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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét hoat chit sinh hoc axit
kaurenoic tir v qua na bang phuong phdp héa hoc bao gom cic budc:

(1) xtr 1y nguyén liéu;

(i) chiét axit kaurenoic trong vo qua na bang diclometan dé thu dugc dich
chiét co dac;

(iii) hoa tan dich chiét co6 dac thu dugc néu trén bang luong diclometan vira
da dé thu duoc dung dich chia axit kaurenoic;

(iv) chiét 16ng-16ng dung dich chifa axit kaurenoic biang bazo dé thu duoc
pha nuéc chira mudi kaurenoat; |

(v) axit héa pha nudc thu dugc dé chuyén héa mudi kaurenoat thanh axit
kaurenoic;

(vi) chiét 16ng-16ng biang dung moi diclometan dé thu dugc axit kaurenoic
tho; va

(vii) két tinh lai axit kaurenoic dé thu dugc axit kaurenoic sach.
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Linh vuc k§ thuat dwge dé cap

Giai phap hiru ich dé& cdp dén quy trinh chiét hoat chét sinh hoc axit
kaurenoic tir vo qua na bang phuong phap héa hoc.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Axit kaurenoic c6 cAu trac hoa hoc thudc nhém cdc chét ent-kauran
diterpenoit va c6 nhiéu tac dung sinh hoc nhu chéng viém, khang khuén, chéng
tang sinh va khéi u. Hop chit nay do d6 c6 gid tri duoc dung 1am céc téc nhan
duoc thién nhién trong diéu tri cac bénh viém, nhidm khuin va ung thu. Trong
cong nghiép, hop chat nay co thé lam cac tién chét dé tong hop céac hoa chét co
gia tri duoc dung va 1a nguyén liéu dau cho sinh téng hop dudng stevia danh cho
bénh nhan méc bénh tiéu dudng va phytohormon gibberellin dung cho ndng
nghiép xanh.

Axit kaurenoic chua dugc thuong mai hoa rong rai do thiéu cac cong nghé
chiét tir thuc vat va chi phi cta céc quy trinh tong hop la cao. Cac phuong phéap
da biét dé chiét cac hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc tir thuc vat chua yéu 1a sir dung
cac ruou, sau do su dung séc ky cat.

Gan day, axit kaurenoic dd duoc tim thay trong vo qua na cua Viét Nam. Na
1a loai cdy an qua c6 gia tri dinh dudng & Viét Nam, va duge trdng & nhiéu ving
trong ca nudc. Tuy nhién, hién van chua cé quy trinh coéng nghé chiét axit

kaurenoic tur vo cua no.
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V6 qua na la phé thai nong nghiép, do d6 viéc phat trién dugc mot quy trinh
dé phan 1ap hiéu qua axit kaurenoic tir vo quéa na c6 y nghia vé kinh té va moi
truong.

Ban chit ky thuat caa giai phap hiru ich

Do c6 van dé néu trén, muc dich cua giai phap hitu ich 1a dé& xuit quy trinh
chiét hoat chét sinh hoc axit kaurenoic tir vo qua na mot cach kinh té va hiéu qua
bang phuong phap hoa hoc.

Quy trinh chiét hoat chét sinh hoc axit kaurenoic tr vo qué na bang phuong
phap hda hoc bao gdm cac bude sau:

(1) xur ly nguyén li¢u: vo qua na dugce lam sach va lam kho;

(i) chiét axit kaurenoic trong vé qua na bang dung mdi diclometan bang
cach: ngdm vé qua na trong dung moéi diclometan tai nhiét do thudng trong thoi
gian toi thiéu 14 3 ngay, tach bé phén v6 dé thu dugc dich chiét chira chi yéu la
axit kaurenoic c¢6 1an cic tap chit hitu co, sau d6 lam bay hoi dung moi
diclometan, thu duoc dich chiét ¢6 dic;

(iii) hoa tan dich chiét ¢6 dic thu duoc & bude (i1) béng lugng diclometan
vira du dé hoa tan hét dich chiét nay, thu duoc dung dich chtra axit kaurenoic
trong diclometan;

(iv) chiét long-long dung dich chira axit kaurenoic trong diclometan bang
dung dich bazo dé diéu chinh do pH cua dung dich nam trong khoang tir 9 dén
11, thu pha nudc & bén trén chira chii yéu mudi kaurenoat, con pha hitu co ¢ bén

dudi chira nhiéu tap chét c6 thé tiép tuc duoc chiét thém mot hodc mot vai 1an
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nita bang dung dich bazo theo cach nhu néu trén, sau dé tron tét ca cc pha nude
chtra cht yéu mudi kaurenoat véi nhau;

(v) axit hoa pha nudc chira chi yéu mudi kaurenoat bang axit dé didu chinh
d6 pH dung dich vé khoang 1, 13 diéu kién t6i wu dé chuyén hoéa hoan toan mudi
kaurenoat thanh két taa axit kaurenoic;

(vi) chiét long-long dung dich chira két tua axit kaurenoic bang dung méi
diclometan & nhiét do thuong, ty 1é thé tich cta dung moéi diclometan so voi
dung dich chira két tiia nam trong khoang tir 0,3 dén 1, loc lay pha hitu co & bén
dudi chira chu yéu 13 axit kaurenoic, con pha nude ¢ bén trén duge chiét lai
bang diclometan thém mdt hodc mot vai 1an nita theo diéu kién gidng nhu néu

trén, tron cac pha hitu co & bén dudi chira chu yéu la axit kaurenoic thu duoc &
cac 1an chiét voi nhau, bay hoi dung moi diclometan trong diéu kién lanh dé thu
dugc axit kaurenoic thd dang tinh thé duc; va

(vii) két tinh lai axit kaurenoic trong axeton, loc tich phan dung dich, thu

duoc axit kaurenoic sach dang bt mau tréng.

MGo ta van tit cac hinh vé

Hinh 1 14 hinh anh sic ky ban mong thé hién su ¢6 mat cda axit kaurenoic
trong dich chiét tir vo qua na.

Hinh 2 14 phd khdi phun mi dién ti ESI-MS (ESI-MS: m/z 301,3 [M-
H]") cua axit kaurenoic thu dugc tir vi du thuc hién giai phap hitu ich.

Hinh 3 14 ph6 "H-NMR (‘"H-NMR (CDCls) ctia axit kaurenoic thu duoc tir
vi du thuc hién giai phap hiiu ich.

Hinh 4 1a ph6 "C-NMR ("C-NMR/DEPT (CDCl;) cua axit kaurenoic thu

dugc tr vi du thuc hién giai phap hitu ich.
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M3 ta chi tiét giai phap hiru ich
Cay na c¢o tén khoa hoc la Annona squamosa L., thudc hg Annonaceae.

Dua trén phén tich thanh phan, vé qua na chta axit kaurenoic va cac chét
hitu co thién nhién khéac khong c6 tinh axit. Céc tac gia da lan dau tién xay dung
duoc mot quy trinh chiét hoa hoc ¢6 hidu qua sir dung axit-bazo dé phan 1ap axit
kaurenoic tir vé qua na bang cach diéu chinh d6 pH ctia pha nudc trong cac budc
chiét hai pha long (chiét 16ng-16ng).

Cong thirc cau tao cua axit kaurenoic (KA) 1a:

=1 on
Il
O

Axit kaurenoic

Y tudng phan lap axit kaurenoic bang cach chiét dugc thé hién rd hon qua

so d6 sau:
NaOH
—_—
D a—
~ H HCI
//]——OH
O ka O MubiKA
Tan trong pha hitu co Tan trong pha nuéc

Theo y tudng ndy, axit kaurenoic dugc diéu chinh bang kiém va axit dé thay

ddi d6 hoa tan tuong ddi va hé s6 phan bd clia né trong pha hitu co va trong pha
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nudc, nho do tach duoc axit kaurenoic ra khoi cac hop chét trung tinh khéc voi
do tinh khiét cao.

Quy trinh chiét hoat chét sinh hoc axit kaurenoic tir vé qua na bang phuong
phap héa hoc theo giai phap hitu ich bao gdm céc budc sau:

(1) Xt ly nguyén liéu: vo qua na dugc lam sach va phoi kho dudi bong ram
hodc duoc sdy bang phwong phép sdy thong thuong véi nhiét do sdy khong qua
60°C.

(il) Chiét axit kaurenoic trong vo qua na bing dung mdi diclometan: ngdm
vO qué na trong dung moéi diclometan (CH,Cly) tai nhiét do thuong trong thoi
gian t6i thiéu 1 3 ngady, lugng dung moi st dung it nhit 14 vira du ngdp nguyén
lidu.

Néu ngam it hon 3 ngay thi khéng chiét dugc hét axit kaurenoic, gi¢i han
trén cta thoi gian ngdm khong can quy dinh cu theé.

Sau thoi gian chiét, tach bo phin vé, thu duge dich chiét chtra chu yéu la
axit kaurenoic ¢6 1an céc tap chat hitu co, lam bay hoi dung méi diclometan, thu
dugc dich chiét ¢ dic.

Ngoai diclometan, co thé st dung metanol. Day 1a hai dung moi phd bién
trong cong nghiép, ¢6 sb luong 16n, gia thanh phai chang. Tuy nhién, diclometan
chiét t6t axit kaurenoic, lugng tap chét it hon khi chiét bé“mg metanol, diclometan
d& bay hoi va d& thu hdi hon metanol.

(iii) Hoa tan dich chiét c6 dac thu dugc ¢ budc (i) bang lugng diclometan
tbi thiéu, tac 1a lugng vua du dé hoa tan hét dich chiét nay, thu duoc dung dich

chira axit kaurenoic trong diclometan.
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(iv) Chiét léng-long dung dich chua axit kaurenoic trong diclometan bang
dung dich bazo dé didu chinh do pH ciia dung dich nim trong khoang tir 9 dén
11, tot hon la 10.

Néu pH <9 thi khong chuyén hoa hoan toan duge axit kaurenoic thanh mubi
kaurenoat. Néu pH>11 thi lugng axit ding trong budc tiép theo ddy la qua lon.
Dung dich bazo dugc sit dung co thé 1a dung dich bazo cua kim loai kiém hoac
kiém thd. Thoi gian chiét, khong can quy dinh cu thé, cho t&i khi quan sat thiy
sy phan 16p on dinh 1a duoc.

Sau thoi gian chiét, 1iy pha nudc ¢ trén chira chu yéu mudi kaurenoat, con
pha hitu co & bén dudi chua nhiéu tap chét co thé tiép tuc duoc chiét thém mot
hoac mot vai lan nira béng dung dich bazo theo cadch nhu néu trén, sau do tron
tat ca cac pha nudc chira cht yéu mudi kaurenoat v6i nhau.

(v) Axit hoa pha nuée chira chu yéu mudi kaurenoat bang axit dé diéu chinh
d6 pH dung dich vé khoang 1, 1a diéu kién t6i uu dé chuyén hoa hoan toan mubi
kaurenoat thanh axit kaurenoic. Sau phan tng, xuét hién két tiia axit kaurenoic.
Thoi gian axit hoa khong cén quy dinh cu thé, cho téi khi két thic phan tmg thi
thoi. Axit duge st dung trong bude nay ¢6 thé 1a HCI, HBr, HI. tuy nhién giai
phap hitu ich khong chi gi61 han ¢ cac axit nay.

(vi) Chiét 1ong-long dung dich chira két tiia axit kaurenoic bang dung moi
diclometan

Qua trinh chiét duoc tién hanh tai nhiét do thuong cho dén khi su phén 16p
6n dinh, thuong tir 3 dén 5 phut, ty 1é thé tich cia dung méi diclometan so véi

dung dich chira két tia ndm trong khoang tir 0,3 dén 1, tét hon 14 bang 0,5. Sau
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thoi gian chiét, loc 14y pha hitu co ¢ bén dudi chira chu yéu 1a axit kaurenoic,
con pha nudc & bén trén dugc chiét lai béng diclometan thém mot hoac mot vai
lin nita theo diéu kién giéng nhu néu trén, tron cdc pha hitu co chira axit
kaurenoic thu duogc tir cac lan chiét voi nhau. Bay hoi dung méi diclometan
trong diéu kién lanh, thu duoc axit kaurenoic thd dang tinh thé duc.

(vii) Két tinh lai axit kaurenoic trong axeton

Hoa tan axit kaurenoic trong axeton, dé cho dén khi su két tinh 6n dinh,
rdi loc tach phan dung dich thu duogc axit kaurenoic sach dang bot mau trang.
Luong axeton dugc sir dung trong budc nay 1a du dé hoa tan axit kaurenoic tho.
Céc diclometan duoc sir dung c6 ndng do tir 90 dén 95%.
Vi du thue hién gidi phap hiru ich
Giai phap hitu ich s& dugc giai thich tiép bang cac vi du va phuong 4an

minh hoa sau. Tuy nhién, cac vi du ndy khong nhim lam gioi han pham vi cia
giai phap hitu ich. Cac cai bién s& d& dang duogc thuc hién béi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vurc k¥ thuat nay va ching s& ndm trong pham cia yéu cau
bao ho kem theo.

Quy trinh tach chiét axit kaurenoic tir v qua na

(1) Xtr ly nguyén liéu

V& qud na dugc lam sach va phoi kho du6i bong ram.

(i) Chiét axit kaurenoic trong vo qua na bang dung méi diclometan

Ngam 1kg vo qué na da phoi kho trong dung mdi diclometan 95% tai nhiét

do thuong trong thoi gian 3 ngay, lwong dung moi st dung vira dd ngap mau.
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Sau thoi gian chiét, tach bo phan vo, thu duoc dich chiét, lam bay hoi dung
moi diclometan trong khong khi, thu duoc 4,92g dich chiét co dic.

Viéc kiém tra xem trong dich chiét ¢6 dic thu dugce c6 axit kaurenoic hay
khong duoc xac dinh bing phwong phép sic ky ban mong. Phuwong phép nay
duoc tién hanh nhu sau:

Giéy sic ki nhom: Merck silica gel 60 Fysy, kich thude 20x20cm

Dich chiét ¢6 dic (0,5mg/ml diclometan) duoc chdm 1én gidy, mdi chim
10ml

Chét chuén axit kaurenoic dang 16ng dugc chim 1én gidy 10ml

Ly hexan va etyl axetat theo ti 1€ 9:1, cho vao cbc chuyén dung lam sac ki
ban mong.

Dit gidy vao cde theo chiéu thing dung, day nap.

Dung moi s€ chay tu tir theo chiéu tir dudi 1én trén. Khi dung mdi vira dén
dinh t& gidy, nhanh chong gip gidy ra ngoai va dé kho.

Xit déu to gidy véi vanillin rdi ho néng & 120°C.

Phan hién mau cua chat chuén c6 cung mau sdc, d6 cao va hinh dang va&i
phén dich chiét. Két luan trong dich chiét c6 chira axit kaurenoic.

Hinh anh thé hién su hién mau trén sac ky 16p mong dugc the hién trén hinh

(iii) Hoa tan dich chiét c6 ddc thu duge & budce (i) bang lugng diclometan
t6i thiéu, di dé hoa tan hét dich chiét co dic nay, thu duoc dung dich chira axit

kaurenoic trong diclometan.
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(iv) Chiét long-long dung dich chira axit kaurenoic trong diclometan bing
dung dich NaOH 20% dé diéu chinh d6 pH cta dung dich vé khoang 10.

Sau thoi gian chiét, taich bd pha hitu co & bén dudi chira nhiéu tap chat, liy
pha nudc & bén trén chtra cht yéu mudi kaurenoat ¢6 mau tring duc. Pha hitu co
bén dudi tiép tuc dugc chiét thém hai lan nita bang dung dich dung dich NaOH
20% theo cach nhu néu trén, sau d6 tron tit ca cac pha nudc chira chu yé’u.muéi
kaurenoat véi nhau.

(v) Axit hoa pha nudc chira chi yéu mudi kaurenoat thu dugc bing axit HCI
30% dé diéu chinh do pH dung dich vé khoang 1. Thoi gian axit hoa, khong can
quy dinh cu thé, cho toi khi két thic phan img.

(vi) Chiét long-long dung dich chira két tua axit kaurenoic bang dung moi
diclometan.

Qua trinh chiét duoc tién hanh tai nhiét do thuong cho dén khi su phan lop
6n dinh, khoang 4 phut, ty 1¢ thé tich cta dung moi diclometan so vdi dung dich
chira két tua 1@1 0,5. Sau thoi gian chiét, loc 1y pha hitu co & bén dudi chia cha
yéu 13 axit kaurenoic, con pha nudc & bén trén duoc chiét lai bing diclometan
thém hai 1an nita theo diéu kién giéng nhu néu trén. Tron tat ca cac pha hitu co
chira chu yéu 1a axit kaurenoic véi nhau. Bay hoi dung moi diclometan trong
diéu kién lanh, thu duoc 3,32g axit kaurenoic thé dang tinh thé duc.

(vii) Két tinh lai axit kaurenoic trong axeton

Hoa tan 3,32g axit kaurenoic tho thu duoc trong axeton, dé cho dén khi su
két tinh 6n dinh, loc tach phén dung dich thu dugc 2,25¢ axit kaurenoic sach

dang bot mau tring.

-10-
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Diac trung cAu truc cua san phém axit kaurenoic thu duoc tir vi du duoc thé
hién trén pho ESI-MS thu duoc biang may do phd khéi Xevo TQ ESI-MS, phd
'H NMR va phd “C NMR thu dugc bing méay do cong hudng tir hat nhan
Bruker 500 MHz NMR st dung dung m6i CDCl;, céac phé nay dugc thé hién
trén cac hinh vé tir 2 dén 4.

Hi€u qua dat dugc cia giai phap hiru ich

1. Quy trinh chiét axit kaurenoic bao gém cac bugc than thién véi moi
truomg, kinh té va don gian. Cu thé la:

- C6 thé tai ché vo qua na la phé thai ndng nghiép va sin c6 ¢ Viét Nam
thanh cdc chat hiru ich cho nganh dugce pham (dé san xudt thude chéng bénh tiéu
duong va bénh ung thu) va cho nong nghiép (dé lam cac hormon thuc vat).

- Dung moéi diclometan c6 nhiét do soi thép ¢ thé duoc tai st dung.

- Qué trinh chiét duoc tién hanh tai nhiét do thuong,

- Phuong phép chiét theo giai phap hiru ich duoc phat trién dya trén su khac
biét vé tinh axit clia axit kaurenoic dé tach né khéi céc thanh phan trung tinh
khac (khong co tinh axit) tir v qua na ma khong can dén phuong phap sic ky.

‘-Quétﬁnhch%tm&dungax%bam}dﬁcénhaibuécch%tkngéng

- H¢ thdng chiét don gian va c6 thé duoc thiét ké & céc quy mo khéac nhau

2. Quy trinh theo giai phdp hitu ich c6 thé trién khai trong thuc té véi quy

mod 16n.

-11-
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh chiét hoat chét sinh hoc axit kaurenoic tir v qua na bing phuong
phap hoa hoc bao gom cac bude:

(i) xr ly nguyén liéu: vé qua na dugc lam sach va lam kho;

(i) chiét axit kaurenoic trong vo qua na bang dung méi diclometan bing
cach ngdm vo qua na trong dung moéi diclometan ¢ nhiét do thuong trong thoi
gian tdi thiéu 1a 3 ngay, tach bd phin vé dé thu dugc dich chiét chira chu yéu la
axit kaurenoic c6 1an cac tap chat hitu co, 1am bay hoi dung moi diclometan dé
thu duogc dich chiét ¢o dic:

(iii) hoa tan dich chiét ¢ dic thu duge & budc (i) bang luong diclometan
vita da dé hoa tan hét dich chiét nay, thu duoc dung dich chtra axit kaurenoic
trong diclometan;

(iv) chiét long-long dung dich chta axit kaurenoic trong diclometan bang
dung dich bazo dé diéu chinh d¢ pH ctia dung dich ndm trong khoang tir 9 dén
11, thu pha nuéc chia cha yéu mubi kaurenoat, con pha hiru co chira nhiéu tap
chét & bén dudi co thé tiép tuc duoc chiét thém mot hodic mot vai l4n nira béng
dung dich bazo theo cach nhu néu trén, sau do tron tat ca cac pha nude chira chu
yéu mudi kaurenoat véi nhau;

(v) axit hoa pha nudc chira cht yéu mudi kaurenoat bang axit dé diéu chinh
do pH dung dich vé khoang 1 dé chuyén héa hoan toan mudi kaurenoat thanh
két tua axit kaurenoic;

(vi) chiét long-1ong dung dich chira két tha axit bang dung mdi diclometan &

nhiét do thuong, ty 1€ thé tich cua dung moéi diclometan so véi dung dich chtra

-12-
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két tua ndm trong khoang tir 0,3 dén 1, loc 14y pha hitu co & bén dudi chira chu
yéu la axit kaurenoic, con pha nuéc & bén trén duoc chiét lai bang diclometan
thém mot hoac mot vai lan nita theo diéu kién giéng nhu néu trén, tron cac pha
hitu co & bén dudi chua chu yéu 1a axit kaurenoic thu dugc & céc lan chiét voi
nhau, bay hoi dung méi diclometan trong diéu kién lanh dé thu duoc axit
kaurenoic tho dang tinh thé duc; va

(vii) két tinh lai axit kaurenoic trong axeton, loc tach phén dung dich dé thu

duoc axit kaurenoic sach dang bot mau trang.

-13-
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