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Tóm tắt: 

Alpha glucosyl hesperidin (AGH) được cấu tạo từ glucose và hesperidin, là một 

loại bioflavonoid có trong vỏ của các loại trái cây họ cam chanh (thu được từ các 

nguồn nguyên liệu tái chế), α-glucosyl hesperidin có độ tan trong nước và hoạt 

tính sinh học vượt trội so với hesperidin, cải thiện khả năng hấp thụ và độ ổn 

định. Hơn thế nữa, α-glucosyl hesperidin còn có tác dụng làm sáng da và cải 

thiện tình trạng quầng thâm dưới mắt. Thông qua phản ứng chuyển nhóm 

glucosyl (transglucosylation) sử dụng enzym cyclodextrin glycosyltransferase 

(CGTase), hiệu suất chuyển hóa hesperidin thành α-glucosyl hesperidin cao nhất 

đạt 65,3% khi sử dụng CGTase ở nồng độ 22,5 IU/ml và tinh bột 5% (w/v), trong 

điều kiện nhiệt độ 55-60℃ và thời gian phản ứng 8 giờ. Sản phẩm của phản ứng 

chuyển nhóm glucosyl đã được tinh sạch và xác định cấu trúc hóa học là 

glucosyl-α-(1→4)-hesperidin. Cấu trúc của các hợp chất được xác định thông 

qua phổ NMR và LC-ESI MS 

Từ khoá: chuyển nhóm glucosyl, enzym CGTase, hesperidin, α-glucosyl 

hesperidin. 
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Abstract: 

Alpha glucosyl hesperidin (AGH) is composed of glucose and hesperidin, a 

bioflavonoid found in various citrus fruits peels from upcycling resources, has 

better water solubility and bioactivity than hesperidin to improve absorption 

and stability. Moreover, α-glucosyl hesperidin has the effect of warming, 

brightening and improving dark circles under the eyes. The via 

transglucosylation using cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase), the highest 

hesperidin to α-glucosyl hesperidin conversion yield achieved was 65,3% using 

22,5 mU/ml CGTase, and 5% starch (w/v), at 55-60℃ for 8 h. The product of 

transglucosylation was purified and its chemical structure was determined to be 

glucosyl-α-(1→4)-hesperidin using. The structures of the compound were 

determined by NMR and LC-ESI MS spectra. 

Keywords: enzyme CGTase, hesperidin, transglucosylation, α-glucosyl 

hesperidin. 

Classification numbers: 2.4, 3.2  

1. Đặt vấn đề 

Hiện nay, các thuốc có cấu trúc mới ngày càng được các nhà khoa học quan 

tâm nghiên cứu và điều chế nhằm tạo ra các hợp chất mới dựa trên cấu trúc các chất 

có sẵn, có hoạt tính sinh học cao vượt trội hơn so với các chất ban đầu. Hesperidin là 

một loại flavonoids, được tìm thấy nhiều trong phần vỏ và màng trắng bám ngoài múi 

của trái cây thuộc chi cam chanh, có tác dụng chống kết dính tiểu cầu, tăng tính thấm, 

bền thành mạch, các rối loạn xơ vữa động mạch, nhồi máu cơ tim, suy tĩnh mạch gây 

tê đau tay chân và trĩ [1]. Tuy nhiên, hesperidin có độ hoà tan trong nước kém, dẫn 
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đến sinh khả dụng theo đường uống thấp. Trong khi đó α-glucosyl hesperidin có đó 

độ hòa tan gấp 300 lần so với hesperidin, do đó có thể cải thiện được sinh khả dụng 

so với hesperidin [2]. Do đó ngoài tác dụng dược lý tương tự hesperidin, α-glucosyl 

hesperidin còn có một số tác dụng dược lý như hạ lipid máu, hạ axit uric máu, là một 

chất bổ sung hoặc thuốc hữu ích cho người đang bị bệnh béo phì [3]. Vì thế đã có rất 

nhiều nghiên cứu trên thế giới về tổng hợp hoạt chất này. Hầu hết các nghiên cứu đều 

được thực hiện ở quy mô nhỏ [4-7]. Theo T. Kometani và cs (1995) [4] đã sử dụng 

tinh bột 5% so với phản ứng như là chất cho glucose và 2 U/ml CGTase làm xúc tác, 

ở 40℃ với pH 10 trong thời gian 16 h, cuối cùng là sử dụng sephadex LH-20 để tinh 

chế sản phẩm, thu được hỗn hợp hesperisin glucosid, hiệu suất 50%. Hơn nữa, theo 

Titaporn và cộng sự đã sử dụng nồng độ CGTase 200 IU/ml với dung môi DMSO 

80% để hoà tan hesperidin (2% trong hỗn hợp phản ứng), sử dụng β-cyclodextrin là 

chất cho glucose (khoảng 1,5% theo thể tích phản ứng), điều kiện pH 5 trong thời 

gian 6 h ở nhiệt độ 60℃, thu được hỗn hợp hesperidin glycosid trong đó α-glucosyl 

hesperidin, hiệu suất 10% trên HPLC [5].  

Trong khi đó, hiện nay trong nước chưa có một nghiên cứu về tổng hợp hoạt 

chất này cũng như hỗn hợp hesperidin glycosid. Bên cạnh đó, hàng năm có khoảng 

500.000 tấn/năm rác thải từ nguồn nguyên liệu từ vỏ cam quýt chanh, chứa hàm lượng 

flavonoid khoảng 1,28% trong vỏ, hàm lượng hesperidin chiếm khoảng 32-50% về 

khối lượng [8]. Vì thế để tận dụng được nguồn nguyên liệu hesperidin trong nước, 

bước đầu chúng tôi đã nghiên cứu quy trình lên men hesperidin thành α-glucosyl 

hesperidin ở quy mô phòng thí nghiệm, tiến tới có thể thực hiện ở quy mô lớn hơn, 

nhằm tận dụng được nguồn nguyên liệu hesperidin trong nước, chủ động được nguồn 

nguyên liệu hoá dược trong tương lai.  

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên liệu  

Các hóa chất dùng cho phản ứng hesperidin có độ tinh khiết 95%, enzym 

CGTase 90 IU/ml của Trung Quốc sử dụng mà không cần tinh chế. Các hoá chất 

DMSO, CH3CN, MeOH dùng cho phản ứng của Merck, β-cylcodextrin, tinh bột của 

Trung Quốc. Các dung môi được sử dụng cho triển khai sắc kí lớp mỏng (TLC), sắc 
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kí cột là các dung môi của Trung Quốc, được sử dụng mà không cần tinh chế. Dung 

môi sử dụng cho phân tích HPLC là các dung môi của Merck hoặc Fisher.  

Sắc kí lớp mỏng (SKLM) thực hiện trên bản mỏng pha thuận tráng sẵn silica gel 

60F254 (Merck) hoặc sử dụng bản mỏng pha đảo RP-18 F254 (Merck), được quan sát 

dưới bước sóng UV254 và UV360 nm. Điểm nóng chảy được đo trên máy Buchi M360 

của Thuỵ Sỹ. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) được ghi trên máy Bruker AM 600 

FT-NMR trong dung môi DMSO-d6 sử dụng TMS làm chất nội chuẩn. Sắc kí lỏng 

ghép nối khối phổ LC-ESI MS được ghi trên máy LC/MS-8045 Shimadzu, Nhật Bản. 

Hệ thống HPLC LC-20A (Shimadzu LC20, Nhật Bản), cột phân tích pha đảo Vertical 

C18 (250 mm × 4,6 mm, 5 µm) 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

Sau khi tham khảo các phương pháp tổng hợp trên thế giới [4, 5], chúng tôi đã 

tiến hành tổng hợp α-glucosyl hesperidin bằng việc sử dụng phản ứng tạo liên kết 

glycosid với xúc tác là enzym CGTase trong dung môi hữu cơ, ở môi trường pH 5-

10, kiểm soát hiệu suất phản ứng ở từng thời điểm phản ứng bằng cách sử dụng TLC 

kết hợp HPLC để xác định độ chuyển hóa và độ tinh khiết. Sử dụng nguyên liệu đầu 

hesperidin và enzym CGTase phù hợp cho quá trình glycosid hoá là một yếu tố đặc 

biệt quan trọng của  quy trình.  

Tiếp theo tiến hành nghiên cứu khảo sát các điều kiện ảnh hưởng đến hiệu suất 

phản ứng, sau khi tổng hợp thành công α-glucosyl hesperidin, để tiếp tục nâng cao 

được hiệu suất của phản ứng, tiến hành khảo sát các yếu tố phù hợp với điều kiện 

chuyển hoá hesperidin thành α-glucosyl hesperidin để tối ưu hoá quy trình, nâng cao 

được hiệu suất, giảm được chi phí cho sản xuất, đồng thời khắc phục được các yếu tố 

ảnh hưởng đến quá trình chuyển hoá. Sơ đồ và các yếu tố khảo sát được thực hiện 

như sau: 

 

Hình 1. Sơ đồ tổng hợp α-glucosyl hesperidin từ hesperidin 
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3. Kết quả và bàn luận   

 Để thực hiện quy trình tổng hợp, chúng tôi sử dụng với lượng hesperidin (0,5 

g; 0,8 mmol; 1 equiv.), được hoà tan trong 0,2 ml DMSO, quá trình phản ứng được 

sử dụng với tác nhân glucosyl hoá là hồ tinh bột 5% (0,5 g). Tiếp tục thêm vào đó 

enzym CGTase 11,2 IU (0,02 ml), phản ứng được gia nhiệt đến 45-50℃, quá trình 

phản ứng được kiểm soát bằng TLC với hệ dung môi EtOAc:CH3COOH:H2O (3:1:1, 

v/v/v) ở UV254 nm và đốt nóng với thuốc thử H2SO4 10% trong nước. Thêm vào đó, 

để kiểm soát được độ chuyển hoá sử dụng HPLC theo dõi được tiến trình của phản 

ứng trong thời gian 8 h. Kết thúc phản ứng loại bỏ phần cặn trong hỗn hợp, phần dịch 

thu được được cô cạn dung môi dưới áp suất giảm (ở áp suất 10-20 mbar, nhiệt độ 

50℃) thu được sản phẩm thô. Tiến hành tinh chế sản phẩm thô bằng sắc kí cột nhựa 

D101 (kích thước hạt 0,315-1,25 mm), với hệ dung môi gradient H2O:EtOH từ 0% 

EtOH, 10% EtOH, 20% EtOH, 30% EtOH, 50% EtOH thu được các phân đoạn khác 

nhau, trong đó phân đoạn 20% EtOH và 30% EtOH chứa sản phẩm α-glucosyl 

hesperidin. Tiếp tục thu hồi dung môi dưới áp suất giảm (ở áp suất 10-20 mbar ở nhiệt 

độ 50℃) thu được sản phẩm α-glucosyl hesperidin.  

Cấu trúc của sản phẩm sau khi tinh chế được xác định cấu trúc bằng các 

phương pháp phổ 1H và 13C-NMR kết hợp với phổ hai chiều HSQC, HMBC, COSY 

và MS. Trên phổ 1H-NMR ta thấy xuất hiện hai nhóm tín hiệu proton đặc trưng cho 

khung hesperidin và các proton thuộc vòng đường. Cụ thể hai tín hiệu proton đặc 

trưng cho vòng A ở δH 6,15 (1H, dd, J = 4,5; 2,0 Hz, H-6) và δH 6,14 (1H, t, J = 2,0 

Hz, H-8). Thêm vào đó các tín hiệu proton ở δH 6,94 (2H, m, H-2′, 5′), δH 6,94 (1H, 

m, H-6′) đặc trưng cho các tín hiệu proton thuộc vòng B. Sự xuất hiện của proton 

methoxy ở δH 3,77 (3H, s). Ngoài ra một tín hiệu proton chuyển về trường thấp ở vị 

trí δH 5,49 (1 H, m) thuộc về proton H-2, một tín hiệu khác thuộc về proton H-3 đặc 

trưng cho khung hesperidin ở δH 2,77 (1H, ddd, J = 17,0; 7,5; 3,20 Hz), δH 3,25 (1H, 

m) thuộc về proton H-3. Thêm vào đó sự xuất hiện của các tín hiệu ở δH 5,05 (1H, t, 

J = 7,7 Hz, H-1″), δH 4,58 (1H, s, H-1‴) đặc trưng cho hai proton anomeric của vòng 

đường của hesperidin, sự xuất hiện của tín hiệu δH 1,065 (3H, q, J = 6,2; 3,6 Hz, H-

6‴) chỉ ra sự xuất hiện của đường rhamnose của hesperidin. Thêm vào đó một tín hiệu 

proton anomeric ở δH 5,00 (1H, d, J = 3,8 Hz) chỉ ra sự xuất hiện của một vòng đường 
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α trong cấu trúc. Trên phổ 13C NMR của hợp chất chỉ ra sự xuất hiện của 15 tín hiệu 

carbon thuộc khung hesperidin và 18 tín hiệu carbon thuộc vòng đường pyranose. Cụ 

thể, sự xuất hiện của một tín hiệu carbon ở δC 197,05 ppm chỉ ra sự xuất hiện của vị 

trí C-3. Các tín hiệu khác còn lại thuộc về carbon của vòng B, A và C của khung 

hesperidin.  

Kết hợp phổ HMBC, HSQC và COSY xác định chính xác vị trí liên kết của 

các vòng đường với aglycon và các liên kết glycosid trong cấu trúc. Trên phổ HMBC 

chỉ ra tương tác giữa proton H-1* (δH 5,00) với C-4″ (δC 79,7) điều này chỉ ra được 

đường α-glucose gắn với đường của hesperidin thông qua carbon C-4″ α-glucose-

(1→4)-β-glucose. Tương tác giữa H-1‴ (δH 4,58) với C-6″ (δC 65,7) chỉ ra được vị trí 

liên kết giữa hai đường trong hesperidin ở vị trí β-glucose-(1→6)-β-rhamnose. Thêm 

vào đó tương tác giữa H-1″ (δH 5,05) với C-7 (δC 165,1) chỉ ra vị trí liên kết của đường 

với aglycon tại vị trí C-7 của khung hesperidin. Vị trí của nhóm OCH3 được xác định 

thông qua tương tác giữa proton trong nhóm -OCH3 (δH 3,77) tương tác với C-4′ (δC 

148,01). Phổ ESI-MS của hợp chất chỉ ra được pic ion giả phân tử [M + H]⁺ m/z 

773,15. Từ các giữ liệu trên cho thấy hợp chất thu được là α-glucosyl hesperidin. Rf: 

0,4 (EtOAc:CH3COOH:H2O (3:1:1, v/v/v), Tnc: 170-180℃; LC-ESI-MS: [M + H]⁺ 

m/z 773,15 ([M+H]⁺ lý thuyết 773,25); 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): 12,01 (1H, 

brs, 5-OH); 9,10 (1H, brs, 3′-OH); 6,94 (1H, m, H-2′); 6,94 (1H, m, H-5); 6,90 (1H, 

m, H-6′); 5,49 (1 H, m, H-2); 6,15 (1H, dd, J = 4,5; 2,0 Hz, H-6); 6,14 (1H, t, J = 2,0 

Hz, H-8); 5,05 (1H, t, J = 7,7 Hz, H-1″); 5,00 (1H, d, J = 3,8 Hz, H-1*); 4,58 (1H, s, 

H-1‴); 3,82 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-6″a); 3,77 (3H, s, OCH3); 3,74 (1H, m, H-3*); 3,63 

(1H, m, H-3‴); 3,60 (1H, m, H-6a*); 3,52 (1H, m, H-6*b); 3,58 (1H, m, H-6″b); 3,56 

(1H, m, H-3″); 3,52 (1H, m, H-6*a); 3,42 (1H, m, H-4″); 3,43 (1H, m, H-2‴); 3,40 

(1H, m, H-5″); 3,38 (1H, m, H-5‴); 3,29 (1H, m, H-2″); 3,27 (1H, m, H-2*); 3,25 (1H, 

m, H-3a); 3,25 (1H, m, H-5*); 3,15 (1H, m, H-4‴); 3,15 (1H, m, H-4*); 2,77 (1H, ddd, 

J = 17,0; 7,5; 3,20 Hz, H-3b); 1,065 (3H, q, J = 6,2; 3,6 Hz, H-6‴). 13C-NMR (150 

MHz, DMSO-d6): 78,9 (C-2); 42,1 (C-3); 197,1 (C-4); 163,0 (C-5); 96,4 (C-6); 165,1 

(C-7); 95,6 (C-8), 162,6 (C-9); 103,4 (C-10); 131,0 (C-1′); 114,1 (C-2′); 146,5 (C-3′); 

148,0 (C-4′); 112,1 (C-5′); 117,9 (C-6′); 55,7 (OCH3); 99,2 (C-1″); 73,5 (C-2″); 75,9 

(C-3″); 79,7 (C-4″); 73,3 (C-5″); 65,7 (C-6″); 100,8 (C-1‴); 72,7 (C-2‴); 70,4 (C-3‴); 
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70,7 (C-4‴); 68,4 (C-5‴); 17,8 (C-6‴); 101,3 (C-1⁎); 72,5 (C-2⁎); 73,7 (C-3*); 69,6 (C-

4*); 72,5 (C-5*); 60,6 (C-6*).  

Bảng 1. Dữ liệu phổ của α-glucosyl hesperidin. 

STT 13C-

NMRa 

TLTKc 

[5] 

1H-NMRb 

2 78,5 78,5 5,49 (1 H, m) 

3 42,1 42,4 2,77 (1H, ddd, J = 17,0; 7,5; 3,20 Hz), 3,25 

(1H, m) 

4 197,1 197,1  

5 163,0 163,0  

6 96,4 96,5 6,15 (1H, dd, J = 4,5; 2,0 Hz) 

7 165,1 165,0  

8 95,6 95,5 6,14 (1H, t, J = 2,0 Hz) 

9 162,6 162,6  

10 103,4 103,4  

1′ 131,0 130,9  

2′ 114,1 114,2 6,94 (1H, m) 

3′ 146,5 146,5  

4′ 148,0 148,0  

5′ 112,1 112,1 6,94 (1H, m) 

6′ 117,9 117,9 6,90 (1H, m) 

OCH3 55,7 55,7 3,77 (3H, s) 

1″ 99,2 99,1 5,05 (1H, t, J = 7,7 Hz) 

2″ 73,5 73,6 3,29 (1H, m) 

3″ 75,9 75,8 3,56 (1H, m) 

4″ 79,7 79,7 3,42 (1H, m) 

5″ 73,3 73,5 3,40 (1H, m) 

6″ 65,7 65,9 3,82 (1H, d, J = 10,2 Hz); 3,58 (1H, m) 

1‴ 100,5 100,4 4,58 (1H, s) 

2‴ 72,7 72,1 3,43 (1H, m) 
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3‴ 70,4 70,7 3,63 (1H, m) 

4‴ 70,7 69,5 3,15 (1H, m) 

5‴ 68,4 68,3 3,38 (1H, m) 

6‴ 17,8 17,8 1,065 (3H, q, J = 6,2; 3,6 Hz) 

1⁎ 101,3 101,3 5,00 (1H, d, J = 3,8 Hz) 

2⁎ 72,5 73,2 3,27 (1H, m) 

3* 73,7 75,8 3,74 (1H, m) 

4* 69,6 70,3 3,15 (1H, m) 

5* 72,5 72,4 3,25 (1H, m) 

6* 60,6 60,5 3,60 (1H, m), 3,52 (1H, m) 

5-OH   12,01 (1H, brs) 

3′-OH   9,10 (1H, brs) 

a150 MHz, DMSO-d6; 
b600 MHz, DMSO-d6, 

c100 MHz, DMSO-d6 

Sau khi tổng hợp thành công α-glucosyl hesperidin chúng tôi đã tiến hành 

nghiên cứu nâng quy mô phản ứng lên 1,0 g/mẻ, quá trình phản ứng được thực hiện 

thông qua khảo sát các điều kiện ảnh hưởng đến phản ứng, để đưa ra điều kiện tối ưu 

cho quy trình tổng hợp.  

3.1. Quy trình chung cho các khảo sát 

Để thực hiện quy trình khảo sát chúng tôi sử dụng với lượng hesperidin là 1 g, 

được hoà tan trong vừa đủ dung môi khảo sát, quá trình phản ứng được sử dụng với 

tác nhân cho glucose là hoá hồ tinh bột 5% hoặc β-cyclodextrin 0,5%. Tiếp tục thêm 

vào đó enzym CGTase 11,2 IU (0,04 ml), phản ứng được gia nhiệt lên đến trong 

khoảng nhiệt độ khảo sát, quá trình phản ứng dược kiểm soát bằng TLC với hệ dung 

môi EtOAc:CH3COOH:H2O (3:1:1, v/v/v) ở UV254 nm và đốt nóng với thuốc thử 

H2SO4 10%. Ngoài ra để kiểm soát được độ chuyển hoá của phản ứng chính xác 

chúng tôi cũng kết hợp với phương pháp HPLC. Phản ứng được thực hiện ở 8 h. Kết 

thúc phản ứng lọc loại bỏ phần chất rắn không tan trong hỗn hợp. Phần dịch thu được 

được cô cạn dung môi dưới áp suất giảm (áp suất 10-20 mbar, nhiệt độ 50 ℃) thu 

được sản phẩm thô. Tiếp tục được tinh chế bằng phương pháp sắc kí cột nhựa D101, 

với hệ dung môi gradient H2O: EtOH từ 0% EtOH, 10% EtOH, 20% EtOH, 30% 

EtOH, 50% EtOH thu được các phân đoạn khác nhau, trong đó phân đoạn 20% EtOH 
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và 30% EtOH chứa α-glucosyl hesperidin. Tiếp tục thu hồi dung môi dưới áp suất 

giảm (áp suất 10-20 mbar, nhiệt độ 50℃) thu được sản phẩm α-glucosyl hesperidin.  

3.2. Khảo sát ảnh hướng của dung môi đến hiệu suất phản ứng  

Do phản ứng sử dụng enzym làm xúc tác, vì thế dung môi phản ứng có vai trò 

rất quan trọng liên quan độ bền của enzym. Trong khi enzym bền vững trong môi 

trường pH 4,5-6 và kém bền ở nhiệt độ cao, thêm vào đó dung môi cũng là yếu tố 

quan trọng có thể phá vỡ cấu trúc của enzym làm giảm độ hoạt động chúng. Điều này 

để giải thích trong quá trình phản ứng hiệu suất sẽ giảm dần khi thực hiện phản ứng 

trong các dung môi hữu cơ như CH3CN, MeOH và hiệu suất thu được cao nhất khi 

sử dụng với dung môi DMSO. Ở đây DMSO là dung môi hòa tan hesperidin hoàn 

toàn, đồng thời sự có mặt có của 5% tinh bột làm giảm nồng độ DMSO dẫn đến 

enzym hoạt động tốt hơn, dẫn đến tăng hiệu suất của phản ứng. Kết quả thu được như 

bảng 2 sau: 

Bảng 2. Khảo sát ảnh hưởng của dung môi. 

STT Dung môi Hiệu suất (%) 

1 CH3CN 10,5 

2 H2O 15,6 

3 MeOH 20,3 

4  DMSO 30,5 

Theo bảng 2, hiệu suất của phản ứng với các dung môi tăng dần từ CH3CN 

đến DMSO. Cụ thể là hiệu suất đạt thấp nhất khi sử dụng với dung môi là CH3CN 

với hiệu suất 10,5%, và tăng lên một chút khi thay dung môi này bằng H2O ở môi 

trường trung tính ổn định về độ bền của enzym, thì hiệu suất cải thiện nên đến 15,6%. 

Ở đây có thể do CH3CN có khả năng hoà tan hesperidin kém, dẫn đến hiệu suất phản 

ứng giảm. Mặt khác khi sử dụng dung môi hữu cơ với một thời gian dài enzym rất 

khó có thể giữ nguyên được cấu trúc ban đầu, điều này sẽ làm giảm hoạt tính xúc tác, 

đồng thời giảm hiệu suất của phản ứng. Thêm vào đó, khi thay dung môi bằng MeOH 

thì độ tan của hesperidin có thể được cải thiện, tuy nhiên hiệu suất cũng chỉ đạt 20,3%.  

Theo đó việc sử dụng DMSO làm dung môi cho phản ứng có thể hoà tan được hoàn 

toàn hesperidin, tuy nhiên có thể làm giảm hoạt tính của enzym, do đó chúng tôi sử 

dụng DMSO vừa đủ để hoà tan hoàn toàn hesperidin, đồng thời làm môi trường cho 
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enzym có thể hoạt động tốt nhất. Kết quả thu được được thể hiện trong bảng. Ngoài 

việc sử dụng làm dung môi cho phản ứng đồng thời hỗn hợp dung môi có thể làm bền 

được enzym, cải thiện được độ tan để làm tăng hiệu suất. Do đó chúng tôi đã thăm dò 

ở nồng độ DMSO 30%. Thì hiệu suất phản ứng tăng lên đáng kể đạt 30,5%, cao hơn 

nhiều so với việc sử dụng các dung môi còn lại. Ở đây ngoài việc DMSO là dung môi 

hoà tan hesperidin, nó còn có tác dụng là môi trường sống của enzym xúc tác cho 

phản ứng glucosyl hoá. Vì thế chúng tôi đã tiến hành sử dụng DMSO cho phản ứng.  

Trong khi đó độ tan của hesperidin trong phản ứng sẽ ảnh hưởng đến hiệu suất của 

phản ứng. Do đó việc cải thiện độ tan của hesperidin là yếu tố tiên quyết để gia tăng 

được độ chuyển hóa cũng như làm tăng hiệu suất thu được sản phẩm. Trong nghiên 

cứu này, việc thay đổi nồng độ %DMSO (trong nước) cũng được triển khai để cải 

thiện độ tan của hesperidin, đồng thời đảm bảo với độ bền của enzym. Bằng việc thay 

đổi nồng độ % DMSO (trong nước), tối ưu hoá tỉ lệ dung môi cho phản ứng chúng 

tôi đã tiến hành khảo sát với các tỉ lệ là 10%, 20%, 40%, 60% và 80% DMSO (trong 

nước). Kết quả khảo sát được thể hiện theo bảng 3 sau:  

Bảng 3. Khảo sát nồng độ dung môi DMSO. 

STT Nồng độ DMSO (%) Hiệu suất (%) 

2 10 30,4 

3 20 40,6 

4 30 30,5 

5 40 20,8 

6 60 10,3 

  Theo bảng trên khi khảo sát với nồng độ DMSO từ 30% xuống 10%. Nhìn vào 

bảng chúng ta thấy hiệu suất phản ứng tăng dần theo nồng độ từ 10-20% của DMSO, 

hiệu suất tăng dần từ 30,4% ở nồng độ 10% DMSO đến 40,6% ở nồng độ 20% và 

giảm dần xuống còn 30,5% khi dùng ở nồng độ 30% DMSO. Và tiếp tục giảm chỉ 

còn 20,8% khi tăng nồng độ DMSO lên đến 40%. Thêm vào đó, hiệu suất tiếp tục bị 

giảm xuống khá thấp chỉ còn 10,3% khi thời gian phản ứng ở 8 h với nồng độ DMSO 

60%. Mặt khác trong các nghiên cứu về hoạt tính của enzym CGTase khi giảm nồng 

độ DMSO thì hiệu suất phản ứng tăng lên khá cao, điều này có thể liên quan đến sự 

phá hủy cấu trúc của enzym. Ở đây có thể thấy ở nồng độ DMSO 20% đã đạt được 
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sự cân bằng giữa độ bền của enzym, ở nồng độ này enzym bền hơn dẫn đến hoạt hoá 

phản ứng tốt hơn, có thể hoà tan được DMSO cũng có thể làm ổn định xúc tác làm 

tăng hiệu suất của phản ứng. Do đó dung môi DMSO 20% được lựa chọn cho các 

khảo sát tiếp theo.  

Trong khi đó hầu hết các nghiên cứu trên thế giới đều chỉ ra khoảng pH tối ưu 

cho enzym CGTase hoạt động, và có khả năng hoạt động ở pH khoảng 5,0 đến 8,0. 

Ví dụ, độ pH tối ưu cho CGTase có nguồn gốc từ Bacillus macerans là pH 5,220 [9], 

Bacillus stearothermophilus (pH 6,0) [10] và Bacillus subtilis (pH 8,0) [11]. Ngoài 

ra có rất ít tài liệu nói về việc sử dụng CGTase ở pH ở môi trường acid mạnh và kiềm 

mạnh, ngoại trừ một số enzym từ Bacillus sp. ATCC21783 (pH 4,0) và Bacillus ưa 

kiềm (pH 10) [12]. Do đó để tìm được điều kiện tối ưu cho phản ứng, chúng tôi đã 

khảo sát ở khoảng pH rộng, để làm tăng độ tan của hesperidin. Ngoài ra pH của phản 

ứng là một yếu tố lớn ảnh hưởng quan trọng đến hoạt động xúc tác của enzym. Do đó 

chúng tôi đã sử dụng pH từ 4 -10. Kết quả được thể hiện trong bảng sau: 

Bảng 4. Khảo sát ảnh hưởng của pH đến hiệu suất . 

STT pH phản ứng Hiệu suất (%) 

1 5-6 25,3 

2 6-7 30,6 

3 7-8 40,6 

4 8-9 30,2 

5 9-10 30,1 

6 >10 18,3 

  Nhìn vào bảng 4 trên ta thấy độ pH ảnh hướng lớn đến hiệu suất của phản ứng, 

trong khi phản ứng sử dụng enzym làm xúc tác thì pH vừa đóng vai trò ảnh hưởng 

đến độ bền của enzym vừa có tác dụng đến việc hoà tan chất đầu hesperidin. Theo đó 

khi pH đạt từ 5-6 thì hiệu suất cũng chỉ đạt 25,3% thấp hơn nhiều so với việc sử dụng 

pH ở 6-7 là 30,6%. Ở đây có thể khi thực hiện ở pH thấp, khả năng tan của hesperidin 

kém hơn, điều này thể hiện rõ hơn khi tăng pH của phản ứng lên từ hai khoảng 6-7 

đến 7-8 thì hiệu suất của phản ứng cũng tăng lên đáng kể từ 30,6% đến 40,6%, có thể 

ở điều kiện pH cao hesperidin được cải thiện độ tan, do đó đã làm tăng hiệu suất của 
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phản ứng. Vì thế tiếp tục nâng pH của phản ứng lên 8-9, thì hiệu suất phản ứng giảm 

xuống chỉ còn 30,2%, và tiếp tục giảm xuống khi pH >10 hiệu suất chỉ còn 18,3%. 

Như vậy độ pH của phản ứng phù hợp nhất là pH 7-8, các điều kiện khác như môi 

trường acid hoặc base có thể sẽ làm độ tan của hesperidin kém đi hoặc làm giảm độ 

bền của enzym ảnh hưởng đến hiệu suất phản ứng.  

Bảng 5. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến hiệu suất phản ứng. 

STT Nhiệt độ phản ứng (℃) Hiệu suất (%) 

1 25-30 20,3 

2 35-40 40,6 

3 45-50 50,2 

4 55-60 57,6 

5 70-75 56,5 

Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ đến phản ứng, kết quả được thể 

hiện như bảng 5. Theo bảng trên thì nhiệt độ khảo sát của phản ứng được thực hiện 

trong khoảng 40-60℃, do nhiệt độ của phản ứng ảnh hưởng đến độ bền của xúc tác 

enzym, có thể dẫn đến enzym bị đứt gãy cấu trúc làm mất đi hoạt tính xúc tác. Do đó, 

phản ứng được khảo sát ở nhiệt độ tăng dần để đảm bảo độ bền của enzym. Theo đó 

hầu hết ở các nhiệt độ khảo sát hiệu suất đạt từ 20,3% đến 57,6%. Cụ thể khi tiến 

hành phản ứng ở nhiệt độ thường 25-30℃, thì hiệu suất chỉ đạt 20,3%, có thể do nhiệt 

độ thấp enzym hoạt động kém dẫn đến khả năng xúc tác cho phản ứng giảm. Do đó 

tiếp tục tăng nhiệt độ lên 35-40℃ thì hiệu suất thu được tăng lên đáng kể đạt 40,6%. 

Và hiệu suất tiếp tục tăng lên 50,2% khi nhiệt độ của phản ứng trong khoảng 45-50℃ 

và đạt cao nhất 57,6% khi phản ứng ở nhiệt độ 55-60℃. Tiếp tục tăng nhiệt độ của 

phản ứng lên 70-75℃ thì hiệu xuất thu được chỉ đạt 56,5%. Điều này có thể khi tăng 

nhiệt độ enzym mất khả năng hoạt hoá do cấu trúc bị đứt gãy, dẫn đến giảm khả năng 

xúc tác. Kết quả khảo sát cũng phù hợp với các báo cáo trước đó về nhiệt độ phản 

ứng tối ưu khi sử dụng enzym CGTase trong khoảng từ 40-60oC. Do đó chúng tôi lựa 

chọn nhiệt độ phản ứng ở 55-60oC cho những khảo sát tiếp theo. 
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Bảng 6. Ảnh hưởng của tác nhân glucosid đến hiệu suất phản ứng 

STT Tác nhân cho glucosid Hiệu suất (%) 

1 Tinh bột  60,7 

2 β-cyclodextrin 57,6 

Tác nhân glucosyl trong phản ứng là một yếu tố quan trọng trong phản ứng 

gắn glucose vào phân tử hesperidin. Trong đó enzym CGTase được sử dụng phổ biến 

cho phản ứng dẫn đến xảy ra rất nhiều quá trình tương tác giữa tác nhân glucosyl với 

hesperidin. Ở đây hai tác nhân phổ biến được sử dụng là tinh bột 5% và β-cyclodextrin 

5%. Kết quả cho thấy đối với tinh bột 5%, thu được hiệu suất sản phẩm α-glucosyl 

hesperidin là 60,7%, cao hơn so với khi sử dụng β-cyclodextrin là 57,6%. Thêm vào 

đó khi sử dụng tác nhân β-cyclodextrin phản ứng sinh ra các tạp chất có thể là thế di, 

tri-glucosyl (điều này có thể quan sát trên TLC và HPLC) cao hơn so với sử dụng tinh 

bột 5%. Điều này có thể do β-cyclodextrin có độ bền cao, khó bị thủy phân hơn tinh 

bột ở điều kiện 20% DMSO (trong nước). Do đó với các khảo sát tiếp theo chúng tôi 

sử dụng tinh bột làm tác nhân glucosyl hoá.  

Bảng 7. Ảnh hưởng của enzym đến hiệu suất phản ứng. 

STT Lượng enzym (IU/ml) Hiệu suất (%) 

1 90 65,7 

2 45 65,3 

3 22,5 64,3 

4 11,2 40,2 

5 5,3 20,7 

Để khảo sát ảnh hưởng của enzym đến hiệu suất phản ứng chúng tôi khảo sát 

với nồng độ enzym giảm dần từ 90 IU/ml xuống 5,3 IU/ml, thể tích với mỗi nồng độ 

khảo sát là 0,02 ml. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của enzym đến hiệu suất của phản 

ứng được chỉ ra trong bảng 7, theo đó hoạt độ của enzym ảnh hưởng đến độ chuyển 

hoá của phản ứng, ở đây khi sử dụng với lượng enzym là 90 IU/ml thì hiệu suất của 

phản ứng thu được đạt cao nhất 65,7%. Mặt khác quá trình theo dõi phản ứng cho 

thấy, ngoài sản phẩm phản ứng là α-glucosyl-hesperidin thì còn có các chất phân cực 

khác được sinh ra có thể là di, tri-glucosyl vào các vị trí OH khác nhau của hesperidin, 

làm giảm độ tinh khiết của sản phẩm, mặc dù độ chuyển hoá của phản ứng khá cao. 
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Hơn nữa, hiệu suất thu được tương tự với việc khi giảm hoạt độ enzym xuống còn 45 

IU/ml. Tiếp tục giảm hoạt độ của enzym xuống còn 22,5 IU/ml, thì hiệu suất phản 

ứng thu được cũng gần tương đương là 64,3%. Thêm vào đó, khi giảm hoạt độ của 

enzym xuống còn 11,2 IU/ml thì hiệu suất thu được chỉ đạt 40,2%, và kết quả thể hiện 

rõ ràng hơn khi tiếp tục giảm nồng độ xuống 5,3 IU/ml thì hiệu suất thu được chỉ còn 

20,7%.  

Như vậy khi sử dụng nồng độ enzym trong khoảng 22,5-90 IU/ml, thì hiệu 

suất phản ứng tăng mạnh, bên cạnh đó khả năng tạo thành các sản phẩm phụ như sản 

phẩm thế di, tri-glucosyl sẽ được tạo ra và ảnh hưởng đến hiệu suất của phản ứng. 

Trái lại, khi giảm nồng độ của enzym xuống từ 11,2 IU/ml và 5,3 IU/ml thì hiệu suất 

phản ứng giảm rõ rệt, ở đây có thể nồng độ enzym quá thấp khó có thể chuyển hoá 

sang glucosyl hesperidin cùng với α-glucosyl hesperidin. Do đó chúng tôi sử dụng 

lượng enzym là 22,5 IU/ml cho các khảo sát tiếp theo. 

Bảng 8. Ảnh hưởng của thời gian đến hiệu suất phản ứng. 

STT Thời gian phản ứng (h) Hiệu suất (%) 

1 3 25,5 

2 6 40,8 

3 8 65,3 

4 10 55,3 

5 24 20,5 

Dựa vào số liệu bảng 8 thì thời gian phản ứng ảnh hưởng đến hiệu suất phản 

ứng, theo đó khi khảo sát với thời gian là 3 h, ở nhiệt độ 55-60℃, thì hiệu suất phản 

ứng chỉ đạt 25,5%. Tiếp tục tăng thời gian phản ứng lên 6 h thì hiệu suất thu được 

tăng lên gấp đôi đạt 40,8 %. Ngoài ra sự khác biệt về thời gian còn thể hiện rõ hơn 

khi tăng thời gian lên 8 h, thì hiệu suất đạt khá cao 65,3%. Bên cạnh đó, khi tăng thời 

gian lên 10 h thì hiệu suất của phản ứng giảm đáng kể chỉ còn 55,3%, điều này có thể 

do khi tăng thời gian thì enzym có thể sẽ hoạt hoá tiếp tục sản phẩm α-glucosyl 

hesperidin thành thế di, tri-glucosyl (theo dõi phản ứng bằng TLC và HPLC), dẫn đến 

giảm hiệu suất của phản ứng. Để làm rõ điều này chúng tôi tiếp tục tăng thời gian 

phản ứng lên 24 h thì hiệu suất phản ứng lúc này chỉ còn 20,5%, có thể do kéo dài 

thời gian phản ứng lượng enzym có thể tiếp tục xúc tác cho quá trình chuyển hoá gắn 
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đường tiếp theo vào sản phẩm tạo thành thế di, tri-glucosyl hoặc thế các đường vào 

các vị trí nhóm OH còn lại của hesperidin hoặc α-glucosyl hesperidin. Do đó, từ các 

điều kiện khảo sát trên chúng tôi đã lựa chọn thời gian cho phản ứng là 8 h, và tiến 

hành thực hiện phản ứng ở quy mô 1 g/mẻ.  

3.3. Quy trình tổng hợp α-glucosyl hesperidin ở quy mô 1 g/mẻ phản ứng 

Hesperidin (1 g), được hoà tan vừa đủ 0,3 ml DMSO, sử dụng với tác nhân 

glucosyl hoá là hồ tinh bột 5% (1 g). Tiếp tục thêm vào đó enzym CGTase 22,5 IU 

(0,04 ml), phản ứng được gia nhiệt lên đến trong khoảng 55-60℃, trong thời gian 8 

h. Quá trình phản ứng dược kiểm soát bằng TLC với hệ dung môi 

EtOAc:CH3COOH:H2O (3:1:1, v/v/v) ở UV254 nm và đốt nóng với thuốc thử H2SO4 

10%. Kết thúc phản ứng lọc loại bỏ phần chất rắn không tan trong hỗn hợp. Phần dịch 

thu được được cô cạn dung môi dưới áp suất giảm (áp suất 10-20 mbar, nhiệt độ 50 

℃), thu được sản phẩm thô. Sản phẩm thôi được tinh chế bằng phương pháp sắc kí 

cột D101, với hệ dung môi gradient H2O:EtOH từ 0% EtOH, 10% EtOH, 20% EtOH, 

30% EtOH, 50% EtOH thu được các phân đoạn khác nhau, trong đó phân đoạn 20% 

EtOH và 30% EtOH chứa α-glucosyl hesperidin, cô cạn dung môi dưới áp suất giảm 

(áp suất 10-20 mbar, nhiệt độ 50℃), thu được 0,82 g sản phẩm. Hiệu suất phản ứng 

65,3%. Độ tinh khiết 83,4% diện tích pic trên HPLC.  

Như vậy, đề tài đã nghiên cứu được quy trình tổng hợp α-glucosyl hesperidin 

với độ tinh khiết cao và hiệu suất khá. Trong khi hầu hết các quy trình trên thế giới 

đều nghiên cứu tổng hợp hỗn hợp hesperidin glucosyl mà chưa đưa ra được quy trình 

điều chế α-glucosyl hesperidin tinh khiết. Thêm vào đó, việc lựa chọn nồng độ DMSO 

20% là yếu tố phù hợp nhất cho phản ứng tạo liên kết glucosid. Ngoài ra quá trình 

tinh chế đã sử dụng nhựa D101, hệ dung môi rửa giải EtOH:H2O để thay thế cho việc 

sử dụng các phương pháp tinh chế khác như sephadex LH-20, Amberlit XAD-16 [4] 

trong các nghiên cứu trước đây cũng là một phương pháp tinh chế hiệu quả kinh tế 

phù hợp với đối tượng α-glucosyl hesperidin. Vì thế đây là những kết quả khả quan 

của để tài có thể được áp dụng ở quy mô lớn hơn.   

4. Kết luận  

Từ nguyên liệu đầu là hesperidin chúng tôi đã tổng hợp thành công α-glucosyl 

hesperidin bằng cách sử dụng enzym CGTase ở nồng độ 22,5 IU/ml và tinh bột 5% 



DOI: 10.31276/VJST.2026.4094 

16 
 

(w/v), trong điều kiện nhiệt độ 55-60℃ và thời gian phản ứng 8 h thu được hiệu suất 

65,3%. Quy trình cho độ ổn định và hiệu suất khá, có thể nâng quy mô phản ứng lớn 

hơn. Vì thế, với những kết quả nghiên cứu của đề tài, cần tiếp tục nghiên cứu tối ưu 

hóa quy trình để nâng cao được hiệu suất và độ tinh khiết của sản phẩm, để có thể áp 

dụng sản xuất ở quy mô lớn tận dụng được nguồn nguyên liệu hesperidin trong nước, 

đồng thời đáp ứng được nguồn nguyên liệu hóa dược trong tương lai. 
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