm.

Tam TLC da chuin bi véi cac vét mau duoc dit bén trong buéng v&i mat chira vach mau
huéng vé phia pha dong. Budng sau d6 dugc dong lai bang nap dé dam bao moi trudong
duoc kiém soat.

Tam TLC dugc phép phat trién trong budng. Ban dugc nhiing sao cho cac vét mau nam
trén muc cia pha dong nhung khong dugc nhing truc tiép vao dung méi. C6 du thoi gian

dé cac hop chit tach ra va di chuyén trén dia.
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- Loaibova séy kho: Sau khi dat dugc su phan tich mong mudn, tim TLC duge can than
liy ra khoi budng. Sau d6 dé kho hoan toan trudc khi phan tich tiép.

- Tryc quan hoa cac diém: Tam TLC da phat trién dugc hién thi dé quan sat cac diém riéng
biét. Cac k¥ thuat khac nhau co thé duoc su dung dé truc quan hoa, tuy thudc vao ban
chit ctia mau. Cac k¥ thuat phd bién bao gom:

0 Anh sang tia cyc tim: C6 thé kiém tra tim TLC dudi 4nh sang tia cyc tim va cac
diém tach biét co thé xuat hién dudi dang cac diém huynh quang do huynh quang
tur nhién hodc viée str dung thudc nhuém huynh quang trong mau.

o0 Nhuom idt: Hoi i6t c6 thé dugc su dung dé phat hién carbohydrate, vi né chuyén
sang mau den khi tiép xtic véi carbohydrate trén tAim TLC.

0 Vét KMnOs: Céc phan tir hitu co c6 thé dugc hién thi bang cach sir dung thude
nhudm kali permanganat (KMnOQs).

0 Thude thir Ninhydrin: Céc axit amin va protein c6 thé dugc phat hién bang thude

thtr ninhydrin, lam cho céc vét chuyén sang mau tim hodc xanh lam.
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Bai 6: Tim hiéu phwong phap sic ky léng hi¢u niing cao (HPLC)
6.1. Gioi thiéu

Cac mau duoc thu thap tir bénh nhan y té, cac san pham cong nghiép va méi trudng
thudng 14 hdn hop cua nhidu hop chit. Thong thuong, cac bac si, nha san xuat va nha nghién ctu
quan tim dén cac thanh phan cu thé trong cac hdn hop nay, vi vdy cac hdn hop nay can duoc
tach riéng. Sic ky chét 1ong hiéu suit cao (HPLC) cung cap kha ning lam diéu do. Dit liéu
HPLC c6 thé duoc s dung dé bd sung sdc ky khi (GC) hoac 1a moét su thay thé tuyét voi cho GC
khi cac thanh phan khong bién dong hodc s& phan huy nhiét dong dudi nhiét do cao.

Pé tach cac thanh phan hon hop, HPLC tan dung loi thé cua viéc phan ving giita pha
dong va pha tinh dudi mot p suat dong nhét, thuong nam trong khoang tir 500 dén 5000 psi.
Can c6 ap suat cao dé c6 duoc téc dd dong chay qua cot hop 1y. Qua trinh bat dau khi mot luong
nhé miu chat 16ng duoc dwa vao cot co6 mot ludng chét 1ong chay qua (duoc goi 1a pha dong).
Trong sic ky phan doan, cot dugc dong goi véi cac hat duge phii pha tinh. Sy phan cuc clia
thanh phan va loai HPLC dugc thyuc hién xac dinh pha nao ma thanh phan thu hit nhiéu hon.
Néu thanh phan bj thu hit nhiéu hon vao pha di dong, n6 s& chay ra khoi cot va c6 thoi gian luu
ngan hon. Néu thanh phan bj thu hit nhiéu hon vao giai doan dtng yén, thanh phan s& duoc giir
lai va do do, s€ c6 thoi gian luu dai hon. Tuwong ty nhu dién di mao quéan (CE) hoac sdc ky khi
(GC), thoi gian luu nay cé thé duoc st dung dé xac dinh cac thanh phﬁn. Chon pha dong (hodc
dung méi) 1a mot trong nhiing budc quan trong nhat khi thyc hién HPLC va dugc chon dya trén

phéan cuc.

HPLC c6 thé duoc thyc hién v6i thanh phan dung méi ¢ dinh hodc thay d6i. Khi do
phan cuc ctia dung méi duoc ¢b dinh, nd duge goi 1a qua trinh chay dang cap. Dir liéu nay co gia
tri vi nd c6 thé dugc sir dung dé so sanh thoi gian luu gitt cua cac thanh phan khac nhau. Phuong
phap nay chi hoat dong khi cac thanh phan c6 thoi gian luu duy nhét trong diéu kién d6. Khi thoi
gian luu cua cac thanh phan rat giéng nhau hodc cuc ky khac nhau, khong phai thanh phan nao
cling duoc nhin thay trén sic ky d6. Khi do phan cuc ctia dung mdi thay d6i trong sudt qua trinh
chay, day duoc goi 1a qua trinh chay gradient. Diéu kién gradient ¢ thé duogc tdi wu hoa dé cai
thién co hoi nhin thiy tat ca cac thanh phén trén sic ky dd. Mic du tt ca thoi gian luu khong thé
so sanh duoc do cac diéu kién khac nhau, nhung diéu hitu ich 14 xem c6 bao nhiéu thanh phan
trong hdn hop va mé ta dic diém cia cac thanh phan.
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Trong qué trinh phan tich HPLC ctia mot hdn hop, cac thanh phan s& tach ra dua trén thoi
gian luu cua ching. biéu nay sé tao ra mat sic ky dd; mot vi du vé séc ky dd ¢6 thé duge xem
trong Hinh 1. C6 thé st dung chiéu cao pic hodc dién tich pic dé udc tinh ndng do. Piéu nay co
thé duogc thue hién vi cac gia tri nay ty I1¢ voi néng dd khi céac dinh sédc nét va tde do dong chay
duoc kiém soat can than. Duong chuén c6 thé duoc lap béng cch v& dd thi chiéu cao pic hoac

dién tich pic nhu mot ham cia nong do.
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Hinh 1: Sic ky d6 ctia hdn hgp amino acid

Cac thanh phﬁn chinh cua hé théng HPLC 1a mt méy bom cao ap, mdt cot va mot hé
thdng kim phun ciing nhu mét dau bao. Hé théng hoat dong nhu sau: dung dich rira giai duoc loc
va bom qua cot sdc ky, mau duoc nap va bom lén cgt va nudce thai dau ra duoc theo doi béng

may do va duoc ghi lai dudi dang peak.
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HPLC System
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Hinh 2: So d6 ciu tao hé thong HPLC

Caffeine 12 mot phan tir hitu co phd bién dugc tim thdy trong nhiéu loai d6 udng nhu ca
phé, tra, cola va mot s6 loai thuc phém ma chiing ta tiéu thy. Caffeine 1a mot chét kich thich hé
than kinh trung wong. D6 13 1y do tai sao nhiéu ngudi udng ca phé hoic soda dé giup ho cam thiy

tinh tao.

/
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6.2.1. Chuan bi mau
6.2.1.1. Miu tra

- Dung pipet 1ay 10 mL tra cho vao binh dinh mirc 50 mL sach va kho va pha lodng bang
nude cap HPLC / CE dén vach.

- Loc mau bé‘mg bd loc duogc cung cép.

- Trang bo loc béng cach loc 1-2mL mau dau tién vao cdc thai.

- P4 dung tich thich hop vao lo va dan nhan lo.
6.2.1.2. Mau nuéc ngot

- Néu nuée ngot ban chon 1a loai c6 ga, hay khir cacbonat nudc ngot béng cach rot qua lai
giita hai cc cho dén khi hét bot.

- Dung pipet lay 25 mL nudc ngot cho vao binh dinh mtrc 50 mL sach va kho va pha lodng
bang nuée cap HPLC / CE dén vach.

- Loc méu bing bo loc duoc cung cip.

- Trang bd loc bang cach loc 1-2mL mau dau tién vao cdc thai.

- Db dung tich thich hop vao lo va dan nhan lo.
6.2.2. Chuin bi trinh tu cho cac tiéu chuin va mau Caffeine

- Can chinh xac 10,0 mg caffein

- Chuyén caffein vao binh dinh mtc 100 mL sach.

- Pha lodng bang nudc cip HPLC / CE dén vach. Dung dich gdc s& co ndng do cudi cung
la0,1 g/L.

- Tién hanh mot loat cac dung dich pha loang dé thu duoc cac dung dich chuan 0,01 g/L,
0,025¢g/L,0,05¢g/Lva0,075¢g/L. Tao 10 mL cho mdi dung dich va str dung nudce cép
HPLC / CE dé pha lodng

- Loc cac dung dich bang cach str dung bd loc duge cung cap

- Loc dung dich vao lg thich hop nhu hinh sau:

o
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6.2.3. Diéu kién chay sac ky long hi¢u ning HPLC

- CotCl18 3-5um

- Thé tich mau 10 - 20pl

- Hé dung moi: 47% Methanol va 53% Water hoac h¢ 10% Acetonitrile: 90% dung dich
dém acetate (900ml dung dich CH3COONa pH 4.3, diéu chinh pH bang CH3COOH +
100 ml Acetone nitrile)

- Tbc d6 dong: 1 ml/ phut

- detector DAD tai 280 nm

6.2.4. Tinh toan két qua

- St dung cac chit chuén caffeine dé xac dinh dinh caffeine.

- Ghi lai thoi gian Iuu va dién tich dinh cho timg chit chuan

- Lap duong chuan bang cach vé& db thi dién tich dinh so véi ndng do cuia caffeine theo
ppm

- Xac dinh ham luong caffein trong mau
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