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[Cong thue 1]

trong do, moi trong sb cac géc R, dén R, doc 1ap dugc chon tir nhém g@)m H, OH, NH,,
OCHj;, OC(O)CH3, va NHCOCH3;

A duoc chon tir C; dén Cg alkyl hodc C, dén Cq alkenyl, va C, dén Cq alkyl hodc C, dén Cq
alkenyl ndy c6 thé duoc thé bang metyl hoic etyl.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chét glycosit axit hitu co.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

~ Céc thanh phéan thom d& bay hoi trong ca phé luén nhdn dugc su quan tdm 16n.

Pa dugc bao cao rang mot phan clia cac thanh phin thom bay hoi ndy ¢6 mit trong
quéa ca phé hodc hat ca phé xanh & dang glycosit lién két vai dudong. Vi glycosit 13 tién
than cta cic chit thom nén thanh phin thom dé bay hoi nay s& duoc giai phong dé tao
ra huwong thom khi chin hoic khi ¢6 ton thuong v& mit vat 1. Da ¢ cac bdo céo cho
ring glycosit trong qua ca phé hodc hat ca phé xanh 14 tién thin ctia cic chét thom,
nhung da s6 cac bao céo nay tap trung vao glycosit co hop chit monoterpen hodc
diterpen & dang céc aglycon. Tai liéu khong phai sang ché 1 boc 16 rang 3(S)-linalool-
3-O-B-D-glucopyranosyl-f-D-apiofuranosit va 3(S)-linalool-3-O-B-D-glucopyranosyl-
B-D-arabinofuranosit c¢6 trong hat ca phé xanh & dang tién than cta céc chat thom
monoterpen. Ngoai ra, tai liéu khong phai sang ché 2 va 3 boc 16 rang 3’-O-p-D-
glucopyranosyl-2°-O-isovaleryl-2-O-p-D-glucopyranosyl-atractylogenin, 2-0-B-D-
glucopyranosyl-atractylogenin, va 2’-O-isovaleryl-B-D-glucopyranosyl-atractylogenin
c6 trong hat ca phé & dang tién than cta cac chit thom diterpen hodc tién thin cia cac
chat thom axit isovaleric. Ciing dwoc bao c4o ring glycosit c6 metyl axit crotonic hoidc
axit isovaleric ¢ dang aglycon c6 mit trong qua ca phé hodc hat ca phé xanh (Tai li€u
khong phai sang ché 4). Tai liéu khong phai sang ché 4 boc 16 3-metylbutanoyl-1- O-
B-D-glucopyranosyl-p-D-apiofuranosit, 3-metylbutanoyl-6-O-a-D-glucopyranosyl- B-
D-fructofuranosit, va 3-metylbut-2-enoyl-1-O-B-D-glucopyranosyl-f-D-apiofuranosit.
Danh sach tai liéu trich dan
Tai liéu khong phai sang ché

Tai lidu khong phai sang ché 1: B. Weckerle, G.Toth, P.Schreire, Eur Food Res
Technol (2003) 216:6-10

Tai liu khong phai sang ché 2: Hans Gerhard Maier, Helga Wewetzer, Z.
Lebensm. Unters. Forsch, 167, 105-107 (1978)

Tai liéu khong phai séang ché 3: Bradbury A.G.W., Balzer H.H., Collog. 18th Sci.
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Int. Cafe, (1999) 71-77

Tai liu khong phai séng ché 4: Bernhard Weckerle, Tamas Gati, Gabor Toth,
Peter Schreier, Phytochemistry 60 (2002) 409-414

Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Vén @& k§ thuét

Tuy nhién, sy c6 mét cla céc glycosit c6 metyl axit crotonic hodc axit isovaleric
& dang cac aglycon trong qua ca phé hodc hat ca phé xanh 1a chua biét ngoai trir cac
boc 16 trong Tai liéu khong phai sang ché 2, 3 va 4. Muc dich cta sang ché 1 dé xuét
glycosit axit hitu co méi c6 trong ca phé va st dung no.

Giai quyét van @&

Dé giai quyét vin d& néu trén, cac tac gia da bat diu cac nghién cru vé ca phé
dugc cho diém cao vé huong vi khi dénh gid cam quan. Bt ngd 13, sau cic nghién
ctru chuyén sdu, cac tac gia da tim ra glycosit chwa biét &én c6 mit trong cac hat ca
phé chét luong cao. Cac tac gia sing ché da hoan thién sdng ché dwa trén phét hién nay.

Sang ché dé cap dén cac dbi twong sau ma khong bi gidi han & cac d6i tuong
nay.

(1) Hop chit c¢6 ciu triic duoc biéu dién bang cong thirc 1:

[Cong thirc 1]

trong d6, mdi trong sé cac gbc R! dén R7 doc 1ap duge chon tir nhém gém H, OH,

NH,, OCH;, OC(0)CHj, va NHCOCH3;

A dugce chon tir C; dén Cg alkyl hodic C; d@én Cg alkenyl, va C; dén Cg alkyl hodc C;
dén Cg alkenyl c6 thé dugc thé bang metyl hoic etyl.

-3



27954

(2) Hop chét theo (1), trong d6 R! dén R” 1a OH; va

A duogc chon tir nhém gém metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl, etenyl, propenyl, butenyl,
va pentenyl, va etyl, propyl, butyl, pentyl, propenyl, butenyl, va pentenyl c6 thé dugc
thé bing metyl hoic etyl.

(3) Hop chét theo (1) hoic (2), trong d6 A 13 propyl hodc propenyl, va propyl hodc
propenyl c6 thé duogc thé bang metyl.

(4) Hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (1) dén (3) duoc chon tir 3-metyl-
2-butenoyl-B-gentiobiosit hodc 3-metyl-butanoyl-p-gentiobiosit.

(5) Ché phdm chira hop chit theo muc bt ky trong s& cac muc tir (1) dén (4).

(6) Ché phém theo muc (5) dé sit dung trong viéc cai thién huong vi ciia hat ca phé

hodc phén chiét thu dugce tir hat ca phé.

(7) Ché phim theo muc (5) hoic (6) duoc tron véi hat ca phé hodc phan chiét thu

duogc tr hat ca phé.

(8) Phuwong phép cai thién hwong vi ciia phan chiét thu duoc tir hat ca phé, phuong

phép nay bao gdm budec:

tron hat ca phé hodc phin chiét thu dwoc tir hat ca phé véi hop chét theo muc bat
ky trong sb cac muyc tir (1) dén (4) hodc ché phdm theo muc bét ky trong s§ cac muyc

tir (5) dén (7).

(9) Phuong phap danh gi4 chét lugng hat ca phé hodc phin chiét thu dwgc tir hat
ca phé, phuong phép nay bao gém buéc:

phat hién hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (1) dén (4) trong hat ca
phé hodc phén chiét thu duge tir hat ca phé.

(10) Phuong phép nhén biét hodc wéc lugng loai ca phé, phuong phép niy bao gébm

budc:

phét hién hop chét theo muc bat ky trong sd cac muc tir (1) dén (4) trong hat ca
phé hozc phan chiét thu dugc tir hat ca phe.

Hiéu qua cda sang ché

Da khing dinh dugc ring glycosit axit hitu co dugc cac tic gia sang ché phat
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hién 12 méi, va ching c6 thé dwoc sir dung dé cai thién huong vi cta phan chiét thu
duge tir hat ca phé. Ciing da khing dinh dwoc ring ham luong cac glycosit c6 médi
tuong quan v6i chit luong ciia hat ca phé xanh, va do d6 glycosit c6 thé dwgc sir dung
dé woc lwong hodc danh gia chét lwong ciia hat ca phé hoic phin chiét thu duoc tir
hat ca phé. Ngoai ra, ciing da khing dinh dugc rang ham lwong cac glycosit c¢6 mdi
trong quan v6i nhidu loai hat ca phé xanh, va do d6 n6 c6 thé duge ding dé nhan biét
hodc du doén loai ca phé tir cac hat ca phé hodc phén chiét thu dwoc tir hat ca phé. Céac

vén dé nay 1a khong du doan duoc khi tham khao tinh trang k¥ thuat.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién sic ky dd LC-MS cua phan chiét thu dugc tir hat ca phé xanh. (a)
mang diét quang (photodiode array - PDA); (b) sic ky dd ion tdng (total ion
chromatogram - TIC) (ché @6 ion duong); (c) séc ky dd ion tdng (ché d6 ion am); (d)
séc‘ ky dé ion tach c6 m/z=489; (e) séc ky dd ion tach c6 m/z=471. 5-CQA: axit 5-

céfeoquuinic (axit clorogenic), FQA: axit feruloylquinic.

Fig. 2 thé hién phuong phap phan tich dudng dugc tao ra tir qua trinh thily phin
cac glycosit tir (1) dén (3) bang axit st dung LC-RI. Glc: D-glucoza (thdi gian luvu:
khoang 9,8 phut); Frc: D-fructoza (thoi gian luu: khoang 13,5 phuat); Gal: D-
galactoza (thoi gian lvu: khoang 11,3 phut); Man: D-manoza (thoi gian luu: khoang
12,6 phut).

Fig. 3 thé hién thanh phin d& bay hoi phat hién dugc bang qué trinh xtt 1y nhiét
cac glycosit tir (1) dén (3). (a) Séc ky dd ion tong ctia thanh phan d& bay hoi phat hién
duge bang qué trinh xi Iy nhiét glycosit (1), va (b) phd khbi lugng ctia thanh phan dé
bay hoi phat hién duge & thoi gian lwu 33,38 phut. (c) Séc ky dd ion téng cta thanh
phan d& bay hoi phat hién dwoc bang qua trinh xi ly nhiét glycosit (2), va (d) phd khdi
lwong cia thanh phan d& bay hoi phat hién dugc & thoi gian luu 29,00 phut. (e) Séc ky
dd cua thanh phin dé& bay hoi phat hién dugc bang qua trinh xir Iy nhiét glycosit (3),
va (f) khéi phd cia thanh phan d& bay hoi phat hién duoc & thoi gian luu 29,00 phit.

Fig. 4 thé hién anh hudéng ciia metyl axit crotonic dwgc tao ra tir glycosit (1) va
axit isovaleric dugc tao ra tir glycosit (2) dén huong vi ca phé. Cac diém cam quan

trong biéu dd 1 cic gia tri trung binh.

Fig. 5 thé hién mdi quan hé gitta ham lugng clia glycosit trong hat ca phé xanh
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v6i chit lwong ca phé. Glycosit (1) duoc phét hién bang sic ky ion tich c6 m/z = 469,
va glycosit (2) va (3) dugc phat hién bing sic ky ion tach c6 m/z = 471.

- Fig. 6 thé hién mbi quan hé giita diém danh gia cam quan vé6i glycosit axit hitu
co, d6i v4i hat ca phé xanh. A: glycosit (1); B: glycosit (2); C: glycosit (3). Cac phép
do dugc tién hanh & N=3.

Fig. 7 thé hién mdi quan hé gitra ham luong glycosit trong hat ca phé xanh véi
cac loai ca phé. 1: Guatemala Pacamala; 2: Guatemala SHB; 3: Jamaica Typica; 4:

Brazil 4/5; 5: Viét Nam G1.

Fig. 8 thé hién luong cac glycosit trong thit qua va vo qua clia qua ca phé.
Glycosit (1) dwoc phét hién bang sic ky ion tich cé m/z = 469, va céc glycosit (2) va
(3) dugc phét hién bang séc ky ion tach c6 m/z = 471.

M5 ta chi tiét sang ché
Glycosit méi

Sang ché dé cap dén hop chat. Hop chét nay 14 glycosit méi c6 chu tric duoc bidu
dién bdi cong thire sau:

[Cong thure 2]

Trong d6, mdi trong sb cac gbe tir R! dén R7 doc 1ap duogce chon tir nhém goém
H',' OH, NH,, OCH3, OC(O)CHs, va NHCOCH;. Vi du, t6t hon 13, mdi trong sb céc
gbe tir R! dén R7 doc lap dugce chon tir H, OH, NH,, OCH;3 va OC(O)CHj, va tét hon
nita 13, doc 14p dugce chon tr OH. A dugc chon tir Cy dén Cs alkyl hoic C; dén Cg
alkenyl, trong 6 C; dén Cs alkyl hogc C; dén Cg alkenyl c6 thé duogc thé bang metyl
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hodc etyl. C; dén Cs alkyl 13, vi du, metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl, hodc hexyl, tbt
hon néu 1a etyl, propyl, hodc butyl, tt hon nita 1 propyl, hoic butyl, va thdm chi t5t
hon nita 1 propyl, ma c6 thé duoc thé bang metyl hodic etyl; mdi trong s6 C; dén
Cs alkenyl 13, vi du, etenyl, propenyl, butenyl, pentenyl hodc hexenyl, t&t hon néu 1a
etenyl, propenyl, hoic butenyl, t5t hon nira 13 propenyl, hodc butenyl, va tham chi t6t
hon nita 12 propenyl, ma c6 thé duoc thé bang metyl hodc etyl. Trong ban mé ta, hop
chét theo sang ché va glycosit theo sang ché c6 cung dinh nghia, va ching dwgc coi
1a cac thudt ngir c6 thé thay thé 13n nhau.

Phuong 4n vé hop chét theo sang ché 13, vi du, hop chét trong d6 mdi trong s6
cac gbe tir R dén R71a OH, va A 1a propyl hodc propenyl ma c6 thé duogc thé bang
metyl. Cac vi du cu thé vé hop chét theo sang ché bao gdm 3-metyl-2-butenoyl-p-
gentiobiosit (con dugc goi 1a metyl crotonyl gentiobiosit) hodc 3-metyl-butanoyl-

[B-gentiobiosit (con dugc goi 1a isovaleryl gentiobiosit).

Glycosit gdbm aglycon va glycon. Vi du, metyl crotonyl gentiobiosit bao gdm
metyl axit crotonic & dang aglycon va gentiobiose & dang glycon, trong d6 metyl axit
crotonic va gentiobiose duoc lién két qua lién két este. Theo vi du khéc, isovaleryl
gentiobiosit bao gdm axit isovaleric & dang aglycon va gentiobiose & dang glycon,
trong do axit isovaleric va gentiobiose dugc lién két qua lién két este. Hai glycosit ndy
khéng bay hoi, nhung khi aglycon va glycon bi cit dut, metyl axit crofonic va axit
iéovaleric bay hoi 1an luot dugc gidi phong. Metyl axit crotonic va axit isovaleric 14
cac thanh phin cua tinh diu thuc vat. Do d6, hop chit theo sang ché ¢6 thé duoc st

dung 1am tién than cta cc chét thom.

Hop chét theo sang ché c6 thé duge san xuét béi quy trinh tdng hop hoa hoc bing
cach st dung phuong phéap da biét voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§
thut nay, hodc n6 c6 thé dwoc san xuit bang cach chiét tir ngudn tu nhién. Khi san
xuét hop chit theo sang ché tir ngudn tw nhién, c6 thé st dung cdy 1am nguyén liéu
khéi ddu. Cay c6 thé duwoc sit dung bao gdm cic cdy chi Coffeas, nhu Coffea
arabica, Coffea canephora var. robusta, Coffea liberica. Khi san xuat hop chét theo
sang ché tir Coffea, c6 thé st dung qué tir Coffea hodc hat ca phé xanh tir qua nay.
Hat ca phé xanh dugc sir dung trong ban md ta 1a hat thu dugc bang cach sdy kho

qué ca phé dudi 4nh mit troi sau d6 dép 14y hat, hodc hat thu dugc bing céach 14y thit
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tir qua ra, sau d6 rira bang nudc, sdy khd va dap 1ay hat. Ciing c6 thé san xuit hop chit
theo sang ché tir vo qua hodc thit qua dugc l4y tir qué ca phé trong qua trinh san xuét
hat ca phé xanh. V6 qua va thit qua thudng bi vit di trong qué trinh san xuét hat ca
phé xanh. Do d6, néu vé qua hodc thit qua dugc st dung 1am nguyén lidu khéi dau

trong qud trinh san xut hop chét theo sang ché, n6 sé& gitp sir dung hidu qua phé lidu.

V& mit cai thién hiéu qua san xuét, wu tién st dung quéa ca phé hodc hat ca phé
xanh c¢6 ham lwong hop chit mong mudn cao. Qua ca phé hodc hat ca phé xanh nay
bao gdm qua ca phé hogic hat ca phé xanh ma hliong thom cua né duge danh gié cao.
Qué ca phé hodc hat ca phé xanh nay bao gdm, vi du, mocha, Blue mountain, geisha.
Ciing c6 thé thyc hién do so bd ham luong hop chit mong muédn trong qué ca phé hozic
hat ca phé xanh, va chon qua ca phé hodc hat ca phé xanh ¢6 ham lugng hop chit

mong muodn cao.

C6 thé sir dung dung moi dé chiét hop chit theo séang ché tir qua ca phé, hat ca
phé xanh hodic vé qua hoic thit qua. C6 thé sit dung dung moi bt ky mién 1a chiét
dugc hop chét theo sang ché. Céc vi dlj bao gdm dung dich nuéc hodc dung mdi hitu
co, cu thé hon 1a chit dém hodc rugu, ma co thé duge st dung mot minh hodc & dang
két hop hai hodc nhiéu chéit nay. Ruou ban trén thi trudng 13 thich hop, va cb thé sir
dung ruou thdp (metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, isobutanol, v.v.),
ruou da héa tri dang 16ng (rwou 1,3-butylen, glycol propylen, glyxerol, v.v.). Rugu
thp chtra nuée va rugu thip duge wu tién theo sang ché. Luong dung mdi can sir dung
c6 thé thay dbi theo lugng nguyén lidu ban dau dwoc xir Iy va ham luwong hop chét
mong mubn trong hop chit ban dau. Vi dy, 1 dén 1000 mL, t6t hon 1a 1 dén 100 mL

dung mdi c6 thé duge sir dung trong 1 g nguyén lidu ban dau.

Do tinh khiét ciia hop chit theo sang ché dugc chiét tir nguyén lidu ban du co
thd dugc ting néu cin. Do tinh khiét c6 thé duge ting bang cach tinh sach phan chiét.
Viéc tinh sach phan chiét c6 thé dugc thuc hién bing phuong phap bét ky di biét véi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay, vi dy, phuong phép sic ky.
Céc vi du vé phuwong phép sic ky bao gém sic ky trao dbi ion, sdc ky ky nude, sic
ky wva nude, sic ky loc gel. P9 tinh khiét c6 thé duwoc danh gia bing sic ky 16ng cao
ap, hodc LC- MS 1a sy két hop cua séc ky 16ng cao 4p va do khdi phd.

CAu truc hoa hoc ciia hop chét theo sang ché co thé dugc phén tich st dung
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phuong phap da biét véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay, nhu
phén tich NMR va khdi phd.

Ché phim chira glycosit méi

Sang ché dé xuét ché phdm chira hop chit theo sang ché. Do hop chét theo séng
ché 1a glycosit, n6 c6 thé duoc sir dung 1am tién than cta chit thom. N6i cach khac,
thanh phan thom c6 thé duoc giai phéng bang cach cit lién két gitta thanh phan thom
va gbc dudng trong hop chét theo sang ché. Phuong phap bit ky c6 thé dugc st dung
dé cét lién két giita thanh phin thom va gdc duong trong hop chét theo sang ché.
Phuong phép ndy bao gbm cac phwong phap st dung axit, kiém, nhiét hodc enzym.
Enzym thiy phan c6 thé duoc sir dung 1am enzym dé cit lién két giita thanh phén thom
va gbc duong. Cac enzym thuong cé tinh dic hiéu véi co chit cao, vi thé wu tién
Iwa chon enzym phi hop véi glycosit dé cét hiéu qua lién két. Cac enzym c6 thé dugc
st dung dé cat lien két gifta thanh phin thom va gdc dudng trong hop chét theo sang

ché bao gdm céc enzym c6 hoat tinh glucosidaza hodc hoat tinh thity phan glycosit.

Ché phidm theo sang ché c6 thé bao gém cac thanh phan khac. Céc thanh phan
khac ndy bao gdm céc thanh phin dugc chép thuin dé dung lam chét phu gia thuc
phim, va céc thanh phén khéng duoc chip thuin lam chét phu gia thuc phdm nhung
dwgc cong nhan 13 an toan khi da dugc sir dung trude dy. Cac vi du bao gdbm chét bao
quéan, t4 dugec, chét tao ngot, chét diéu chinh dd pH, v.v. Cac vi du cu thé vé& chét
bao quan bao gdm glyxin, natri axetat, natri benzoat va protamin. Cac vi du cu thé
vé ta dugc bao gdm dextrin va tinh bdt. Cac vi du cu thé v& chit tao ngot bao gébm
oligosacarit, glucoza, fructoza, stevia, aspartame, v.v. Cac vi du cu thé vé chit diéu
chinh d¢ pH bao g6m axit phosphoric, axit xitric, axit clohydric, axit axetic, amoniac,
axit cacbonic, axit lactic, v.v. Theo mot phuong 4n, ché phdm theo sing ché bao
gbm dextrin, oligosacarit hodc axit xitric ngoai hop chét theo sang ché. Ché phim
theo sang ché c6 thé & dang bét ky. Vi dy, né co thé & dang bdt, dang léng, vién
nén, hat nho, vién nang hodc gel, v.v.

" Luu ¥ ring hop chét theo sang ché c6 & lugng tir 0,00000001 dén 0,00001%
khéi lugng trong qua/vé quéi ca phé, va tir 0,00001 dén 0,1% khéi lwong trong hat ca
phé xanh. Ché phim theo sang ché c6 thé chtra hop chét theo sang ché ¢ lugng gidng
nhu & qua ca phé hodc hat ca phé xanh. Ché pham theo sang ché c6 thé chira hop chét
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theo sang ché & lugng khac lugng & qua ca phé hodc hat ca phé xanh.
Cai thién huong vi

Hop chét hodc ché phim theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé cai thién hwong vi.
Huong vi nhu duoc d& cip dén trong ban mé ta 1a hwong vi thuan khiét, khong c6 vi
la v6i @0 chua axit va do ngot duoc cin bang. Viéc cai thién hwong vi chi viée tao ra
huong vi dugc yéu thich hon. Cac vi du bao gém lam ting hwong vi nguyén chét, bd
sung huong vi thiéu bing cach ting cudng thanh phin thom cu thé, hogic thém huong
vi riéng. Hop chét hoic ché phim theo sing ché c¢6 thé ding cho thuc phdm thuong
1a @& cai thién huong vi, va t6t hon 13 c6 thé dugc ding dé cai thién huong vi cla ci
phé, bia, rugu vang, whisky, v.v., va tdt hon 13 c6 thé duge dung dé cai thién huong vi
clia ca phé. Khi dugc d& cap don gian 1a "ca phé" trong ban mo ta, thuat ngit ndy bao
gbdm chung cc san phim va san phdm da qua xtr Iy lién quan dén ca phé nhu qua ca
phé, hat ca phé xanh, hat ca phé rang, phan chiét thu dwoc tir qua ca phé, phin chiét
thu dugc tir hat ca phé xanh, va phén chiét thu dwoc tir hat ca phé rang. Ngoai ra, khi
dé cép dén "hat ca phé" trong ban md ta, thuit ngit ndy bao gdbm qua ca phé, hat ca
phé xanh, hat ca phé rang va cdc san phim da xay ciia nd, hat Coffea va san phim da
qua xur ly cua no.

Khi hop chéit hoic ché phdm theo sang ché dugc sit dung dé cai thién hwong vi
clia ca phé, n6 c6 thé duge st dung trong bude bat ky ciia quy trinh san xudt ca phé. Vi
du, hat ca phé hodc ph?m chiét thu duogc tir hat ca phé c6 thé dugc tron voi hop chét
hodc ché phim theo sang ché. Hop chit hodc ché phdm theo sang ché c6 thé duge sir
dung cho ré, than cdy, 14 hodc qua trudc khi thu hoach qua ca phé, nho d6 lam ting

ham lugng ctia hop chét theo sang ché trong qué ca phé.

Theo mdt phuong 4n, sau khi hat ca phé xanh va hop chit hodc ché phdm theo
sang ché dugc trén cling nhau, hat ca phé xanh c6 thé dugc rang dé cit dut cac lién
két giita thanh phan thom va gbc dudng trong hop chét theo sang ché nho nhiét cia
qué trinh rang ndy, va nh d6 gidi phong thanh phan thom. Do d6, hwong thom ctia
hat ca phé rang c6 thé duoc cai thién. Theo phuong 4n khéic, hat ca phé rang hoic san
phém xay cia nd dugc tron voi hop chét hodc ché phém theo séng ché, sau do, rot
nuéc néng d& cht cac lién két giita thanh phin thom va gbc dudng trong hop chit

theo sang ché béi nhiét ciia nuée néng, va nhd d6 giai phong thanh phin thom dé cai
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thién hwong vi cia phan chiét (con dwgc biét 14 ca phé nho giot) thu dwoc tir hat ca
phé rang hodc san phém xay cua nd. Theo vi du khéc, ph?m chiét thu duoc tir hat ca
phé va hop chét hoic ché phdm theo sang ché c6 thé duoc tron, va sau d6 hdn hop
dugc gia nhiét & thoi diém thich hop trude khi udng dé phan cit lién két gifta thanh
phén thom va gbc dudng trong hop chit theo sang ché, sao cho huong thom c6 thé
duogc giai phéng & thoi diém mong mudn. Khi st dung hop chit hodc ché phim theo
sang ché dé cai thién huong vi, hop chét hodc ché phdm theo sang ché c6 thé dugc trén
v6i dich ctia Gmg dung sao cho ndng do cua thanh phin khong mang huong 13, vi dy,
tir 0,01 dén 100 ppb, tot hon 1a tir 0,1 dén 30 ppb, t6t hon nira 13 tir 0,1 dén 10 ppb.
Luu ¥ rang axit hitu co ty do ¢6 thé duoc 14y 1am vi du v& thanh phan hwong tu do, va

metyl axit crotonic va axit isovaleric c6 thé dugc léy lam vi du vé axit hitu co tu do.
Dénh gia chét luong ca phé

| Hop chét theo sing ché c6 thé duge st dung dé danh gia chat hIi_mg cua ca phé.
Céc téc gia sang ché 13 nhimg nguoi dau tién phat hién ra ring hop chét theo sang ché
c6 trong hat ca phé, va con thiy ring luong hop chét theo séng ché c6 mbi twong quan
v6i chit luong cia ca phé. Tic 13, duge phét hién thiy réng ca phé c6 ham lugong 'ho‘p
chét theo sang ché cao s& c6 chét luong cao. Hop chét theo sang ché co thé 14 tién than
cua cac chét thom, vi vay ca phé c6 ham lugng hop chét theo sang ché cao s€ gidi
ph(’)ng mét luong 16n thanh phan thom bdi qua trinh xir Iy nhiét trong budc rang hodc
chiét, va do d6, dugc xem 1a goép phr:in lam nén chét legng, ma khong bi han ché & do.
Viéc danh gia chét lwong bing hop chit theo sang ché bao gdbm budc chiét hop chéit
theo sang ché tlr ca phé, phat hién hop chét, dinh luong hop chét, va sau d6 so sanh gia
tri dinh luwong véi gi4 tri ctia mau d6i ching. Co thé thyc hién danh gia chét luong
bing cach st dung hat ca phé hodc phin chiét thu dugc tir hat ca phé, va wu tién
st dung hat ca phé xanh, hat ca phé rang, san phim xay cta hat ca phé rang, phan
chiét thu duoc tir hat ca phé xanh hodc phﬁn chiét thu dugc tir hat ca phé rang, t6t hon
nita 13, hat ca ph€ xanh hodc hat ca phé rang, va con tdt hon 13, hat ca phé xanh.
Theo mot phwong 4n, c6 thé thuc hién danh gia chét luong bang cich phat hién hop
chét theo sang ché trong hat ca phé€ xanh, dinh lugng hop chét, va so sanh véi hat ca
phé xanh d6i chimg c6 chét lugng trung binh. Theo phwong 4n khéc, hop chit theo
sang ché dwoc phat hién va dinh lugng bing cach 14y mot phan hat ca phé xanh dem

di danh gi4, trong khi hat rang thu dugc tu phén con lai cta hat ca phé xanh va dugc
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phan muc theo diém d4nh gia cam quan dé xem xét mdi lién quan giita hop chét theo
sang ché va huong vi cia ci phé. "Diém danh gia cam quan" 1 sy danh gi4 hwong

vi theo quy trinh cuia SCAA (Specialty Coffee Associate of America).

Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 trong vo qua hoic thit ciia qua ca phé. Tuong
tur v6i hat ca phé xanh, ham lugng ciia hop chét theo sang ché trong v6 qua hodc thit
qua dwoc xem la thay ddi tiy vao chét lugng ciia ca phé. Do d6, chit lugng ca phé c6
thé dugc danh gia bing cach sir dung v6 qua, thit qua hodic qua ca phé, ciing nhu bing
cach st dung hat ca phé xanh. C6 thé phan loai qua ca phé dua vao ham luong ctia hop
chét theo sang ché bang cach danh gia vo qua, thit qua, qua ca phé hodic phan chiét
ciand, va nho d6 c¢6 dugc hat ca phé xanh dugc kiém soat v& chét lugng. Theo
mot phuong 4n, qua ca phé c6 thé duge phan loai bing cach phat hién va dinh luong
hop chét theo sang ché trong v6 qua va/hoic thit qua, va bang cach so sanh ham lugng
ctia hop chét theo séng ché voi ham lwgng ctia hop chét nay trong vé qua va/hoic thit

qua dbi ching c6 chit lugng trung binh.
Nhén biét hoic danh gi4 loai ca phé

Hop chét theo sang ché ¢ thé dugc sir dung dé nhan biét hoic dénh gia loai ca
phé. Thudng khé dé phan biét loai ca phé tir vé bé ngoai cia né. Céc téc gia sang ché
da phat hién thiy ring ham luong hop chét theo sing ché trong hat ca phé xanh khac
nhau tly theo loai ca phé. Néi cach khac, ham lugng hop chit theo sang ché co thé
duge st dung 1am chi s6 dé nhan biét hoic danh gia loai ca phé. Phuong phép nhén
biét hodc danh gid loai ca phé bao gdm budc chiét, phét hién hodc dinh lugng hop chét
theo sang ché tir ca phé, va sau dé, dbi chiéu véi tap hop gia tri chudn cho timg loai.
Vi dy, khi luong dé dugc dinh lugng trong mAu ca phé nim trong hoic gin khoang gié
tri chuén cia mot loai cu thé, c6 thé nhan biét hoic danh gid ring loai ctia miu ca phé
12 loai cu thé dé.

Ngoai ra, vi¢c nhan biét hodic danh gi4 loai ca phé c6 thé duge thyc hién bing hat
ca phé hodc phén chiét thu dwoc tir hat ca phé. Vi duy, c6 thé nhan biét hogc dénh gid
loai ca phé bang cach chiét hop chét theo sang ché tir hat ca phé rang, phén chiét thu
duoc tir hat ca phé xanh hodc phén chiét thu duoc tir hat ca phé rang, phét hién va dinh

lwong hop chit, va déi chiéu véi tap hop gi tri chudn ctia timg loai.

Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 trong v6 qua hoic thit ciia qua ca phé. Ham
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lugng cta hop chit theo sdng ché trong vé qua hoic thit qua c6 thé khéc tily theo chit
luong ca phé, twong tu voi trudng hop & hat ca phé xanh. Do do, c6 thé nhan biét hodc
danh gi4 loai ca phé bang cach st dung vo qua, thit qua hodc qua ca phé, twong ty véi
truong hop & hat ca phé xanh. Cé thé nhén biét hodc danh gia loai ca phé bing cach
chiét hop chit theo sang ché tir vé qua, thit qua hodc qua ca phé, phat hién va dinh

luong hop chét, va dbi chiéu voi tap hop gia tri chuén cho timg loai.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché duwoc mé ta chi tiét dua vao cac vi du duoc dua ra dudi day. Puoc hiéu

ring cac vi du nay khong duge dw dinh dé gi6i han séang ché.
Vidu 1. Sang loc hop chit m&i
Tinh sach hop chét

Sau khi 1am dong lanh 1,6 kg hat ca phé xanh (Pacamala) bing nito 1ong, hat ca
phé dutqc. xay bing may nghién hat, va hat ca phé xanh d3 xay dugc xir 1y bang 5L
hexan d& loai bé thanh phin wa béo. Hat xay sau khi xtr Iy bing hexan dugc chiét
béng cach sir dung 8L metanol 70% (80°C, 2 gid), va loc phin thu dwoc bing cach sir
dung diatomit. Phén con lai duge chiét b::ng cach sir dung 4L metanol 70%, va loc
phé”tn thu duogc. Dich loc thu dugc dugce Kkét hop vé6i nhau va hdn hop dugc cd dén thé
tich bang 1/6 thé tich ban d4u. Budc ¢6 nidy duoc thyuc hién béng thiét bi lam bay hoi
quay. Ngoai ra, mot phin ciia hdn hop duge dwa qua LC-MS dé phén tich thanh
phan trong cac hdn hop (Fig. 1). Thyc hién do khéi phd dd phan giai cao bing LC-MS
st dung Q-Exactive (dugc Thermo Fisher Scientific Inc. san xuit) & cac diéu kién duéi
day.

Cot: KINETEX C18 (2,1 mmx250 mm, 1,7 um, Phnomenex, CA)
Nhiét d6 cot: 40°C
Pha ddng A: nudc + axit formic 0,1%

Pha dong B: axetonitril + axit formic 0,1%

Gradien ndng 6 ctia pha dong: Nong do ctia pha dong B 5% (0 - 2 phuat), 5—55% (2
- 7,5 pht), 55—100% (7,5 phut - 17 phat), 100% (17 phut - 23 phut), 100—5% (23 phut
- 24 phut), 5% (24 phat - 32 phut)
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Tbc do dong trong cot: 0,2 mL/phit
Phuong phép ion hoéa: ESI, ché d6 ion dwong, ché d6 ion 4m
Dién 4p phun: 3,5 kV
Nhiét ¢ mao quan: 250°C
Dién 4p mao quéan: 49V
Do phan gidi: 70000 (MS, MSMS)
Pham vi quét MS: m/z 80 - 1200
Nang luong va cham: 15-45% chuén héa

Két qua 13, da chiing minh dugc sy c6 mdt ciia cac hop chét c6 m/z 469 (Fig.

1(d)) va m/z 471 (Fig. 1(e)) & dang céc ion chon loc dic trung, cu thé 14 hop chit (1)
(m/z 469), hop chit (2) (m/z 471) va hop chét (3) (m/z 471).

Dich loc ¢6 dic dugc nap vao 1L nhya hép phu HP-20 (Mitsubishi Chemical
Co.). Nhya nay dugc rira bing 3L nudc, sau d6, thuc hién rira giai bing cach nap 3L
etanol 10%, va 3L etanol 20% theo tiing budc mdt. Cac phan doan thu dugc dugc dua
qua LC-MS dé nhan biét phan doan chtra hop chét da rira giai. Két qua cho thdy ring
cac hop chét (1), (2) va (3) duoc rira giai thanh phan doan nudc rira va phan doan

etanol 10%. Phan doan nuée rira 6 ham lugng hop chét cao hon.

Phan doan nudc rira ¢6 ham luwong hop chét (1), (2) va (3) cao hon dugc nap vao
1,2 L nhua hip phu COSMOSIL 18-OPN (c& hat 140 um, dugc san xult bai Nacalai
tesque). Rira nhuya ndy bing 500 mL dung dich axit formic 0,1%, sau d6 nap 3L
dung dich axit formic 0,1%, 2,5 L etanol 10% chira dung dich axit formic 0,1%, va
2,5 L etanol 50% chira dung dich axit formic 0,1% vao nhya theo ting budc mdt dé
thue hién rira giai. Ba loai hop chét dugc rira giai thanh phén doan do rira giai bang
3 L dung dich axit formic 0,1% va phan doan do rira giai bing 2,5 L etanol 10% chira
dung dich axit formic 0,1%.

Céac phan doan nay dugc nap vao 500 mL nhua hép phu ‘COSMOSIL
75C18PREP (c& hat 75 pm, dugc san xuit boi Nacalai tesque). Nhwa nay dugc rira

biang 500 mL dung dich axit formic 0,1%, sau d6 nap 2L dung dich axit formic
0,1%, 2,5 L etanol 10% chita dung dich axit formic 0,1%, va 2,5 L etanol 20% chura
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dung dich axit formic 0,1% vao nhua theo ting budc mot dé thuc hién rira giai. Ba loai
hop chit duoc rira giai thanh phin doan do rira giai bing 2L dung dich axit formic
0,1% va phén doan do rira giai bang 2,5 L etanol 10% chtra dung dich axit formic
0,1%.

Céc phan doan nay dugc tinh sach bang HPLC diéu ché dugc thé hién dudi day.
Cot dugc st dung 1a Develosil-C30-UG-5 (Nomura Chemical Co., Ltd.) 20 mm x 250
mm. Pha ddng duoc st dung 1a A: nude + axit formic 0,1%, va B: axetonitril 90% +
axit formic 0,1%. Toc do dong dugc ddt 1a 15 ml/phit, véi B10% (0 - 14 phut),
gradien tuyén tinh 1a B10—B25% (14 - 34 phiit), va sau d6 B25% dugc duy tri trong
10 phit. Phan doan chira hop chét (1) va (2) duoc ria giai & 7 dén 10 phut va phén
doan chira hop chit (3) dwoc rira giai & 11 dén 15 phat dugc gom lai va lan luot dugce
sdy thang hoa. Qua trinh sic ky duoc lap lai 17 1an.

San phim siy thing hoa thu dugc dugc dua ldn luot qua séc ky 14n nita bing cach
sir dung HPLC didu ché. Cot duoc sir dung 12 Shodex Asahipak NH2P-20 20F (Showa
Denko K.K.) 20 mm x 300 mm, va pha dong dugc st dung la A: nudc, va B:
axetonitril 90%. Téc do dong duoc dét 1a 10 ml/phiat. Thuc hién tinh sach cac phan
doan chtta hop chit (1) va (2) trong diéu kién: B100% (0 dén 12 phut), va gradien
tuyén tinh ctia B100—B40% (12 dén 90 phit). Phan doan chira hop chét (1) va (2),
duoc rira giai & 26 dén 29 phut, duge gom lai va duge sdy thing hoa. Quy trinh sic ky
dwoc lap lai hai lan. Thyc hién tinh sach cic phdn doan chtra hop chét (3) trong diéu
kién: B100% (0 dén 12 phut), va gradien tuyén tinh cia B100—B40% (12 dén 60
phut). Phan doan chtra hop chat (3) duogc rira giai & 22 dén 25 phut duoc gom lai va

duoc sy thing hoa. Quy trinh sic ky duoc lap lai bon l1an.

San phim siy thing hoa thu dugc duoc dua 1dn lugt qua sdc ky 1an nita bang cach
sit dung HPLC diéu ché. Develosil-C30-UG-5 (Nomura Chemical Co., Ltd.) 4,6
mmx150 mm dugc st dung vGi pha dong A: nudc + axit formic 0,1%, va B:
axetonitril 90% + axit formic 0,1%. Téc do dong duoc dat 1a 1 ml/phat. Thuce hién rira
giai dang dong véi B10% (0 - 30 phut). Hop chit (1) duoc rira giai & 7 dén 8 phit, hop
chét (2) dugc rira giai & 8 dén 9 phit, hop chét (3) dwoc rira gidi 6 9 dén 10 phut lan
luot duge gom lai dé siy thiang hoa. Sau d6, hop chit (1) (2,3 mg), hop chit (2) (2,3
mg) va hop chét (3) (6 mg) dugc do. Khi do tinh khiét ciia hop chit (1) dén (3) duoc
xéc dinh bang LC-MS, mdi hop chéit duoc thiy 1a da dugc tinh sach & mic do cao.
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Xac dinh cau tric hda hoc

1. Phén tich bing dit liéu phd clia viéc phén tich bing dung cu

Céc hop chat da tinh sach (1) dén (3) dugc hoa tan trong DMSO-d6. 1H-NMR,
13C-NMR, 1H{13C}-HSQC, 1H{13C}-HMBC, TOCSY, DQF-COSY, 1H-NOESY va
1H-ROESY dugc x4c dinh bang thiét bi NMR (phd ké DMX-750) trong didu kién néu
duéi day.

[Bang 1] .
Chuyén dich héa hoc trong phd 1H NMR va 13C NMR caa Hop chét 1, 2 va 3 do duoc
trong DMSO-ds '

1 2 3
Vi trf - Bc | °c I Bc
HNMR NMR H NMR NMR HNMR NMR
Gbc axyl
1 - 164,13 | - 171,16 | - 172,19
2 5,71 (s) 114,91 | 22,4 (d; 7,0) 42,29 |2,2 (m) 42,33
3 - 154,19 | 2,01 (m) 24,83 | 1,99 (m) 25,02
4 1,91 (s) 26,9 10,92 (d; 6,7) 22,02 10,91 (d; 6,7) 22,03
5 2,13 (s) 20,02 | 0,92 (d;6,7) 22,02 | 0,91 (d;6,7) 22,03
Gbc glucoza
1’ 5,36 (d; 8,3) 93,48 | 5,36 (d; 8,2) 93,86 | 5,17 (d; 3,6) 91,38
2 3,11 (m) 72,22 | 3,11 (m) 72,2 | 3,20 (m) 71,4
3’ 3,23 (m) 70,26 | 3,23 (m) 76,33 | 3,48 (m) 72,55
4 3,19 (m) 69,16 | 3,18 (m) 69,15 | 3,06 (m) 70,03
5’ 3,39 (m) 76,13 | 3,41 (m) 76,15 | 3,90 (m) 69,87
6’a 3,98 (dd; 10,1,1,0) | 67,85 |3,96(dd; 11,3,1,0) | 67,77 |4,24(dd; 11,7,1,3) | 63,36
6’b 3,56 (dd; 10,1, 5,5) - 3,58 (dd; 11,3, 5,5) - 4,01 (dd; 6,0, 11,7) -
Goc glucoza Gbc fructoza
1 4,16 (d; 7,9) 10,95 | 4,17 (d; 7,8) 102,94 | - 62,03
lab® | - - - - 3,38 (m) -
27 2,96 (m) 73,32 | 2,95 (m) 73,34 | - 103,79
3” 3,11 (m) 76,62 | 3,11 (m) 76,6 | 3,87 (d; 8,1) 76,79
4” 3,04 (m) 69,84 | 3,04 (m) 69,85 | 3,73 (m) 74,39
5” 3,04 (m) 76,74 | 3,04 (m) 76,74 | 3,59 (m) 82,65
6”a | 3,65(dd; 11,2,5,9) | 60,86 | 3,65(dd; 11,2, 5,9) 60,89 | 3,57 (m) 62,50
6”’b | 3,43 (m) - 3,44 (m) - 3,34(m) -
Nhém duong OH-
2’(OH) | 5,25 (d; 5,5) - 5,24 (d; 5,5) - 5,13 (d; 6,0) -
3’(OH) | 5,15 (d; 4,8) - 5,14 (d; 4,9) - 4,89 (d; 4,8) -
4’(OH) | 5,07 (d; 5,6) - 5,07 (d; 5,7) - 5,01 (d; 5,7) -
1”(OH) | - - - - 4,81 (t; 6,2) -
2”(OH) | 4,83 (d; 4,8) - 4,82 (d; 4,8) - - -
3”(OH) | 4,90 (d; 4,9) - 4,90 (d; 4,9) - 4,56 (d; 8,0) -
4”(OH) | 4,87 (d; 4,6) - 4,87 (d; 4,5) - 5,16 (d; 3,6) -
6”(OH) | 4,45 (t; 5.9, 5,9) - 4,44 (t; 5,9, 5,9) - 4,40 (t; 5,0, 5,0) -
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Trong phan tich 'H{!*C}-HMBC, dinh ngang ddi véi cac glycosit tir (1) dén (3)
duoc quan sat nhu sau: ddi véi glycosit (1), glucoza H-1' (85,36)—nhém axyl cia
cacbonyl cacbon (5164,13), va glucoza H-1" (54,16)—glucoza C-6' (867,85); dbi véi
glycosit (2), glucoza H-1' (85,36)—nhom axyl cua cacbonyl cacbon (6171,16), va
glucoza H-1" (54,17)—glucoza C-6' (867,85); va dbi véi glycosit (3), glucoza H-6a'
(64,01) va glucoza H-6b' (64,24)—nhom axyl ctia cacbonyl cacbon (6172,19), va
glucoza H-1' (85,17)—fructoza C-2" (6103,79).

Tiép theo, hop chét da tinh sach (1) dén (3) dugc chay LC-Orbitrap-MS duogc
dit & cac didu kién dugc chi ra du6i ddy, va céu truc héa hoc cia ching duge xac
dinh. Thuc hién do khdi phd (ESI-MS) (Bang 2) va phén tich cic doan chinh ciia
khéi phd ESI (ESI-MS/MS) (Bang 3) ddi vé6i cac hop chét (1) dén (3).

[Bang 2]

Khéi phd ciia cac hop chét (1) dén (3)

1 i 3
m/z{quan sat dugc) 464,1554 LXANIFaY AN 1708
Ché phim C18HZBU14 C18H31014 ClaH31014
Khii luong 4581557 a71.1714 4N 17114
Ly thuy&t (ppm} -0,64 -085 ~1,06
Budng legng RDB 45 47 45

[Bang 3]

Poan chinh cua khéi phd ESI ctia cac hop chit (1) dén (3)

" 1 2 3
AU AT IM+HG C2H-HT- [MrHCO2H-H]
469,155 [INFHC D2 H-HT
495167 [M=HI [M-HI-
423151 [M-HT
423,008 [M-As-H] [(M-a2-H]" [vi-A2-H]

179056 [v-A-{Hexoza~HOl-HI" [-A~{ Hexoza -Hh0)-H]" [M—-A~{ Hexoza~H Ol-H]

A = gbc axyl (d6i v6i hop chét 1: axit 3-metylbut-2-enoic; hop chit 2 va 3: axit 3- metylbutanoic)
2. Phan tich thanh phan dudng

Céc glycosit tir (1) dén (3) dugc dem di thity phan bang axit dé phén tich thanh
phan dudng. Céc glycosit tir (1) dén (3) (200 pg mdi glycosit) 14n luot duge hoa tan
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trong 0,2 mL, HCI 6N, va dugc U trong 1 gi¢ & nhi¢t d§ 100°C. Sau khi u, mot phén
dung dich phan tmg dugc dem di phan tich bing cach sit dung LC-RI & cac didu kién
du6i day. Céac dudng chudn (D-glucoza, D-fructoza, D-galactoza, D-manoza) dugc
cho phén ng trong céc didu kién twong tw va dugc phan tich. Két qua duogc thé hién
trén Fig. 2. Bing cach so sanh thoi gian lvu LC ciia cic glycosit véi thoi gian luu clia
duong chuén, khing dinh dugc ring glycosit (1) va glycosit (2) bao gébm glucoza, va

glycosit (3) bao gdm glucoza va fructoza.

Piéu kién ctia phan tich LC-RI:

Cot: Cot Shodex SUGAR SP080 (300x0,8 mm, ¢& hat 7 um)

- Nhiét do cot: 80°C

Pha dong: nuée (déng dong)

Tdc d6 dong trong cdt: 0,6 mL/phit

Viéc phan tich céc dit liéu trén ddy chi ra ring cac hop chét (1) dén (3) 1an luot

1a cac glycosit tir (1) dn (3) c6 cac cdu tric va tén hop chéit nhu sau.
Glycosit (1): 3-metyl-2-butenoyl-p-gentiobiosit
Glycosit (2): 3-metyl-butanoyl-f-gentiobiosit

Glycosit (3): 3-metyl-butanoyl-sucrosit

18-



27954

[Cong thuc 3]

Theo két qua tra ctru co s& dit lidu vé hop chét, cac glycosit (1) va (2) dugc thiy
1a céc hop chit méi chua duogc biét dén tai thoi diém nay. Mt khéc, glycosit (3) duoc
thy 1a twong tmg v6i hop chét duge bao cao trong Tai liéu khong phai sang ché 4. Luu
y ring cac hop chit (1) dén (3) 1an luot gibng véi cac glycosit tir (1) dén (3), va chiing

¢6 thé duogc st dung thay thé 13n nhau trong ban mo ta nay.
Vi du 2. Cai thién huong vi ca phé
Phan Ung nhiét phan glycosit

Pé ding 1am mAiu cho phan @ng nhiét sinh ra tir budc rang hat ca phé xanh, cic
glycosit tir (1) dén (3) da tinh sach bing phuong phép tir Vi du 1 14n luot dugc gia
nhiét bing budng nhiét phan (200°C, 10 phut), va dua dén GC-MS. Thuc hién GC-MS

trong di€u kién sau.
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- Thiét bi: Budng nhiét phan Double-shot Pyrolyzer (Pyolyzer) dugc san xuét béi
Frontier Lab, 7890A (GC), 5975C (MS) bing cdéng nghé Agilent
- Piéu kién nhiét phan: 230°C, 10 phut.
- Cot: DB-WAXetr (60 m x 0,32 mm x 0,25 um) dugc san xuét boéi GESTEL
- Nhiét do cdt: 40°C (2 phat) - 40°C/phut - 250°C (5 phut)
- Khi mang: He
- Dong chuyén: 250°C
- Nhiét o nguén ion: 230°C
- Théng sb quét: m/z = 33 dén 450
- Ty 1€ chia tach: 10:1

Két qua dugc thé hién trén Fig. 3. Khi gia nhiét glycosit (1), hop chit c6 thoi
gian luu (RT) bing 33,38 phut dugc phat hién. Khi gia Vnhiét glycosit (2), hop chét
¢6 RT bing 29,00 phut dwoc phat hién. Khi gia nhiét glycosit (3), hop chit ¢6 RT
bing 29,00 phit dugc phat hién. Bing cach thyc hién tra ctru thu vién khéi phd, hop

chit c¢6 RT bang 33,38 phut dwoc xac nhan 13 metyl axit crotonic, va hop chit cé
RT bing 29,00 phut dugc xac nhan 13 axit isovaleric.

Két qﬁé ndy goi ¥ ring cac glycosit tir (1) dén (3) bi phan hily biang nhiét phan
trong qua trinh rang hat ca phé xanh, tao ra metyl axit crotonic tir glycosit (1), axit
isovaleric tir glycosit (2), va axit isovaleric tir glycosit (3).

Tac dung cai thién huong vi ca phé

Téc dung cla axit metyl crotonic thu dugc bing cach gia nhiét glycosit (1), va
axit isovaleric thu dugc bang cach gia nhiét glycosit (2) 1én huong vi ca phé dugc
kiém tra.

Sau khi xay 30 mL hat ca phé Guatemalan rang c6 chét lugng trung binh, cho
300 mL nude néng chay nhé giot vao hat ca phé xay. Phan chiét ca phé thu duogc duge
sit dung 1am ca phé nho giot ddi chimg. Ca phé nhé giot nay dugc tron véi metyl axit
crotonic (10 ppb) va axit isovaleric (10 ppb) dé& thuc hién danh gia huong vi bdi sau

ngudi tham gia thdm dinh.
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Pidm cam quan duoc tinh cho do chua axit, dd nguyén chit va do ding trong
du vi. Trong qué trinh d4nh gi4 hwong vi, hai mau chudn dugc st dung: ca phé nhé
giot d6i ching (ca phé nhé giot thu dugc tir hat ca phé Guatemalan rang chét lwong
trung binh); va ca phé nho giot thu dugc tir hat ca phé rang dwgc 1am bang céch rang
hat ca phé xanh c6 diém huong vi cao, dugc st dung trong Vi du 3. DB chua axit, do
sach va do déng trong du vi clia ca phé nhé giot dbi chimg mdi yéu té dwoc danh gia
12 3 diém. P6 chua axit va do sach ctia ca phé nhé giot thu dugc tir hat ca phé xanh
¢6 diém huong vi cao dugc dénh gia 1a 5 diém, va d6 déng trong du vi duoc danh gia
1a 1 diém.

Két qua dugc thé hién trén Fig. 4. So sanh véi ca phé nhé giot ddi chimg, ca phé
nhé giot duge tron véi axit isovaleric va metyl axit crotonic ¢6 diém vé& do chua axit va

d6 sach cao, va diém do ding trong du vi thap.

Ngoai ra, nhitng ngudi tham gia thdm dinh cho ring axit isovaleric da bd sung cu
thé 1a d9 chua axit hoa qua cho ca phé nhé giot, va metyl axit crotonic lam ting thém
d6 diu cho ca phé nhd giot bang cach 1am giam d0 déng trong du vi. Cac két qua
ndy chi rd ring huong vi cia ca phé duoc cai thién khi trén metyl axit crotonic va

axit isovaleric.
Vi dy 3. Pénh gi4 chét lugng ca phé

Nghién ctru dugc thuc hién dé xem lidu cac glycosit tir (1) dén (3) c6 thé dugc sir
dung dé danh gia chit lugng ctia ca phé hay khong. Ham lwong ctia cdc glycosit & hat
ca phé xanh chit lwong cao dugc so sanh véi ham lugng céc glycosit ciia hat ca phé
xanh chét lwong trung binh dé xem liéu c¢6 mdi tuong quan gifta chat lugng hat ca phé
xanh v&i ham lugng cac glycosit hay khong. Céac hat ca phé xanh sau day dugc su

dung dé nghién ctu.

- Hat ca phé xanh chét lugng cao (hat ca phé xanh c6 diém huong vi cao): hat ca

phé xanh Jamaica Blue Mountain, loai b6 cdc hat hdng, sang 18.

- Hat ca phé xanh chit luong trung binh: hat ca phé xanh Guatemalan, 10ai bd cac hat

hong, sang loc 18.

Phan chiét thu dugc tir hat ca phé xanh theo phuong phap dugc néu trong Vi du
1, va thyc hién phéan tich bang cach phat hién ion chon loc m/z 469, dic trung &
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glycosit (1), va ion chon loc m/z 471, d3c trung & glycosit (2) va (3), 1am chi s6.

Két qua phan tich dwoc thé hién trén Fig. 5. Cac ving dinh ctia m/z 469 va m/z
471 & hat ca phé xanh chét luong cao 14 cao so hon véi hat ca phé xanh chét luong
trung binh. N(’)i cach khac, ham lugng céc glycosit (1), glycosit (2) va glycosit (3)
O hat ca phé xanh chét lugng cao dugc thdy 13 cao hon so véi hat ca phé xanh chét

lugng trung binh.

Do d6, dugc cho thiy ring ham luong ctia mét trong sd céac glycosit (1), glycosit
(2) hodic glycosit (3) c6 thé dugc sit dung 1am chi s6 dé danh gia chét luong hat ca phé
xanh. Ciing duoc thdy ring chit lvong hat ca phé xanh c6 thé dugc dénh gia bing cach
stt dung ham lugng céc glycosit (1) va (2), cac glycosit (2) va (3), céc glycosit (1) va
(2) hodc céc glycosit tir (1) dén (3) 1am chi sé.

Vi du 4. Panh gia chét lugng ca phé

Hat ca phé xanh c6 cic chit lugng khac nhau duge so sanh dé nghién ciu méi
trong quan gitra chit lwong hat ca phé xanh véi cac glycosit tir (1) dén (3).

36 loai hat ca phé€ xanh Guatemalan dugc chuén bi va mot phﬁn ctia mdi loai hat
ca phé xanh Guatemalan dugc rang 1én (gia tri L: 22-23), sau d6 diém d4nh gia cam
quan dugc quy cho mdi loai hat cd phé xanh theo protocol SCAA (Specialty Coffee
Associate of America — Hiép hoi ca phé dic san Hoa K¥). Ngoai ra, cac phan con lai
ctia mdi loai hat ca phé xanh dugc lam déng bing nito léng, va dugc xay bing méy
nghién hat, sau d6 san phim da xay dugc xtr Iy v6i hexan. San phdm xay di dwgc
xt Iy véi hexan duge xir Iy bing metanol 70% dé thu dwgc phin chiét. Phan chiét
dugc dua qua by LC-MS dén céc didu kién nhu sau. Phan chiét dugc xac dinh ¢ N = 3.
Thiét bj: LC-MS-IT-TOF (Shimadzu)

Cot: Luna-C18 (1,0 mmx=250 mm, 5 pm, dugc san xuét bdi Phenomenex, CA)
Nhiét dd cot: 40°C
Pha dong A: nudc + axit formic 0,1%

Pha dong B: axetonitril + axit formic 0,1%

Gradien ndng do ciia pha dong: Nong d6 ctia pha dong B 5% (0 - 2 phiit), 5—55% (2
- 7,5 phit), 55—100% (7,5 phut - 17 phat), 100% (17 phat - 23 phat), 100—5% (23 phat
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- 24 phut), 5% (24 pht - 32 phut)
Tbc d6 dong trong cot: 0,1 mL/phit
Phuong phép ion hoa: ESI, ché dd ion duong, ché d6 ion am
bién 4p phun: +4,5 kV (ché do ion duong), -3,5 kV (ché do ion am)
Téc d6 dong khi dng phun: 1,5 L/phut
Nhiét do CDL: 250°C
Nhiét d6 khdi nhiét (CDL): 250°C
Pham vi quét MS: m/z 80 - 800

Ion chon l’(_)c m/z 447 (ché do ion duong), dic trung & glycosit (1), va ion chon
loc m/z 449 (ché d6 ion dwong), dic trung & cac glycosit (2) va (3), dugc st dung lam
chi s& nhén biét cac dinh twong ung véi cac glycosit tir (1) dén (3) dé xac dinh céac
ving dinh ctia mdi glycosit. Ving dinh ctia mdi glycosit dwoc chuidn héa bang téng
cua toan bd lqung ion. P thi lién quan dén diém danh gid cam quan va ving dinh
chuén hoéa dugc tao ra cho mdi trong sé cac glycosit tir (1) dén (3) (Fig. 6). Fig. 6 cho
thdy rang hat chét lugng cao c6 xu hudng chira cac glycosit tir (1) dén (3) & luong cao.
Theo vi du cu thé, gia tri dinh luong cta cac glycosit tir (1) dén (3) tir hat ca phé xanh
c6 didm danh gia cam quan 1a 81 didm 1a nhu sau. Glycosit (1): 0,017% khéi lugng,
glycosit (2): 0,018% khdi lugng, glycosit (3): 0,019% khéi luong.

Két qua trén day cho thdy ring c6 mdi twong quan gifta ving dinh cta cac
glycosit tir (1) dén (3) véi diém danh gia cam quan. N6i cach khac, lugng c6 sén coa
cac glycosit tir (1) dén (3) duoc str dung lam chi s6 d& du doan chit luong ca phé.

Vi du 5. Nhén biét hodc danh gia loai ca phé

Dugc nghién clru 1a li¢u co sy khac biét ham lugng céc glycosit trong cac loai ca
phé khac nhau hay khong. Cac hat ca phé xanh dudi day dugc st dung. Céac glycosit tir
(1) dén (3) duoc chiét, duge phat hién va dinh lugng theo phuong phap tir Vi du 1.
[Bng 4] |

S6  |Hat ca phé xanh

1 Guatemala Pacamala
2 Guatemala SHB

3 Jamaica Typica

4 Brazil 4/5

5 Vietnam G1
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Két qua dugc thé hién trén Fig. 7. Pugc cho thiy ring ham luong céc glycosit
tir (1) dén (3) ¢6 su khac biét 16n giita cac loai khac nhau. Noi cach khac, duoc chi ra
rang ham luong glycosit (1), glycosit (2) hodc glycosit (3) ¢6 thé duge st dung 1am chi
s6 dé nhan biét hodc danh gia loai hat ca phé xanh. Ngoai ra, cling dwoc chi ra ring c6
thé nhan biét hoic danh gia loai hat ca phé xanh bang cach két hop ham lugng céac
glycosit (1) va (2), cac glycosit (2) va (3), cac glycosit (1) va (3) hoac cac glycosit tr
(1) dén (3).

Ngoai ra, ty 1& gitta ham luong cac glycosit tir (1) dén (3) dugc thdy 1a dic trung
& mbi loai. Do d6, dugc chi ra réng c¢6 thé nhan biét hodc danh gia loai hat ca phé xanh

bang cach st dung ty 1¢ gitra ham luong cac glycosit tir (1) dén (3) 1am chi sé.
Vi du 6. Glycosit axit hitu co trong thit qua hodc vé clia qua ca phé

Vi du nay duoc dy dinh dé chiét glycosit axit hitu co tir thit qua hodc vé cta qua

ca phé, va dé khang dinh sy c6 mét cia ching.

Qua ca phé (loai: Red Catuai) dugc lam déng bang nito 16ng, dugc tach riéng vo
qué/thit qua va hat. Vo qua/thit qua dugc xay bang may nghién hat dé thu dwoc phén
chiét theo phwong phap dugc md ta trong Vi du 1. Thuc hién phan tich bang cach dat
ion chon loc m/z 469, dac trung‘ & glycosit (1), va ion chon loc m/z 471, dac trung &

cac glycosit (2) va (3), lam chi sb (Fig. 8).

Két qua nay chi rd ring cac glycosit tir (1) dén (3) cling c6 trong vo qué/thit qua.
Piéu nay c6 nghia 1 vo qua/thit qua c6 thé duoc sir dung dé chibt glycosit, thuc hién

phan tich chét lugng ca phé, va nhan biét hoic danh gia loai ca phé.
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1. Hop chét dugc chon tir 3-metyl-2-butenoyl-B-gentiobiosit hodc 3-metyl-butanoyl-B-

gentiobiosit.
2. Ché phdm chira hop chét theo diém 1.
3. Ché phadm theo diém 2, trong d6 ché phim nay con chira 3-metyl-butanoyl-sucrosit.

4. Ché phdm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 2 dén 3 dugc tron v6i hat ca phé

hoac phﬁn chiét thu duoc tir hat ca phé.

5. Phuong phép cai thién huong vi cta phan chiét thu .du(_)rc tr hat ca phé, phuong phap
nay bao gf“)m budc tron hat ca phé hodc phén chiét thu duogc tir hat ca phé véi hop chét
theo diém 1 hodc ché pham theo diém bt ky trong s cac diém tir 2 dén 4.

6. Phuong phap danh gia chat lwong hat ca phé hodc phin chiét thu duoc tir hat ca phé,
phuong phap nay bao gdm budc phat hién hop chit theo diém 1 hodc hop chét 3-
metyl-butanoyl-sucrosit c6 trong hat ca phé hodc phan chiét thu duoc tir hat ca phé.

7. Phuong phap nhan biét hoic udc lugng loai ca phé, phurong phéap nay bao gdm budc
phat hién hop chét theo diém 1 hodc hop chét 3-metyl-butanoyl-sucrosit ¢6 trong cac

hat ca phé hozdc phan chiét thu dugc tir hat ca phé.
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Fig. 6
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Luong glycosit trong hat ca phé xanh

(% khéi lugng)
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Fig. 8

(% khéi luong) Lwong glycosit trong thit qua va vo qua
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