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Tóm tắt: Mục đích của tổng quan này là để mô tả và so sánh các phương pháp chiết xuất truyền thống và hiện đại được lựa chọn sử dụng trong việc phân lập isoflavonoid từ thực vật. Các phương pháp thông thường như MACULATION, PERCOLATION HOẶC SOXHLET vẫn được sử dụng thường xuyên trong phân tích PHYTOCHEMICAL. Mặc dù tính linh hoạt của chúng, các kỹ thuật chiết xuất truyền thống có những hạn chế nhất định, như cần đầu tư lớn về mặt thời gian, năng lượng, nguyên liệu ban đầu, và yêu cầu một lượng lớn dung môi có thể gây độc hại. Hơn nữa, các kỹ thuật này rất khó tự động hóa, tạo ra lượng chất thải đáng kể và có nguy cơ xuống cấp các hợp chất thermolabile. Các phương pháp chiết xuất hiện đại, như: chiết xuất có hỗ trợ siêu âm, chiết xuất vi sóng, chiết xuất dung môi tăng tốc, chiết xuất chất lỏng siêu tới hạn, và trích xuất áp suất âm, có thể được coi là biện pháp khắc phục các vấn đề đã nói ở trên. Bản thảo này thảo luận về việc sử dụng các kỹ thuật chiết xuất có liên quan nhất trong quá trình phân lập isoflavonoid, các chất chuyển hóa thứ cấp đã được tìm thấy có rất nhiều hoạt động sinh học và dược lý.
1. GIỚI THIỆU
Isoflavone là dẫn xuất 4-benzopyrone được hình thành trong con đường axit shikimic. Sau đây là các đại diện nổi tiếng nhất của isoflavone: genistein, với tiền chất. biochanin A, daidzein, với tiền chất là formononetin và glycitein, prunetin và purearin, xảy ra chủ yếu dưới dạng glycoside (ví dụ genistin, daidzin và ononin) (Hình 1) [1-5].
Isoflavonoid đã chứng minh tính hữu ích trong điều trị bệnh tiểu đường, một số dị ứng, viêm, nhiễm trùng do vi khuẩn và virus [1]. Hơn nữa, chúng có thể hữu ích trong điều trị các bệnh thuộc hormone, vì chúng liên kết với thụ thể estrogen và hoạt động như chất chủ vận thụ thể estrogen chọn lọc hoặc chất đối kháng [6-8]. Tác động của các hợp chất này lên các tế bào được xác định bởi nhiều yếu tố bao gồm: nồng độ, tình trạng thụ thể, sự hiện diện hoặc vắng mặt của estrogen nội sinh và nhận dạng của mô đích. Isoflavone liên hợp là các hợp chất không hoạt động nhưng trở nên hoạt động khi dư lượng glucose được loại bỏ. Isoflavonoid sinh khả dụng phụ thuộc, ở một mức độ lớn, vào hệ vi sinh đường ruột, vì các enzyme của vi khuẩn trong ruột chuyển đổi isoflavonoid thành các chất chuyển hóa khác nhau. Trong số tất cả các phytoestrogen được biết đến, nhóm này đã được nghiên cứu rộng rãi nhất [5-7].
[image: ]Việc chiết xuất các hợp chất từ nguyên liệu thực vật là một bước quan trọng trong việc phát triển các phương pháp phân tích cho hóa học thực vật. Phương pháp chiết tối ưu phải đơn giản, an toàn, có thể tái tạo, không tốn kém và phù hợp cho các ứng dụng công nghiệp [12-14]. Hơn nữa, dịch chiết phải có thành phần và cấu hình isoflavone giống như mẫu thực vật. Việc phân lập hiệu quả các chất phân tích đòi hỏi tối ưu hóa nhiều thông số, bao gồm nhiệt độ, lượng mẫu, thời gian và loại dung môi chiết. 

Hình 1: Các công thức cấu trúc của một số isoflavonoid.
Chiết xuất isoflavone được thực hiện bằng cách sử dụng các nguyên tắc tương tự như đối với các polyphenol khác. Quá trình này thường được thực hiện với methanol, ethanol, acetonitril, acetone hoặc hỗn hợp của chúng với nước [15]. Isoflavonoid có trong nguyên liệu thực vật ở dạng tự do, được gọi là aglycones, nhưng chúng có mặt chủ yếu dưới dạng glycoside.
Do glycoside tương đối không ổn định, phương pháp chiết xuất phải được xem xét cẩn thận để bảo vệ cấu hình isoflavone ban đầu. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự cô lập ở nhiệt độ cao gây ra những thay đổi trong thành phần isoflavone do sự phân hủy glycoside [16-18]. Các chuyển đổi phổ biến nhất của glycoside xảy ra trong quá trình chiết xuất là decarboxyl hóa malonyl glucoside thành acetyl glucoside và thủy phân ester của malonyl và acetyl glucoside thành glucoside bị thiếu. Bất kỳ isoflavone liên hợp nào cũng có thể tạo ra dạng aglycone bằng cách phân tách liên kết glucosidic (Hình 2). Một số glycoside, bao gồm malonyl và acetyl isoflavone, đặc biệt không ổn định [16]. Do những thay đổi hóa học tiềm tàng này, việc sử dụng nhiệt độ và điều kiện áp suất mạnh và thời gian chiết dài có thể làm suy giảm liên hợp isoflavonoid, làm thay đổi cấu hình isoflavone của các mẫu và hạn chế thông tin thu được. Ngoài ra, thủy phân hóa học dẫn đến sự gia tăng rõ rệt nồng độ aglycone có trong mẫu. Do đó, để trích xuất các dạng isoflavonoid liên hợp còn nguyên vẹn, các kỹ thuật chiết xuất nhẹ, chẳng hạn như trích xuất hoặc trích xuất áp suất âm, thường được ưa chuộng. Tuy nhiên, trong trường hợp chiết xuất aglycones, có thể thực hiện các phương pháp tối ưu hơn, chẳng hạn như chiết bằng lò vi sóng hoặc chiết bằng dung môi tăng tốc. Các nguyên tắc của Green Chemistry, được xây dựng vào năm 1998 bởi Anastas và Warner, liên quan đến các sản phẩm và quy trình. Green analytical chemistry (GAC), được sáp nhập từ green chemistry [19,20]. liên quan đến 12 nguyên tắc được thiết kế để làm cho thực hành phân tích thân thiện với môi trường hơn. Thách thức chính của GAC là đạt được sự thỏa hiệp giữa chất lượng của kết quả và sự thân thiện với môi trường của các phương pháp phân tích. Các lĩnh vực quan trọng nhất của GAC liên quan đến việc chiết xuất isoflavone thực vật là: 
- Tự động hóa và đơn giản hóa quy trình 
- Tăng an toàn cho người vận hành 
- Giảm cỡ mẫu, thể tích dung môi và chất thải 
- Loại bỏ sản xuất thuốc thử độc hại 
- Giảm thiểu năng lượng và thời gian. 
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Hình 2: Sự phân hủy isoflavonoid glycoside phổ biến nhất xảy ra [16].
Các mục tiêu được liệt kê ở trên đã được ký kết trong giao ước đã được thống nhất của GAC. Nói chung, một khía cạnh quan trọng của thực hành phòng thí nghiệm Greening là cần phải thỏa hiệp giữa các thông số hiệu suất (ví dụ: độ chính xác, độ chính xác, độ nhạy) và các yêu cầu GAC [19,20]. Bài viết này nhằm cung cấp các mô tả và so sánh các phương pháp chiết xuất truyền thống và hiện đại, được áp dụng trong việc phân lập isoflavonoid từ nguyên liệu thực vật, có tính đến các thành tựu chính và các lĩnh vực thảo luận quan trọng trong lĩnh vực được xem xét.
2. PHƯƠNG PHÁP CHIẾT XUẤT ISOFLAVONOID TRUYỀN THỐNG
Các phương pháp thông thường, chẳng hạn như hãm, sắc, ngâm, tức là chiết bằng dung môi đơn giản trực tiếp, không được hỗ trợ bởi bất kỳ nguồn năng lượng bổ sung nào, vẫn thường được sử dụng trong các phòng thí nghiệm hóa học. Những kỹ thuật này, cũng như chiết xuất theo phương pháp hồi lưu và chiết xuất Soxhlet, là phương pháp được sử dụng phổ biến nhất để chiết xuất các hợp chất từ nguyên liệu thực vật cho đến khi phương pháp chiết xuất mới được phát triển. Thực tế, phương pháp Soxhlet vẫn là kỹ thuật chiết xuất được trích dẫn nhiều nhất [21]. Phương pháp này được sử dụng để chiết xuất isoflavonoid từ Dalbergia oliveri (Fabaceae) để kiểm tra sự gián đoạn tăng trưởng của Aedes aegypti gây ra bởi chiết xuất và isoflavonoid bị cô lập [22]. Với mục đích này, các tác giả đã chiết xuất D.oliveri, sấy khô bằng không khí và sử dụng dung môi hữu cơ theo thứ tự hexane, dichloromethane, ethyl acetate và metanol. Vì chiết xuất dichloromethane chứa isoflavonoid có hoạt tính mạnh nhất đối với Aedes aegypti, nó được phân đoạn bằng sắc ký cột. Trong các phân số riêng biệt, () -medicarpin, (±) -violanone và formononetin đã được tìm thấy. Một kỹ thuật truyền thống rất phổ biến khác là khai thác dưới hồi lưu (chiết xuất hồi lưu nóng - HRE). Kỹ thuật này đã được sử dụng trong việc phân lập sáu isoflavonoid chính từ Radix Astragalii (Astragalus mucanaceus (Fisch.) Bge. Var. Mongholicus (Bge.) Hsiao) [23]. Rễ khô được làm nóng bằng metanol và sau đó được phân tích bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). HRE và methanol chứa 0,1% hydroxytoluene và axit hydrochloric (4: 1) đã được Lutz et al. để chiết xuất toàn bộ daidzein và genistein từ hạt quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) [24]. Methanol nóng được sử dụng để phân lập isoflavonoid từ Pueraria lobata (Willd.) Rễ Ohwi (kudzu, Gegen), một loại cây thiết yếu được sử dụng trong các loại thuốc thảo dược truyền thống trong điều trị bệnh tiểu đường, bệnh tim mạch và thoái hóa xương [25]. Sau đó, chiết xuất thực vật được phân đoạn bằng sắc ký cột. Puerarin, daidzein, genistein và daidzin đã được phát hiện bằng phân tích HPLC của các phần phân tách. 
Một số thí nghiệm đã chỉ ra rằng chiết xuất ở nhiệt độ cao (ví dụ, kỹ thuật Soxhlet, HRE) gây ra những thay đổi trong thành phần isoflavone do chuyển đổi các dạng malonyl thành dạng acetyl, glucoside hoặc thậm chí thành aglycones tự do [17,18]. Chiết xuất ở nhiệt độ phòng là một kỹ thuật thích hợp hơn để tránh sự xuống cấp của các hợp chất thermolabile. Loại quy trình chiết xuất này đã được thực hiện để đánh giá nồng độ isoflavone trong đậu chickpea (Cicer arietinum L.) [26]. Trong thí nghiệm này, các mẫu rắn đã bị huyền phù trong metanol 80% dung dịch nước với việc bổ sung axit hydrochloric và lắc ở nhiệt độ phòng.  Các chất chiết xuất thu được bằng cách ly tâm được xử lý bằng etyl ete và sau đó bằng etyl axetat, sấy khô, lơ lửng trong metanol / nước, thủy phân và phân tích bằng HPLC. Fotso et al. . Một chiết xuất thô được phân vùng giữa n-hexane, chloroform, ethyl acetate và n-butanol. Sắc ký cột mở rộng của các phần ethyl acetate và n-butanol thu được ba isoflavonoid mới. Hơn nữa, bốn hợp chất được biết đến compounds, genistein, isoliquiritigenin, thonningiol and (−)-medicarpin đã được xác định. Một phân lập đơn giản và hiệu quả của biochanin A và genistein từ lá của Dalbergiaodorifera T. Chen đã được thử nghiệm bởi Ma và cộng sự [28]. Chiết xuất các hợp chất mục tiêu được thực hiện ở nhiệt độ phòng với việc sử dụng 80% ethanol, trong khi isoflavanone từ rễ Amorpha frnomosa L. được phân lập bằng acetone [29]. Trong một nghiên cứu khác, một quy trình mới đã được thiết kế để thu được puerarin [30], daidzein và tổng phần isoflavone [31] từ thân cây Pueraria lobata (Willd.) Ohwi bằng hệ thống dung môi hai pha butanol / nước, alumina thanh lọc cột, và kết tinh lại. Các phát hiện chỉ ra rằng hệ dung môi này tạo ra năng suất tối đa của tổng isoflavone. Ngoài ra, với quy trình dung môi hai pha được nêu ở trên, sự kết hợp giữa chiết xuất chất lỏng rắn và tinh chế chất lỏng lỏng đạt được để tách daidzein và puerarin. Quá trình này, có thể được xem là tương đối khả thi về mặt kinh tế, có thể được điều chỉnh để sản xuất các isoflavone được phân tích ở quy mô lớn hơn. Loại bỏ các thuốc thử độc hại trong quy trình chiết xuất đã đạt được trong các thí nghiệm được thực hiện bởi Gao et al. [32] và Wang và cộng sự. [33] trong đó rễ kudzu được chiết xuất với 70% ethanol ở nhiệt độ phòng. Để loại bỏ tạp chất và làm phong phú thêm các hoạt chất, dịch chiết được pha loãng với nước và tinh chế trên cột nhựa. Các hợp chất có trong dung dịch nước được hấp phụ vào nhựa và sau đó được giải hấp bằng cách sử dụng 70% ethanol. Các chất rửa giải được thu thập trong các phân số, cô đặc và phân tích hàm lượng puerarin, daidzin và daidzein bằng phương pháp quang phổ UV. Một lựa chọn thay thế màu xanh lá cây khác được sử dụng để phân lập isoflavonoid từ rễ P. lobata là chiết nước ở nhiệt độ phòng với sự tinh chế và nồng độ các hợp chất hoạt động tiếp theo bằng cột nhựa macropious [34].
Một trong những nguyên tắc của GAC ​​là tự động hóa và đơn giản hóa các thủ tục phân tích. Khai thác Soxtec đáp ứng các yêu cầu này. Soxtec là một đơn vị chiết dung môi tự động và an toàn dựa trên kỹ thuật Soxhlet. Nó sử dụng các quy trình sau: đun sôi, súc rửa, thu hồi dung môi và tự động tắt [35]. Thiết bị này (Soxtec HT6) đã được áp dụng trong phân lập isoflavone (genistein, daidzein và biochanin A) từ Arachis hypogaea L. (đậu phộng) [35]. Các hợp chất quan tâm được chiết xuất từ các mẫu với ethanol. Phân tích HPLC đã xác nhận rằng kỹ thuật Soxtec đã phân lập được lượng isoflavonoid cao hơn đáng kể so với các phương pháp khác được sử dụng trong thí nghiệm (phương pháp chiết xuất và khuấy trộn có hỗ trợ siêu âm). Sự trợ giúp của lò vi sóng là kỹ thuật duy nhất tạo ra kết quả tương đương. Năng suất cao hơn của isoflavone thu được khi sử dụng Soxtec có thể liên quan đến việc chuyển đổi các liên hợp malonyl thành-glucoside hoặc aglycone tương ứng của chúng ở nhiệt độ cao hơn. Tuy nhiên, tổng lượng isoflavone được chiết xuất là không đổi [24,25].
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Figuro 1 The structuralformalas of some ofthe iaftavonoids.
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most active against Aedes aegypti, it was fractionated
omocoonc

oo onon by column chromatography. In the separated fractions,
ﬁ"’ —_ %Q‘ (+)-medicarpin, (+)-violanone, and formononetin were
-%\, - "W\O\. found.

e iagend g Another very popular traditional technique is
extraction under reflux (hot reflux extraction - HRE).
This technique was employed in the isolation of six
major isoflavonoids from Radix Astragalii (Astragalus
% membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao)

[23]. The dried roots were heated with methanol and then
analyzed by high-performance liquid chromatography
(HPLC). HRE and methanol containing 0.1% butylated
hydroxytoluene and hydrochloric acid (4:1) were used
by Lutz et al. for exhaustive extraction of daidzein and

genistein from quinoa seeds (Chenopodium quinoa
The goals listed above were concluded in the agreed upon _ Willd.) [24]. Hot methanol was used for the isolation of

e

Figure 2: The most common occurred isoflavonoid glycosides
decomposition [16].
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