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Linh vuc k¥ thuat dwoc dé cap

Giai phéap hitu ich d& cap dén quy trinh chiét xuat va tinh ché hop chat axit

clorogenic (axit 5-O-caffeoylquinic) tir hat ca phé xanh.
Tinh trang k¥ thuat cia gidi phap hiru ich

Ca phé la tén mot chi thuc vat thudc ho Ca phé (Rubiaceae). Chi ca phé bao
g6m nhiéu loai cay 1au ndm khéc nhau. Tuy nhién, khéng phai lodi nao ciing chira
caffein trong hat. Chi c6 hai loéi ca phé c6 y nghia kinh té. Loai tht nhat co tén
thong thudng trong tiéng Viét 1a ca phé ché (tén khoa hoc: Coffea arabica), dai
dién cho khoang 61% céc san pham ca phé trén thé gidi. Loai thr hai 14 ca phé
véi (tén khoa hoc: Coffea canephora hay Coffea robusta), chiém gan 39% cac san
pham ca phé. Ngoai ra, con c6 Coffea liberica va Coffea excelsa (& Viét Nam goi
14 ca phé mit) véi san luong khong dang ké. Cay ca phé duge biét dén 1a mot tha

do6 udng noi tieng trén toan thé gioi, dong thot ca phé cling la mot cdy thude quy.

Hat ca phé duoc str dung lam thirc udng tir thé ky thr 9 tai viing cao nguyén
Ethiopia. Dén thé ky 15 lan réng va dugc ding pho bién & Thé Nhi Ky, Ai Cap,
rdi dén céc nude Chau Au, M§. Hién nay ca phé duoc xem la thi thirc udng thong
dung béc nhat thé gidi, cach thuong thirc co nhiéu khéc biét tiy theo ving mién,
vi tri dia 1y, quéc gia. Hién nay, c6 khoang 60 nudc trong ca phé, trong do phai
ké dén nhing nudc xuit khau ca phé hang diu nhu Braxin, Viét Nam, Indonesia,
An D, Malaysia, Uganda v.v.. Trong d6, Viét Nam 1a nude xuat khau ca phé voi

ding dau nhat thé gidi, chiém gan mot nura san luong ca phé loai nay.

Céc nghién ctu trén thé gidi cho thay, cac 16p chat chinh co trong hat ca
phé xanh la: cac amino axit, cac hydrat cacbon, axit béo, axit clorogenic (CGAs),
cac hop chét bay hoi va cac hop chat hiru co khac. Puong chiém 6% - 9% va cung
cap vi ngot trong ly ca phé. Lipit, chu yéu 1a triglyxerit, chiém khoang 16%.

Protein va axit amin tu do chiém 10% - 13% ca phé xanh theo trong luong kho.
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Hai alkaloid, caffein va trigonellin, mdi thanh phan chiém khoang 1% trong luong
kho cta hat ca phé va dam nhiém cho phan 16n vi déng va tinh chat kich thich cta
ca phé. Caffein dong gop khoang 10% vi cua ca phé va cay san sinh mot luong
caffein nhu 1a mot bién phéap chdng lai su pha hoai cta cén trung. Trigonellin ¢6
18 13 phan déng gop 16n nhét cho vi déng clia ca phé, san sinh ra nhiéu hop chét
thom. Céc axit hitu co, chu yéu'1a céc axit clorogenic (CGAs) cling véi céc axit
hitu co khac bao g@)m citric, quinic, caffeic, malic, acetic, formic va cac hop chat
thom d& bay hoi cung cAp mui thom ciia ca phé. Hat ca phé xanh chira hon 200
chit d& bay hoi nhung it mui thom. Viéc rang tao ra mot luong 16n cac hop chét
thom ctia ca phé va cho dén nay, cac nha nghién ciru da xac dinh hon 800 chat dé

bay hoi trong hat ca phé rang.

Hat ca phé xanh chira mot lugng 16n axit clorogenic (CGAs) ma khi rang
s& phan huy thanh caffeic va axit quinic. Ca axit clorogenic va axit quinic thu
dugce duoc cho 1a cung cap vi déng cho ca phé. Tuy thudc vao nhiét do va thoi
gian, qué trinh rang s& lién tuc. phé v& CGAs, khi rang nhat (& nhiét do 230 —
250°C, trong thoi gian 12 phut) 50% CGAs s& mét di va chi dé lai 20% (mét 80 —
100%) trong d6 rang dam. Tuy nhién axit CGAs khong bdc hoi, chiing chi phan
hay thanh axit quinic va caffeic dugc thé hién trong tai liéu cua J. K. Moon va
cong su, “Formation of Volatile Chemicals from Thermal Degradation of Less
Volatile Coffee Components: Quinic Acid, Caffeic Acid, and Chlorogenic Acid”,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58 (2010), 5465-5470 va trong tai
liéu chia A. Farah va cong su, “Effect of Roasting on the Formation of Chlorogenic
Acid Lactones in Coffee”, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53 (2005),
1505-1513. |

Dugc phat hién vao nam 1932, axit clorogenic (CGAs) la dai dién cho mot
gia dinh 16n ctia cac hop chat este va axit trong ca phé xanh lan ca phé rang. Axit
clorogenic (CGAs) la tén goi cua mot nhom céac hop chét mono- va di-ester clia
axit caffeic, ferulic, va p-coumaric v&i nhom hydroxyl cua axit quinic, phé bién
gdbm 7 dan xudt sau: 3-CQA (axit 3-Caffeoyquinic); 3,4-diCQA (axit 3,4-
Dicaffeoylquinic) ; 3,5-diCQA (axit 3,5-Dicaffeoylquinic); 4-CQA (axit 4-
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Caffeoyquinic); 4,5-diCQA (axit 4,5-Dicaffeoylquinic); 5-CQA (axit 5-
Caffeoyquinic); va 5-FQA (axit 5-Feruloylquinic). Trong d6, hop chat théng dung
nhét 13 axit 5-O-caffeoylquinic (5-CQA) thudng duoc goi 13 axit clorogenic duge
boc 10 trong tai liéu cua A. Farah va cong sy, “Chlorogenic Acids from Green
Coffee Extract are Highly Bioavailable in Humans”, The Journal of Nutrition, 138

(2008), 2309-2315.

Axit clorogenic (CGAs) 1a hop chat phenolic chinh trong hat ca phé va ca
phé duogc cho 1a c6 ham luong CGAs cao nhét so véi cac loai thuc vat khac. Hat
ca phé xanh dugc bao céo la chira khoang 5-14% axit clorogenic (CGAs). Nghién
ctru cho thdy mot ché d6 an giau CGAs gitip ngan ngira cac bénh nhu ung thu, tim
mach, 140 hoéa va suy giam cac t& bao than kinh. Nhiéu nghién ctru gan day da
chimg minh rang viéc tiéu thu san phim chiét xuét tir ca phé xanh co téac dung ha
huyét 4p trén nguoi va chudt thi nghiém, cai thién mach mau, trc ché tich Iy chat
béo - ting can & ngudi va chudt, didu hoa chuyén hoéa glucoza & ngudi. Céc hoat
tinh nay dugc cho la do sy c6 mat cua CGAs trong hat ca phé xanh. Mat khac,
CGAs déng vai trd quan trong trong viéc hinh thanh nén mau sic, huong vi cia
hat ca phé quyét dinh dén chét luong ctia loai db ubng nay. Cac nghién ctiu trude
day cling d3 chi ra mbi lién hé gitra thanh phan CGAs va chat luong ctia ca phé
nhu trong tai liéu cua M. Shengxi va cdng su, “Roles of Chlorogenic Acid on
Regulating Glucoza and Lipidé Metabolism: A Review”, Hindawi Publishing
Corporation Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2013 va
trong tai liéu cua I. Onakpoya va cong su, “The Use of Green Coffee Extract as a
Weight Loss Supplement: A Systematic Review and Meta-Analysis of

Randomised Clinical Trials”, Gastroenterol Res Pract, 2011.

R&i loan chuyén hoa glucoza va lipid lién quan chit ché véi cac bénh vé
chuyén hoa nhu béo phi, tiéu duong, gan nhiém md, bénh tim mach va ung thu
duoc bdc 10 trong tai liéu cia M. Shengxi va cong su, “Roles of Chlorogenic Acid
on Regulating Glucoza and Lipids Metabolism: A Review”, Hindawi Publishing
Corporation Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2013.

Gan day, viéc ting dung axit CGAs lién quan dén chuyén hoéa glucoza va lipid
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duoc quan tAm nhiu. Pic biét hon nita, nhﬁ'ng nghién ctru méi cho thay tac dung
c6 loi cta axit clorogenic déi véi hoi chimg chuyén héa (Metabolic syndrome).
Tap chi Nutrient Advance khuyén nghi str dung chiét xuat bot ca phé xanh chua
axit clorogenic v6i 6 loi ich dbi véi strc khde bao gém ha huyét 4p, diéu chinh

duong huyét, m& méu, tim mach va khang viém.

" Nhiéu phuong phap khac nhau d3 duoc sit dung dé chiét xuat va phan l1ap
axit clorogenic tir hat ca phé xanh. Cho t6i nay, van dé chiét xuét lam giau axit
clorogenic trong hat ca phé van nhan dugc nhiéu su quan tim cta cac nha khoa
hoc. Trudc kia, hat ca phé dugc dong lanh boi nito long dé lam giam tdi da su oxi
héa CGAs va nghién nhé. Sau d6, hau hét cac phuong phép chiét xuit CGAs déu
stt dung dén céc dung méi hiru co nhu metanol - nuéc hay 2-propanol 70% (v/v)
duoc boc 10 trong tai liéu cua G. Budryn va cong su, “Effect of different extraction
methods on the recovery of chlorogenic acids, caffeine and Maillard reaction
products in coffee beans”, Eur Food Res Technol, 228 (2009), 913-922 va trong
tai liéu ctia C. L. Ky va cong sy, “Comparison of Five Purification Methods for
Chorogenic Acids in Green Coffee Beans (Cofea sp.)”, J. Agric. Food Chem, 45
(1997), 786-790. Nhirng nim gan diy, mot sb phuong phap chiét xuat phan lap
céc axit clorogenic (CGAs) tir hat ca phé xanh sir dung than hoat tinh lam chét
hép phy, st dung dung moi chiét 1a nudc, cac dung mdéi phan cuc nhu metanol,
etanol, propanol, n-butanol hodc dung moi it phan cuc hon nhu etyl axetat, axeton,
cloroform, n-hexan véi nhiét do chiét thich hop hodc st dung dudi sy hd tro ctia
song vi ba & cuong d6 thich hop dugc boc 10 trong tai liéu ctia D. Uppal va cong
su, “Green coffee bean extract and method thereof”, US2O 170007658A1 va trong
tai liéu cua L. S. Mirna va cdng su, “Isolation of green coffee chlorogenic axits
using activated carbon”, Journal of Food Composition and Analysis, 33 (2014),
55-58 cling nhu trong tai liéu cua U. Rohit va cong su, “Microwave-assisted
extraction of chlorogenic axits from green coffee beans”, Food Chemistry, 130

(2012), 184-188.

Nudec ta hién rat doi dao nguon nguyén li€u hat ca phé xanh hitu co, tuoi

(vung trdng ca phé ndi tiéng céac tinh Tay nguyén, Vua ca phé robusta tai Buon
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Ma thudt ding dau thé gi6i) dé san xuét nguyén liéu dat tiéu chuan qubc té phu
hop thi hiéu hién dai, dinh huéng xuét khau. Ngoai ra, ¢ trong nudc, nguén hat ca
phé c6 chat lugng thap khong du tiéu chuén xuét khau 1a mot loi thé lam ngudn
nguyén liéu dé chiét xuit va tinh ché axit clorogenic. Trong khi d6 trong nuédc

chwa c6 nghién ciru vé céng nghé chiét xuét axit clorogenic tir hat ca phé xanh.
Ban chit k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phéap hitu ich 14 & cap dén quy trinh chiét xuat va tinh
ché hop chét axit clorogenic (axit 5-O-caffeoylquinic) co cong thiic cau tao (1) tir

nguyén liéu hat ca phé xanh.

Ol

@

Hop chat axit clorogenic c6 tic dung trc ché tich liiy chét béo va diéu hoa
chuyén héa glucoza nén duoc sir dung 1a nguyén liéu dé san xuat san pham ho tro
giam cén va tiéu duong. Hop chit (I) dwoc phén 1ap tir dich chiét chira nude hodc
dich chiét dung moi hitru co ctia hat ca phé xanh. Dung mo1 hitu co dugc st dung
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, metanol, etanol, axeton. Trong s6 chung,
etanol 1a duoc uu tién.

Theo d6, quy trinh chiét xuét va tinh ché hop chét axit clorogenic tr hat ca

phé xanh bao gdm cac budc:



3036

(i) sdy hat ca phé xanh (ca phé nhan) & nhiét do tr 75 dén 80°C trong thoi

gian tu 5 dén 6 gio, roi xay thanh bdt min;

(i1) ngam chiét bot thu duoc 6 budce (1) bing dung méi hitu co theo ty 1€ 3 lit
dung moéi/1 kg mAu, tién hanh tir 1 dén 3 14n, mdi 1an trong khoang thoi gian tir 1
dén 5 gidr & nhidt do ndm tir 60°C dén 80°C @8 thu duoc dich chiét, trong d6 dung
moi hitu co duge st dung bao gdm nudce tinh khiét va etanol 96 dd, sau d6 gom

cac dich chiét dung méi hitu co tir cac 14n ngdm chiét thu dugc dich chiét 1;

(iii) ¢6 quay dich chiét 1 thu duge & bude (ii) dé loai dung mdi dudi ap suat

gidm dé thu dugc cao chiét 1,

(iv) hoa tan cao chiét 1 thu dugc & bude (iii) vao nude theo ty 1€ 1 1it nudce/1
kg cao, sau do bd sung etanol 96 d6 @8 tao két thavéi protein, chét nhay va tap

chét co trong cao chiét 1;

(v) tién hanh ly tdm 8 tach loai két tua protein, chét nhay va tap chat c6
trong cao chiét 1 dé thu dugc dich chiét 2;

(vi) ¢ quay dich chiét 2 thu dugce & bude (V) dé loai dung mdi dudi dp suét

giam dé thu duoc cao chiét 2;

(vii) tAch phan doan cao chiét 2 thu duogc & bude (vi) trén cot sac ky voi chat
hép phu silica gel pha thuong (¢ hat 230-400 mesh, ty 1€ cao chiét/chét hap phu
bang 1/10 theo khdi luong) va dung moi giai hép 12 hé clorofom-metanol ¢ cac ty
16 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu gom phén doan giai
hép tir hé dung méi ty 1€ 5/1 (phan doan ky hiéu E2), tiép theo, cd quay loai dung

moi dudi 4p suat giam thu dugc cao chiét 3;

(v111) phén tach cao chiét 3 thu dugc & budc (vii) bang séc ky cot voi chat
hép phu 1a silica gel pha dao Cis, sau do rua giai bang hé dung mdi etanol-nuoc
ty 16 1:1 theo thé tich, trong d6 cac dich giai hép ra dugc chém kiém tra trén sic
ky 16p mong pha thuong, tiép theo gom nhiing dich gial hép co sic ky do gidng
nhau thu duoc 3 phan doan E2.1, E2.2, E2.3;
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(ix) ¢ quay phan doan E2.2 dé loai dung mdi duéi ap sudt giam thu duoc

cao chiét 4; va

(x) tinh ché cao chiét 4 bang hé dung méi etanol-nude ty 18 3:1 theo thé tich,
thu duoc hop chat axit clorogenic ¢ cong thirc (I) dudi dang chét rin mau trang.
M0O ta chi tiét giai phap hitu ich

L4y hat ca phé xanh dem nghién nhé va tién hanh chiét bang nudc hoic
dung méi hitu co theo phuong phap duoc mé ta dudi day. Cac phuong phap sic
ky dé str dung cho phuong phép theo giai phap hitu ich bao gdm phuong phap sic
ky 16p mong dugce thuc hién trén ban mong trang sin DC-Alufolien 60 F254 va
RP18 F254 (Merck-Dirc), trong d6 cac vét chét duoc phat hién bang dén tir ngoai
¢ hai budc séng 1a 254 va 368 nm hoeftc ding thude thir 1a dung dich H,SO4 10%
phun d&u 1én ban moéng rdi sAy & nhiét d6 cao cho dén khi hién mau; va phuong
phap séc ky cot duoc tién hanh véi chit hip phu silica gel pha thuong hoac pha
dao C18. Céc dung méi hitu co sit dung bao gém, nhung khong chi gi6i han o,
metanol, etanol, clorofom, axeton, n-hexan. Dé x4c dinh cAu trac cla hop chét thu
duoc, cac tac gia giai phap hitu ich sir dung cac phuong phap phd bao gdm pho
cdng huéng tir nhan ("H- NMR va PC-NMR) duge do trén méay Bruker AMS500
FT-NMR Spectrometer, phd khdi phan giai cao HR-ESI-MS trén may Waters Q-
TOF micromass spectrometer Waters Q-TOF micromass spectrometer, phé ludng

sdc tron CD trén may JASCO J-1100 spectropolarimeter.

Cu thé, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuat va tinh ché hop
chit axit clorogenic tir hat ca phé xanh bao gdm céac bude:

(i) Sy hat ca phé xanh (ca phé nhén) ¢ nhiét d6 tir 75 dén 80°C trong thoi
gian tir 5 dén6 gio, roi xay thanh bot min;

(i) Ngam chiét bot thu dugc & bude (i) bang dung mbi hitu co theo ty 1é 3 lit
dung méi/1 kg mau, tién hanh tir 1 dén 3 1an, mbi lan trong khoang thoi gian tir 1
dén 5 gior & nhidt do tir 60°C dén 80°C dé thu dugc dich chiét, trong d6 dung moi
hitu co dugce st dung bao gé)m nudc tinh khiét va etanol 96 do, sau do6 gom cac

dich chiét dung méi hitu co tir cac 1an ngam chiét thu duoc dich chiét 1;

-8



3036

(iii) C6 quay dich chiét 1 thu dwoc & budc (ii) dé loai dung moi dudi ap suat

giam dé thu dugc cao chiét 1;

(iv) Hoa tan cao chiét 1 thu dugc & budc (iii) vao nude theo ty 18 1 1it nude/1
kg cao, sau d6 bd sung etanol 96 d6 dé tao két thiavéi protein, chat nhdy va tap

chét c6 trong cao chiét 1;

(v) Tién hanh ly tAm dé tach loai két tiia protein, chat nhdy va tap chat co

trong cao chiét 1 dé thu dugc dich chiét 2;

(vi) C6 quay dich chiét 2 thu duoc & bude (v) dé loai dung méi dudi 4p suat

giam dé thu duoc cao chiét 2;

(vii) Tach phan doan cao chiét 2 thu dugc ¢ budc (vi) trén cot sic ky voi chat
hép phu silica gel pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 18 cao chiét/chat hip phu
bang 1/10 theo khéi lugng) va dung méi giai hap 14 hé clorofom-metanol & cac ty
1€ 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu gom phan doan giai
hép tir hé dung mbi ty 18 5/1 (phan doan ky hiéu E2), tiép theo, ¢o quay loai dung

moi dudi ap suat gidm thu duoc cao chiét 3;

(viii) Phan tach cao chiét 3 thu dugc & budc (vii) bang sic ky cot véi chat
hép phu 1a silica gel pha dao Cig, sau d6 rira giai bang hé dung mdi etanol-nudc
ty 18 1:1 theo thé tich, trong do cac dich giai hap ra dugc cham kiém tra trén séc
ky 16p méng pha thuong, tiép theo gom nhiing dich giai hép c6 sic ky db gidng
nhau thu duoc 3 phan doan E2.1, E2.2, E2.3;

(ix) Co quay phan doan E2.2 dé loai dung moi dudi 4p suat giam thu duoc
cao chiét 4; va

(x) Tinh ché cao chiét 4 bang hé dung méi etanol-nudc ty 18 3:1 theo thé tich,
thu duoc hop chét axit clorogenic cé cong thirc (1) dudi dang chét rdn mau trang,

Hop chat c¢6 cong thirc (I) theo sang ché c6 tén khoa hoc theo IUPAC la 5-O-

caffeoylquinic axit co cong thirc cau tao sau:
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D

Hop chit nay c6 cac thong s6 hoa 1y nhu sau:

- Chét rén mau tréng;
- Cbng thirc phén tir 1a C16HigOy;
- Phd khéi lugng ESI-MS m/z: 355 [M + H];

. Phé 'H NMR (500 MHz, CD;0D): § (ppm) 7,54 (1H, d, J = 16,0, H-7"),
7,06 (1H, brs, H-2'), 6,95 (1H, d, J = 8,0, H-6'), 6,79 (1H, d, J = 38,0, H-3'),
6.28 (1L, d, J = 16,0, H-8"), 5,34 (1H, m, H-5), 4,18 (1H, brd, /= 3,0, H-3),
3,75 (1H, dd, J=2,5, 8,0, H-4), 2,04-2,27 (4H, m, H-2, H-6);

_ Phd C NMR (125 MHz, CD;OD): 8 (ppm) 175,61 (C-7), 167,30 (C-9),
148,09 (C-4), 145,68 (C-7), 145,30 (C-3"), 126,39 (C-1"), 121,61 (C-6),
115,10 (C-5"), 113,80 (C-2), 113,79 (C-8"), 74,70 (C-1), 72,09 (C-4), 70,50
(C-5), 69,90 (C-3), 37,40 (C-6), 36,79 (C-2).

Quy trinh chiét xuAt va tinh ché hop chét axit clorogenic theo giai phap htu
ich 12 don gian, dé thyc hién va cho phép phan 1ap dugc hop chét axit clorogenic
tinh khiét ra khoi hon hop ctia nhidu chét tir hat ca phé xanh. Giai doan chiét xuat
hat ca phé xanh theo giai phap hitu ich 4 str dung hdn hop dung mdi etanol: nudce
ty 1€ 7:3 va dé tao phan doan téng chira cac thanh phﬁn hoat chat chinh khong bi
14n tap so véi cac nghién clu trude day 1a dung moi nude; giai phap hiu ich da

st dung etanol 96 do dé loai protein, chit nhay, tap chét thay cho chiét xuét phan
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doan bing cac dung mdi c6 do phan cuc ting dan (n-hexan, etyl axetat) nhu cac
nghién ctru va cong b6 trudce day; cling nhu viée tinh ché hop chét axit clorogenic
da st dung dung moi la odn va nude déu 1a cac dung mdi an toan than thién moi
truong va chua timg duoc nghién cliru trude do dong thoi chua ting duge cong bd
trong bat ky 4n phéam nao trude day. Hop chét axit clorogenic da dugc nghién ctru
c6 tac dung trc ché tich lfiy chét béo va didu hoa chuyén héa glucoza. Viée cai tién
quy trinh chibt xuét va tinh ché hoat chit axit clorogenic tir hat ca phé xanh cua
giai phép hitu ich mé ra hudng ing dung dé san xuét_ axit clorogenic lam nguyén
liéu dé san xuét thube hodc thuc phém chlrc nang ho tro diéu tri gidm can va tieu
duong.

Giai phap hitu ich s& dugc giai thich tiép bang vi du va phuong an minh
hoa sau. Tuy nhién, vi du nay khong duoc coi 1a gigi han pham vi cla giai phap
hitu ich. Céc cai bién s& dé dang dugc thuc hién boi nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vyc k¥ thuat ndy va chﬁng s& nim trong pham vi bao ho cta giai phap

hitu ich va ctia cac diém yéu cau bao ho kem theo.
Vi du thye hién giai phap hiru ich

Vidu 1: Quy trinh chiét xuAt va tinh ché hop chét axit cloro genic tir hat ca phé xanh

Robusta ctia Viét Nam

2 kg hat ca phé xanh (loai Robusta tréng tal Déc lac, Viét Nam) dugc mua
trén thi truong, dugc sdy kho & nhiét do80°C trong thoi gian 5 gio, sau do xay
thanh bdt min thu dugc khoang 1,8 kg bot mau kho. Ngam chiét 1,8 kg nguyén
liéu bot kho nay bang 6 lit dung moi etanol:nudce ty 1& 7:3 ¢ nhiét do 80°Ctrong
thoi gian 5 gio. Dich chiét duogc rat kiét ra rdi bd sung 6 lit dung méi etanol:nudce
ty 18 7:3 & nhiét d6 80°C trong thoi gian 5 giova ngam tiép lan 2. Sau 2 lan ngam
chiét nhu vay, céc dich chiét duoc gom lai, loc béng giéy loc kich c& 16 loc 15 pm
va cb quay loai dung moi dudi ap suit giam thu dugc 350 g cao chiét tong, ky

hiéu 1a cao chiét 1.
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Hoa tan cao chiét 1 vao 350 ml nude cit rdi bo sung etanol 96 do va khuay
du dé két tiia hét protein, cht nhay, tap chat. Pé ling dung dich va tién hanh ly
tam & tde d6 400vong/pht.

Tach loai tda & bén dudi dich sau ly tdm sau dé c6 loai dung moéi dudi ap

suét giam thu dugc 46,0 g cao chiét

Tach phén doan cao chiét 2 thu duoc trén cot séc ky véi chat hép phu silica
gel pha thudong (c¢& hat 230-400 mesh, ty 18 cao chiét/chat hap phu = 1/10 theo
khdi luong, cot nhoi dudng kinh trong 5 cm) va dung méi giai hip la hé
clorofom/metanol & cac ty 1€ 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich. Thu
gom phan doan giai hp tir hé dung mai ty 1& 5/1 (phén doan ky hiéu E2) r6i ¢o

quay loai dung méi dudi 4p sudt giam thu duoc 17,5 g cao chiét 3.

Tién hanh chay sic ky di v6i cao chiét 3 trén cot chat hap phu silica gel
pha déo Cis, rira giai bang hé dung méi etanol-nudc ty 18 1:1 theo thé tich, thu
duogc 3 phan doan.

Cb quay phan doan thtr 2 dé loai dung méi dudi ap suét giam thu duoc cao
chiét 4.

Tinh ché cao chiét 4 bang hé dung méi etanol-nudc ty 1é 3:1 theo thé tich,
thu duoc 2,5 gam hop chét axit clorogenic (hay 5-O-caffeoylquinic axit) ¢ cong
thirc (I) duéi dang chit rén mau tréng.

CAu tric hoa hoc cla axit clorogenic (I) dugc xéac dinh béng cac s6 liéu phé)
khéi luong ESI-MS (m/z: 355 [M + HJ*) va pho cong huéng tir hat nhan 1 va 2
chiéu (Bang 1).

Béng 1. S liéu phd cong hudng tir hat nhan 'H va *C NMR cua hop chét (I):

C Sy 5t °
1 74,70
2 |2,04-2,27 (2H, m, H-2) 36,79
3 | 4,18 (1H, brd, J = 3,0, H-3) 69,90
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74,70

2 |2,04-227 (2H, m, H-2) 36,79
3 4,18 (1H, brd, J=3,0, H-3) 69,90
4 13,75 (1H,dd, J=2,5, 8,0, H-4) 72,09
5 |5,34 (1H, m, H-5) 70,50
6 |2,04-2,27 (2H, m, H-6) 37,40
7 175,61
- 126,39
2+ 17,06 (1H, brs, H-2* ) 113,80
3 145,30
4 148,09
5« 16,79 (1H, d, J=8,0, H-3*) 115,10
6 |6,95(1H, d,J=8,0,H-6*) 121,61
7+ | 7,54 (1H, d, J= 16,0, H-7*) 145,68
8« 16,28 (1H,d, J= 16,0, H-8*) 113,79
9 167,30

Po trong CD;0D, 500 MHz, °125 MHz

CAu truc cta hop chit co cong thire (I) duge so sanh véi co s dir liéu vé
hop chéat hoa hoc va tuong tu véi hop chét axit clorogenic duoc bdc 1 trong tai
liéu ctia C. Wan va cong su, “Caffeoylquinic Acids from the Aerial Parts of

Chrysanthemum coronarium L.”, Plants, 6 (2017), 10-17.

Hiéu qua dat dwoc cda gidi phap hitu ich

Quy trinh chiét xuat va tinh ché hop chét axit clorogenic tir hat ca phé
xanh theo giai phap hitu ich don gian va dé thuc hién. Axit clorogenic thu dugc
¢6 tac dung trc ché tich Iy chét béo va diéu hoa chuyén hoa glucoza nén dugc

str dung 1a nguyén liéu dé san xuat san pham ho trg giam cén va tiéu dudng.
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh chiét xuét va tinh ché hop chét axit clorogenic tir hat ca phé xanh

bao gom céac budc:

(i) sdy hat ca phé xanh (ca phé nhan) & nhiét d6 tir 75 dén 80°C trong thoi

gian tir 5 dén 6 gio, r6i xay thanh bot min;

(ii) ngam chiét bot thu duoc & budc (i) bang dung méi hiru co theo ty 1é 3
lit dung méi/1 kg mAu, tién hanh tir 1 dén 3 14n, mbi 1an trong khoang thdi gian
tir 1 dén 5 gio & nhiét d6 tir 60°C dén 80°C, thu dugc dich chiét, trong d6 dung
moi hitu co duge sir dung bao gém nude tinh khiét, etanol 96 dd, sau do gom

céc dich chiét dung mo6i hitu co tir cac l4n ngdm chiét thu dugc dich chiét 1;

(iii) c6 quay dich chiét 1 thu duoc & budc (ii) dé loai dung méi dudi 4p suét

gidm thu duoc cao chiét 1;

(iv) hoa tan cao chiét 1 thu dugc & budc (iii) vao nuéc theo ty 18 1 lit
nuée/1 kg cao, sau d6 bd sung etanol 96 do dé tao tha véi protein, chat nhay va

tap chét c6 trong cao chiét 1;

(v) tién hanh ly tdm dé tach loai tia protein, chat nhdy va tap chit c6 trong

cao chiét 1 dé thu dugc dich chiét 2;

(vi) ¢6 quay dich chiét 2 thu duoc & budc (v) dé loai dung méi duéi ap suét

giam dé thu duoc cao chiét 2;

(vii) tach phan doan cao chiét 2 thu dugc & budc (vi) trén cot sic ky véi
chét hép phu silica gel pha thuong (c& hat 230-400 mesh, ty 1& cao chiét/chat
hép phu bing 1/10 theo khdi luong) va dung méi giai hdp 1a hé clorofom-
metanol & cac ty 1€ 100/1, 20/1, 5/1 va 1/1 va 1/100 theo thé tich, sau d6 thu
gom phén doan giai hap tir hé dung méi ty 1& 5/1 (phan doan ky hiéu E2), tiép

theo ¢c6 quay loai dung méi duéi ap suat giam dé thu duoc cao chiét 3;

(viii) phan tach cao chiét 3 thu dugc & budc (vii) bang sic ky cot v6i chat
hép phu 12 silica gel pha dao C,g, sau dé rira giai bing hé dung méi etanol-nuéce

ty 18 1:1 theo thé tich, trong d6 céc dich giai hip ra dugc chim kiém tra trén séc
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ky 16p méng pha thudng, tiép theo gom nhiing dich giai hép c6 sic ky db gidng
nhau thu dugc 3 phan doan E2.1, E2.2, E2.3;

(ix) ¢d quay phan doan E2.2 dé loai dung méi duéi ap suat giam dé thu
duoc cao chiét 4; va

(x) tinh ché cao chiét 4 thu duoc & budce trén bang hé dung méi etanol-nudc
theo ty 18 3:1 theo thé tich, thu dugc hop chat axit clorogenic c¢6 cong thic (1)

dudi dang chat ran mau trang.
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