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abstract 

In this article we present a technical method for the isolation of a phytosterol mixture from 
the by-product of soybean oil production  with about 4 - 5% yield and more than 90% purity. The 
phytosterol mixture product is examined by physical methods such as IR and HPLC-MS. 
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I - Më ®Çu 

Cho ®Õn nay, hµng n¨m ViÖt Nam ph¶i nhËp 
khÈu 90-95% c¸c ho¹t chÊt lµm thuèc, 100% 
c¸c lo¹i thuèc cã gèc steroid víi nh÷ng kho¶n 
ngo¹i tÖ rÊt lín. Tr−íc t×nh h×nh ®ã chÝnh phñ 
võa míi phª duyÖt Ch−¬ng tr×nh träng ®iÓm 
quèc gia vÒ hãa - d−îc tõ  2007 ®Õn 2015 cã 
tÝnh ®Õn 2020, nh»m thóc ®Èy vµ t¹o ra có huých 
cho c«ng nghiÖp ho¸ - d−îc n−íc nhµ ph¸t triÓn, 
trong ®ã cã néi dung chiÕt xuÊt phytosterol ®Ëu 
t−¬ng vµ b¸n tæng hîp thuèc cã gèc steroid tõ 
sterol ®Ëu t−¬ng. Sù chuyÓn hãa phytosterol ®Õn 
c¸c s¶n phÈm dïng lµm thuèc ®· ®−îc chóng t«i 
nghiªn cøu tõ 1988 cho ®Õn nay. 

N¨m 2003 L. §. Huy vµ céng sù ViÖn Hãa 
häc, ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam b¾t 
®Çu nghiªn cøu chiÕt xuÊt phytosterol tõ phÕ 
phô th¶i c«ng nghiÖp vµ ®· nhËn ®−îc 100 g 
mÉu phytosterol ®Çu tiªn tõ phô th¶i c«ng 
nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng.  

Sterol trë thµnh nguyªn liÖu b¸n tæng hîp 
c¸c thuèc cã gèc steroid lµ nhê hai nguyªn 
nh©n: thø nhÊt sterol cã tr÷ l−îng rÊt lín ®−îc 
thu håi tõ phÕ phô th¶i c«ng nghiÖp giÊy, c«ng 

nghiÖp mÝa ®−êng vµ c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng 
do vËy gi¸ thµnh rÎ; thø hai lµ nhê ph¸t minh 
mét sè chñng vi sinh ph©n c¾t chän läc m¹ch 
bªn c¸c sterol ®Õn 17- cetosteroid [1 - 22]. 

§èi víi ViÖt Nam, tr−íc hÕt phytosterol cã 
thÓ thu håi tõ phô th¶i c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu 
t−¬ng, v× ®Ëu t−¬ng lµ n«ng s¶n quan träng thø 3 
víi s¶n l−îng hµng tr¨m ngµn tÊn/n¨m ®ang 
®−îc chÝnh phñ khuyÕn khÝch ph¸t triÓn, cã thÓ 
nãi ®©y lµ nguån nguyªn liÖu thÕ m¹nh ë n−íc 
ta vµ kh«ng bao giê c¹n kiÖt. 

N¨m 2006, lÇn ®Çu tiªn chóng t«i ®· c«ng 
bè kÕt qu¶ nghiªn cøu chuyÓn hãa vi sinh rÊt 
hiÖu qu¶ phytosterol ViÖt Nam ®Õn 17-
cetosteroid [1]. 

N¨m 2008, chóng t«i ®· tiÕp nhËn, nghiªn 
cøu hoµn thiÖn vµ ®ang triÓn khai ph¸t triÓn 
c«ng nghÖ vi sinh cña Nga s¶n xuÊt c¸c 17-
cetosteroid  Androstendion (AD) vµ 9α-hydroxy 
AD tõ phytosterol do Phßng Hãa häc Steroid & 
Alkaloid- ViÖn Hãa häc- ViÖn Khoa häc & 
C«ng nghÖ ViÖt Nam tù ®iÒu chÕ  [23, 24]. §iÒu 
nµy cho phÐp chóng ta tin t−ëng r»ng 
phytosterol sÏ lµ nguån nguyªn liÖu trong n−íc 
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thÕ m¹nh ®Ó b¸n tæng hîp c¸c lo¹i thuèc cã gèc 
steroit. 

Trong bµi b¸o nµy, lần đầu tiên chóng t«i 
th«ng b¸o chÝnh thøc nh÷ng kÕt qu¶ nghiªn cøu 
chiÕt xuÊt tinh chÕ phytosterol tõ phô th¶i c«ng 
nghiÖp chÕ biÕn dÇu ®Ëu t−¬ng [25].  

II - thùc nghiÖm 

§iÓm ch¶y ®−îc ®o trªn m¸y Boetius 
(CHDC §øc). Phæ hång ngo¹i (IR) ghi trªn m¸y 
FT-IR-IMPACT-410 d¹ng viªn nÐn trong KBr. 
Phæ HPLC-MS  ®−îc ghi trªn thiÕt bÞ cña Mü 
Algilent víi c¸c ®iÒu kiÖn sau: dung méi 
CH2CL2/CH3CN, detector MS- Injector 6890n, 
nhiÖt ®é cña mÉu b¬m vµo 250oC, nhiÖt ®é cña 
Injector 28oC, tèc ®é khÝ Heli 1ml/ph., l−îng 
mÉu 1 mg/l, nhiÖt ®é ban ®Çu 60oC. 

TÊt c¶ c¸c lo¹i dung m«i, ho¸ chÊt mua lo¹i 
cña Trung Quèc. 

KiÓm tra ®Þnh tÝnh dïng b¶n máng ®Õ nh«m 
tr¸ng s½n Merck 60F254.  

C¸c lo¹i dung m«i ®Òu ®−îc tinh chÕ l¹i 
tr−íc khi sö dông. 

Quy tr×nh chiÕt xuÊt tinh chÕ phytosterol tõ 
phô th¶i c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng: 

Giai ®o¹n 1: Qu¸ tr×nh thñy ph©n b»ng 
dung dÞch kiÒm n−íc 

LÊy 200g nguyªn liÖu phô th¶i c«ng nghiÖp 
dÇu ®Ëu t−¬ng, thªm vµo ®ã 18,25 g NaOH vµ 
18,25 ml H2O n¹p hçn hîp vµo b×nh cÇu ®¸y 
trßn 1 lÝt, 3 cæ cã sinh hµn håi l−u. 

TiÕn hµnh khuÊy ®¶o vµ gia nhiÖt ®Õn nhiÖt 
®é kho¶ng 160 ÷ 190oC. 

Đun hçn hîp ph¶n øng trong kho¶ng thêi 
gian tõ 1 ÷ 1,5 giê th× qu¸ tr×nh thñy ph©n kÕt 
thóc. 

Giai ®o¹n 2: Qu¸ tr×nh trung hßa b»ng dung 
dÞch n−íc axit sulfuric 

Khi thñy ph©n xong, trung hßa hçn hîp 
ph¶n øng b»ng 98 ml H2SO4 25%. Sau ®ã chiÕt 
lÊy s¶n phÈm phytosterol.  

Giai ®o¹n 3: Tinh chÕ s¶n phÈm 

Röa 3 lÇn b»ng H2O, mçi lÇn kho¶ng 100 ml 
H2O, khuÊy ®¶o trong kho¶ng 1 ÷  2 phót.  

Qu¸ tr×nh tinh chÕ s¶n phÈm: KÕt tinh 
b»ng hçn hîp dung m«i chän läc nh− ®· dÉn ra 
ë phÇn ”KÕt qu¶ & Th¶o luËn” ë nhiÖt ®é +5oC. 
Sau ®ã tiÕn hµnh läc lÊy s¶n phÈm, s¶n phÈm thu 
®−îc lµ sterol th«. KÕt tinh l¹i sterol th«. KÕt 
qu¶ ph©n tÝch b»ng s¾c ký HPLC-MS vµ phæ IR  
®· chØ ra sterol thu ®−îc cã ®é tinh khiÕt cao vµ 
hµm l−îng sterol tæng sè cña 3 thµnh phÇn chñ 
yÕu ®¹t tíi 93,74%, kho¶ng 3-5% lµ c¸c sterol vi 
l−îng kh¸c. HiÖu suÊt thu ®−îc 4,5-5% tõ nguån 
nguyªn liÖu phô th¶i c«ng ty dÇu thùc vËt C¸i 
L©n- Qu¶ng Ninh. 

- Theo ®óng quy tr×nh trªn, sö dông nguyªn 
liÖu do C«ng ty DÇu thùc vËt T−êng An- Thµnh 
phè Hå ChÝ Minh cung cÊp chØ nhËn ®−îc 
phytosterol víi hiÖu suÊt 2,5-3,0%, §iÓm ch¶y : 
127-133oC. 

III - KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

Qu¸ tr×nh ph©n lËp phytosterol tõ phô th¶i 
c«ng nghiÖp chÕ biÕn dÇu ®Ëu t−¬ng cã thÓ chia 
ra lµm 3 giai ®o¹n chÝnh: 

Giai ®o¹n 1: Thñy ph©n kiÒm nguyªn liÖu 

Giai ®o¹n 2: Trung hßa dÞch thñy ph©n b»ng 
dung dÞch n−íc axit 

Giai ®o¹n 3: Ph©n ly thu nhËn s¶n phÈm 
phytosterol th«, tinh chÕ b»ng ph−¬ng ph¸p kÕt 
tinh chän läc tõ hçn hîp dung m«i. 

Tr−íc hÕt, nghiªn cøu ®−îc triÓn khai ë quy 
m« phßng thÝ nghiÖm 1 lÝt: 

Nghiªn cøu tèi −u hãa ph¶n øng thñy ph©n 
(nhiÖt ®é, thêi gian vµ ®é kiÒm): 

+ ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é 
KÕt qu¶ kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é 

thñy ph©n lªn hiÖu suÊt thu håi phytosterol ®−îc 
tr×nh bµy trong b¶ng 1. 

Nh− vËy, qua qu¸ tr×nh kh¶o s¸t ¶nh h−ëng 
cña yÕu tè nhiÖt ®é giai ®o¹n thñy ph©n nguyªn 
liÖu lªn hiÖu qu¶ toµn bé qu¸ tr×nh, chóng t«i 
nhËn thÊy r»ng: NhiÖt ®é thÝch hîp nhÊt ®Ó ®¹t 
®−îc hiÖu suÊt cao nhÊt phô thuéc vµo b¶n chÊt 
cña nguyªn liÖu phô th¶i ®−îc sö dông, vµ ®èi 
víi mÉu C¸i L©n - Qu¶ng Ninh thu th¸ng 
12/2007 nhiÖt ®é thÝch hîp nhÊt lµ 165 - 170oC, 
d−íi 150oC qu¸ tr×nh thñy ph©n kh«ng thÓ kÕt 
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thóc dï kÐo dµi thêi gian. 

+ ¶nh h−ëng cña thêi gian 

KÕt qu¶ kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña thêi gian 
thñy ph©n lªn hiÖu suÊt thu håi phytosterol ®−îc 
tãm t¾t vµo b¶ng 2. 

B¶ng 1: ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn hiÖu suÊt thu håi phytosterol 

STT s
§é kiÒm 

Tû lÖ nguyªn liÖu/kiÒm/n−íc, g 

NhiÖt ®é 

thñy ph©n, oC 

Thêi gian 

thñy ph©n, h 

HiÖu 

suÊt, % 

§iÓm ch¶y, 
oC 

1 200/18,25/18,25 <150 1-3 - - 

2 200/18,25/18,25 150 1,5 4,12 127-133 

3 200/18,25/18,25 155 1,5 4,10 128-132 

4 200/18,25/18,25 160 1,5 5,11 128-133 

5 200/18,25/18,25 165 1,5 5,01 128-134 

6 200/18,25/18,25 170 1,5 5,00 127-132 

7 200/18,25/18,25 175 1,5 4,71 127-133 

8 200/18,25/18,25 180 1,5 4,65 128-134 

9 200/18,25/18,25 185 1,5 4,75 127-132 

10 200/18,25/18,25 190 1,5 4,59 127-133 

11 200/18,25/18,25 195 1,5 4,58 128-131 

B¶ng 2: ¶nh h−ëng cña thêi gian thñy ph©n ®Õn hiÖu suÊt thu håi phytosterol 

 STT 
§é kiÒm (g) 

Tû lÖ nguyªn liÖu/kiÒm/n−íc) 

NhiÖt ®é 
thñy ph©n, 

oC 

Thêi gian 
thñy ph©n, 

h 

HiÖu 
suÊt, % 

§iÓm 
ch¶y, 
oC 

1 200/18,25/18,25 165-170 <1,0 - - 

2 200/18,25/18,25 165-170 1,0 4,15 127-133 

3 200/18,25/18,25 165-170 1,0 4,11 128-133 

4 200/18,25/18,25 165-170 1,5 5,00 128-133 

5 200/18,25/18,25 165-170 1,5 5,10 127-132 

6 200/18,25/18,25 165-170 1,5 5,05 128-132 

7 200/18,25/18,25 165-170 2,0 4,75 126-133 

8 200/18,25/18,25 165-170 2,0 5,04 128-133 

9 200/18,25/18,25 165-170 2,0 4,41 128-133 

10 200/18,25/18,25 165-170 2,5 5,08 127-132 

11 200/18,25/18,25 165-170 2,5 4,45 126-133 

12 200/18,25/18,25 165-170 3,0 5,06 128-133 

13 200/18,25/18,25 165-170 3,0 4,34 128-132 

14 200/18,25/18,25 165-170 3,0 4,72 127-133 
 
Nh− vËy, thêi gian tèi thiÓu ®Ó thùc hiÖn qu¸ 

tr×nh thñy ph©n lµ 1 giê, tuy nhiªn tïy thuéc ®Çu 
nguyªn liÖu cã nhiÖt ®é s«i cao h¬n th× cã thÓ 
ph¶i duy tr× ®Õn 1,5 giê. T¨ng thêi gian kh«ng 
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lµm t¨ng hiÖu qu¶ toµn bé qu¸ tr×nh. 
VÒ ®é kiÒm (tû lÖ l−îng kiÒm ®−îc sö 

dông/nguyªn liÖu/n−íc): 

KÕt qu¶ kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña ®é kiÒm lªn 
hiÖu suÊt thu håi phytosterol ®−îc tr×nh bµy 
trong b¶ng 3. 

B¶ng 3: ¶nh h−ëng cña ®é kiÒm ®Õn hiÖu suÊt thu håi phytosterol 

STT 
§é kiÒm 

Tû lÖ nguyªn liÖu/kiÒm/ n−íc, g 

NhiÖt ®é 

thñy ph©n, oC 

Thêi gian 

thñy ph©n, h 

HiÖu 

suÊt, % 
§iÓm 
ch¶y, oC 

1 200/18,25/18,25 165-170 1,5 5,12 126-132 

2 200/18,20/18,25 165-170 1,5 5,07 128-133 

3 200/18,00/18,25 165-170 1,5 4,02 128-134 

4 200/17,75/18,25 165-170 1,5 4,13 127-132 

5 200/17,50/18,25 165-170 1,5 4,11 128-132 

6 200/17,25/18,25 165-170 1,5 4,76 128-133 

7 200/17,00/18,25 165-170 1,5 3,12 128-133 

8 200/16,75/18,25 165-170 1,5 3,35 126-132 

9 200/18,50/18,25 165-170 1,5 4,13 127-132 

10 200/18,75/18,25 165-170 1,5 5,02 128-133 

11 200/19,00/18,25 165-170 1,5 5,23 126-133 

12 200/19,25/18,25 165-170 1,5 4,93 126-133 

13 200/19,50/18,25 165-170 1,5 5,12 127-132 

14 200/19,75/18,25 165-170 1,5 4,93 128-134 

 
Tõ c¸c kÕt qu¶ nhËn ®−îc chóng t«i nhËn 

thÊy cã thÓ dïng ®é kiÒm t−¬ng tù theo tØ lÖ sau 
®©y sÏ cho hiÖu suÊt cao nhÊt: 200 g nguyªn liÖu 
phô th¶i c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng/18,20 - 
18,25 g NaOH /8,25 ml H2O; kh«ng cÇn thiÕt sö 
dông ®é kiÒm cao h¬n.  

Tèi −u ho¸ qu¸ tr×nh ph©n lËp vµ tinh chÕ 
s¶n phÈm phytosterol:  

Chóng t«i cho r»ng giai ®o¹n trung hßa hçn 
hîp ph¶n øng thñy ph©n kh«ng quan träng, do 
vËy chóng t«i ®· tËp trung h¬n vµo viÖc lùa chän 
®iÒu kiÖn tèi −u ph©n lËp tinh chÕ s¶n phÈm. 

KÕt qu¶ kh¶o s¸t th¨m dß ¶nh h−ëng nhiÖt 
®é, dung m«i kÕt tinh lªn hiÖu suÊt kÕt tinh thu 
håi phytosterol ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 4. 

Tõ kÕt qu¶ nhËn ®−îc chØ ra r»ng, ®iÒu kiÖn 
kÕt tinh thÝch hîp nhÊt ®Ó nhËn ®−îc hiÖu suÊt 
thu håi s¶n phÈm cao, ®é tinh khiÕt cao lµ: HÖ 
dung m«i (CH3 )2CO: 50/MeOH 96%: 40 /H2O 
:10 (v/v/v) ë nhiÖt ®é 5oC. 

Mét sè ph−¬ng ph¸p kh¸c ®· biÕt chiÕt xuÊt 
sterol tõ phô th¶i cã nhiÒu giai ®o¹n [26], ph¶i 
dïng dung m«i ®¾t tiÒn ®Ó chiÕt, thËm trÝ dïng 
dung m«i ®éc h¹i [26 - 31]. Ph−¬ng ph¸p nµy Ýt 
giai ®o¹n, chØ dïng c¸c hãa chÊt dung m«i 
th«ng dông Ýt ®éc h¹i vµ chØ cÇn lo¹i tinh khiÕt 
kü thuËt.  

Phæ IR (h×nh 1) cho c¸c pic ®Æc tr−ng ë 
3433 cm-1 (νOH), 1640 cm

-1 (νC=C) vµ c¸c pic ®Æc 
tr−ng ë 2938 cm-1 cho c¸c dao ®éng νC-H (cña hÖ 
thèng vßng no cña ph©n tö sterol). 

KÕt qu¶ ph©n tÝch sterol râ rµng nhÊt nhê 
phæ LC- MS. C¸c s¾c ®å khèi phæ h×nh 2, 3, 4 
vµ 5 ®· chØ ra ®iÒu nµy, trªn s¾c kÝ ®å h×nh 2 cã 
3 pic ®Æc tr−ng cho 3 sterol ®iÓn h×nh lµ β-
Sitosterol (39,5%), thêi gian l−u: 39,257: 
Stigmasterol (29,56%), thêi gian l−u: 36,145: 
Campesterol (24,68%), thêi gian l−u: 
34,499.Nh− vËy hµm l−îng sterol tæng sè cña 3 
thµnh phÇn chÝnh ®¹t: 93,74% 
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B¶ng 4: ¶nh h−ëng nhiÖt ®é, dung m«i kÕt tinh lªn hiÖu suÊt kÕt tinh thu håi phytosterol 

STT Dung m«i kÕt tinh 
NhiÖt ®é 
kÕt tinh, oC 

HiÖu suÊt 
Phytosterol, % 

§iÓm 
ch¶y, oC 

1a EtOH 96% +5oC 76 127-132 
1b EtOH 96% toptn 72 128-133 
2a EtOH 90% +5oC 79 127-133 
2b EtOH 90% toptn 70 127-132 
3a MeOH 96% +5oC 82 128-133 
3b MeOH 96% toptn 72 128-132 
4a (CH3 )2CO +5oC 85 126-133 
4b (CH3 )2CO toptn 73 128-132 
5a (CH3 )2CO: 50/MeOH 96%:50 +5oC 82 127-133 
5b (CH3 )2CO: 70/MeOH 96%: 30 toptn 93 127-132 
6a (CH3 )2CO: 50/MeOH 96%:30 H2O: 20 +5oC 90 127-133 
6b (CH3 )2CO: 50/MeOH 96%: 40 H2O:10 +5oC 97 128-133 
6c (CH3 )2CO:  50 /MeOH 96%:45 H2O:5 toptn 90 127-133 

 
 

 

H×nh 1: Phæ IR cña hçn hîp sterol ph©n lËp tõ  phô th¶i c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng 

S¾c ký ®å h×nh 2 hoµn toµn phï hîp víi tµi liÖu tham kh¶o [1]. Phæ MS còng cho nh÷ng 
th«ng tin bæ sung vµ cô thÓ cho tõng sterol riªng biÖt: phæ MS cña pic (1) cho pic ion ph©n tö M+ = 
414 t−¬ng øng víi β-sitosterol, phæ MS cña pic (2) cho pic ion ph©n tö M+ = 412 t−¬ng øng víi 
stigmasterol, cßn phæ MS cña pic (3) cho pic ion ph©n tö M+ = 400 hoµn toµn trïng hîp víi träng 
l−îng ph©n tö cña campesterol. 

νC=C 

νC-H 

νOH 
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H×nh 2: Phæ LC-MS cña hçn hîp sterol ph©n lËp tõ  phô th¶i c«ng nghiÖp dÇu ®Ëu t−¬ng 
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H×nh 3: Phæ MS cña thµnh phÇn β-Sitosterol 

 
IV - KÕt luËn 

1. §· nghiªn cøu vµ hoµn thiÖn quy tr×nh 
phßng thÝ nghiÖm chiÕt xuÊt tinh chÕ phytosterol 
tõ phô th¶i c«ng nghiÖp chÕ biÕn dÇu ®Ëu t−¬ng 
cña C«ng ty DÇu thùc vËt C¸i L©n - Qu¶ng Ninh 
víi hiÖu suÊt phytosterol thu ®−îc ®¹t 4,5 - 5,0% 
vµ C«ng ty DÇu thùc vËt T−êng an TP Hå ChÝ 
Minh víi hiÖu suÊt 2,5 - 3,0%. 

2. S¶n phÈm ®−îc nhËn d¹ng b»ng ®iÓm 
ch¶y vµ c¸c phæ IR, HPLC-MS. 
3. Hµm l−îng phytosterol tæng sè cña 3 

sterol chÝnh lµ 93,74%: trong ®ãβ-sitosterol 
(39,5%), stigmasterol (29,56%), campesterol 
(24,68%), c¸c sterol kh¸c cßn l¹i chiÕm tõ 3-
5%. 

4. Quy tr×nh kh¶ thi ®Ó triÓn khai lªn quy m« 
lín.

β-sitosterol (1) 

Stigmasterol (2) 

Campesterol (3) 
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H×nh 4: Phæ MS cña thµnh phÇn Stigmasterol 
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H×nh 5: Phæ MS cña thµnh phÇn Campesterol 
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