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Linh vwe k§ thuit dwge dé cip

Sang ché @& cap dén db ubng tir tra xanh chira néng do catechin thip va luong

valin va methionin xac dinh.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Trong nhitng nam gan day, nhiéu db udng tir tra déng gdi sin duoc déng trong
cac dd chira nhu hop kim loai va chai PET d3 duoc phat trién va ban trén thi trudng, va
trong s cac db udng tir tra nay, thi thi phin ctia d6 udng tir tra xanh ngay cang ting.
Su va chudng ctia khach hang d6i voi dd udng tir tra nay ngdy cang ting, va xu hudng
gln day 14 d6 udng tir tra xanh ¢6 vi umami va vi kokumi manh va c6 ca vi chat giam
duoc ua thich hon. Do d6, cac dd uéng khéc nhau tir tra da dugc dé xuét, chung dugc
pha ché bang cach 4p dung y tuong chi chiét thinh phan umami ma khong chiét

catechin cé vi chat manh, hodc y tuong lam gidm vi chét cla catechin.

Vi du, tai liéu sang ché 1 boc 16 phuong phép san xudt phin chiét 1ong tir tra
xanh, trong d6 14 tra dugc chiét bang nu6c & nhiét d6 thap nidm trong khoang tir 0 dén
30°C va dich chiét thu duge duoc cho tiép xtic véi polyvinylpolypyrolidon (PVPP) dé
loai bo catechin. Tai liéu sang ché 2 bdc 16 14 tra dwoc tAm va chiét bang nude tinh da
loai bo oxy hoa tan khéi d6 va dugc gilt & nhiét do nim trong khoang tir 0 dén 36°C,
nhd d6 ¢6 thé thu duge dich chiét tir tra ¢4 vi umami va ¢ ca vi chat gidm. Tai li€u
sang ché 3 boc 16 14 tra duoc chiét bing nude khir khi c6 ndng dd oxy hoa tan khong
16n hon 1 phin triéu, & nhiét d6 khong thip hon 20°C va thdp hon 60°C (t6t hon Ia
khéng cao hon 50°C), dé cho tdng ndng do catechin va tong ndng do catechin loai este
clia axit galic ndm trong cac khoang x4c dinh, theo d6 c6 thé san xuit dd ubng tir tra c6
vi chat va vi gét giam, didu nay cam nhédn dugc khi mgt ngudi uéng mot dd uéng nay
duoc ban & trang thai da lam mat dén nhiét d6 dudi nhiét d6 binh thuwong. Tai liéu sang
ché 4 boc 16 dd udng tir tra khéc biét & chd vi chat giam va ca vi kokumi 1&n vi umami
déu dugc tang cudng bing cach két hop glyxeroglycolipit voi lugng khong thip hon
0,2 pg/mL vao dd udng tir tra c6 luong catechin thip. Tai liéu sang ché 5 boc 16 dd
uéng tlr tra khac biét & chd vi déng va vi chat cua catechin, v.v. déu dugc giam béng

cach két hop axit polyamin c6 diém ding dién xac dinh. Tai lidu sang ché 6 boc 16 db
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udng tir tra ¢6 mui vi thom ngon dic trung & chd thanh phén ding/chét, tanin, duoc
loai khoi db ubng tir tra, bang cach d6 1am ting ty 1é clla thanh phin umami, axit amin,

so v&i tanin (ty 1€ axit amin/tanin).

Trong khi do, valin da duoc biét 14 mdt axit amin tao ra vi déng, va d3 co dé
xudt sang kién d& giam vi déng cua valin dic biét 1a trong cac dd ung va thuc phédm
¢6 vi nhe, nhu thirc udng giai khat (tai liéu sang ché 7). Tai lidu sang ché 8 d& cap dén
phuong phép xtr Iy 14 ché ma d¢am bao ring ham lugng axit amin va catechin cao hon

so v6i cac ham luong nay khi dwoc chiét bang phwong phap chiét théng thuong.
Danh muyc tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché
Tai liéu sang ché 1: Cong bd don yéu cau clp sang ché ciia Nhat Ban sb JP
2003-204754

Tai liéu sang ché 2: Cong bd don yéu ciu cip sang ché ctia Nhat Ban s JP
2000-50799

Tai lidu sang ché 3: Cong bd don yéu ciu cdp sing ché cia Nhat Ban sb JP
H06-343389

Tai liéu sang ché 4: Cong bd don yéu cau cip sang ché ctia Nhat Ban s JP
2011-10641

Tai liéu sang ché 5: Cong bd don yéu cdu cp sang ché cuia Nhat Ban s JP
2012-110248

Tai lidu sang ché 6: Cong bd don yéu ciu cdp sing ché ctia Nhat Ban sb JP
H09-220055

Tai lidu sang ché 7: Cong bd lai trong nudc sang ché Nhat Ban s§ JP 2004-
052125

Tai liéu sang ché 8: JP 2009 269 925 A
Ban chit ky thuit ciia sang ché
VAn dé k¥ thuét cin dugc giai quyét

DS ubng tir tra c6 lugng catechin thip c6 mot s6 nhuoc diém 1a chung thiéu vi
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kokumi v vi umami cia trd va nhe va nhat vé& vi, va khéng cin bang giita vi
kokumi/vi umami va vi déng/vi chat cua catechin. Ngoai ra, dd uéng tir tra cé luong
catechin thdp c6 mui hip kho chiu 13 rang gdy ra bdi cac qua trinh xi ly nhiét nhu tiét
trung bing ndi hép co thé 1am giam hwong thom va mui vi t6t von c6 clia tra.

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét dd udng tir tra dong géi sin duge dua qua
budc tiét tring bing nhiét va bao quan trong thdi gian dai, trong d6 db udng nay la dd
uéng tir tra xanh c¢6 vi umami va vi kokumi manh va vi chét giam.
Céch thirc giai quyét van dé

Pé dat dugc muc dich néu trén, c4c tic gia sang ché da thuc hién cac nghién
clru chuyén sdu, va két qua 13, da phat hién ra rang viéc két hop mét lugng axit amin
xac dinh duoc bidt 1a ¢6 vi déng, valin, vao dd udng tir tra c6 luong catechin thip bét
ngd dan dén su tang cuong dang ké vi kokumi va vi umami, nhd d6 cai thién kha ning
ubng. Hon nita, c4c téc gid sdng ché ciing da phat hién ra rang vidc két hop nay ciing
¢ hiéu qua khir mui hép duoc cam nhén rd trong dd uéng tlr tra c6 luong catechin
thap; nho vy, céc tic gid sing ché da hoan thanh séng ché.

Cu thé hon, sang ché dé& xuét, nhung khong bi giéi han &, cac ddi tuong dudi
day.
(1) D udng tir tra xanh déng gbi s&n chira cac thanh phan dudi day:

(a) catechin v&i lugng tir 50 dén 400 ppm (phan tridu),

(b) valin vé6i lugng tir 0,5 dén 100 ppm,

(¢) methionin véi lugng tir 0,1 dén 4,0 ppm.
(2) B ubng theo muyc 1, trong d6 dd ubng nay chira valin véi lugng tir 1,0 &n 90 ppm.
(3) D4 udng theo muc 1 hoic 2, trong d6 db ung nay con chira (f) linalol v6i lugng tir
2,8 dén 10 ppb (phdn ty) va (g) phenylaxetaldehyt véi luong tir 0,2 dén 1,0 ppb.
(4) Pb ubng theo muc bat ky trong sb céc muyc tir 1 dén 3, trong d6 ty 18 khdi lugng
cua methionin véi valin ((c)/(b)) khong 16n hon 5.
(5) D6 ubng theo myc bét ky trong sb cac myc tir 1 dén 4, @5 ubng nay con chira (h)
rafinoza va (i) stachyoza, va co tdng luong rafinoza va stachyoza ((h)+(i)) trong dd

ubng tlr tra nay nam trong khoang tir 10 dén 100 ppm.
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(6) Db ubng theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 5, trong d6 lwong db udng nim

trong khoang tir 350 mL dén 1000 mL.
Séng ché con boc 16 cac phwong én dudi day.

(1) D6 ubng tir tra xanh chira catechin v&i luong tir 50 d&n 400 ppm va valin véi luong

tir 0,5 dén 100 ppm.

(2) DB ubng tir tra xanh theo muc (1), trong d6 valin duoc két hop & dang chiét xuét tir

thuc vat.

(3) Db ubng tir tra xanh theo muc (2), trong d6 chiét xut tir thuc vat 1a chiét xudt tir 14

tra.

(4) Pb udng theo muc bit ky trong s§ cac muc tir (1) dén (3), d6 ubng nay con chira

methionin véi ndng d6 khong 16n hon 5,0 ppm.
Séng ché con bao gdm cac phuong 4n dudi day.

(1) Db ubng tir tra chira catechin v&i lugng tir 50 dén 400 ppm, theanin véi lugng tr
10 dén 50 ppm, va methionin v&i lugng khéng 16n hon 5 ppm, va c6 ty 18 cua

methionin véi theanin (methionin/theanin) nam trong khoang tir 0,035 dén 0,200.

(2) D6 ubng tir tra theo muc (1), d6 ubng nay con chira valin v6i néng d6 ndm trong

khoang tir 0,5 &én 100 ppm.

(3) Db ubng tir tra theo muc (1) hoic (2), trong d6 d6 udng tir tra 13 db ubng dong goi

san.
Sang ché con bao gom cac phuong an dudi day.

(1) D6 udng tir tra déng gbi sin chira catechin vai lugng tir 50 dén 400 ppm va axit

phosphoric véi lugng tir 2 dén 15 mg/100 mL.

(2) Db udng tir tra xanh theo muc (1), d ubng nay chira it nhit mét thanh phén thom

duoc lua chon tir nhém gdm linalol, linalol oxit, geraniol, va phenylaxetaldehyt.

(3) P6 udng tir tra xanh theo muc (1) hoic (2), trong d6 axit phosphoric dwoc két hop

& dang chiét xudt tir 14 tra.
Séng ché con bao gbm cac phuong an dudi day.

(1) Do uong tir tra chira rafinoza, stachyoza, va catechin, cé tong lugng rafinoza va
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stachyoza khong nho hon 10 ppm, va cé ham lugng catechin nam trong khoang tir 50

dén 400 ppm.

(2) Bd ubng tir tra theo muc (1), d6 udng nay co ty 1 twong d6i cta rafinoza va

stachyoza so vdi catechin ((rafinoza + stachyoza)/catechin) khong nhé hon 0,04.
Sang ché con bao gdm cac phuong 4n dudi ddy.

(1) D4 udng tir tra chura catechin véi lwgng tir 50 &én 400 ppm, phenylaxetaldehyt véi
luong tir 0,2 dén 1,0 ppb, v linalol véi lugng tir 2,8 dén 10,0 ppb.

(2) Pd ubng tir tra theo muc (1), dd udng nay c6 ty 1& cta linalol so véi

phenylaxetaldehyt (linalol/phenylaxetaldehyt) nim trong khoéang tir 5 dén 50.
Hiéu qua ctia sang ché

D& udng tir tra xanh theo sang ché 1a d6 ubng tir tra c6 lugng catechin thip va
¢6 ca vi kokumi va vi umami vira phai ciling nhu huong thom va mui vi tbt. Dd _uéng
tir tra theo sang ché it thay do6i vé huong thom va mui vi theo thdi gian trong truong
hop né dugc udng it mot trong mot khoang thoi gian dai trong van phong hodc chd
tuong tu, va déc bigt 1a co thé duoc thudng thirc ngay ca & khu vuc cé nhiét d6 binh

thuong.
MO ta vin tit hinh vé

Fig.1 thé hién dd thi cua mii thom dugc tao ra bai d6 udng tir tra xanh theo

sang ché.
MO ta chi tiét sang ché
Valin

Vi du vé valin (trong ban md ta ndy con duge goi 1a “(b)”) ¢ thé duogc s
dung trong sang ché bao gdm céc san phédm valin ¢é béan trén thi truong, san phim
valin tbng hop, va san phim valin &n dugc khéc bét ké phuwong phap san xuét cla
chiing. Céc chit ddng phan D-, L-, va DL ctia valin cling ¢6 thé duoc st dung, t6t nhat
1a st dung chit dong phéan L clia né. Vi du cu thé vé& chit ddng phén L clia valin bao

gdm L valin dugc san xut bing phuong phép 1én men hodc tdng hop.

Thue vat va chiét xudt tir thuc vat chira L-valin cling c6 thé duoc st dung khi

chiing & dang tinh khiét (ké ca dang tinh khiét thd). Tt hon 14, chiét xuét tir thuc vat
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c6 thé duogc lay vi du boi chigt xuat tir 14 tra xanh. Vigée bo sung valin ¢ dang chi€t xuat
tir 14 tra xanh c6 vu diém & cho vi€c nay c6 thé don gidn hoa viéc san xuat do uong tir
tra ¢6 vi ngon tu nhién chi dua vao céac thanh phan thu duoc tir tra ma khong can st

dung chét phu gia (ngoai trir chét chéng oxy hoa).

N6i chung, chiét xut tir 14 tra xanh giau axit amin nhu theanin, axit glutamic,
axit asparatic, va methionin, nhung nghéo valin. Do d6, trong qua trinh st dung chiét
xuét tlr 14 tra xanh, t6t hon 14 cin dva 14 tra xanh qua bude xtr ly vat ly hoac hoa hoc
dé tang ndng d6 cta valin. Phuong phap xir Iy nay duoc 14y vi du cu thé bang phwong
phép xir Iy trong d6 14 tra xanh duéi dang nguyén liéu ngudn dugce tAm véi dung dich
nudce chira valin, va 14 d3 tAm duoc siy kho bang cach sao (xem cong bd don yéu cdu
cép sang ché cta Nhat Ban sé JP 2012-183064). M6t phuong an clia sang ché, trong
d6 valin duoc két hop & dang chiét xudt tir 14 tra xanh thu dugc bang cach tim 14 tra
xanh dudi dang nguyén lidu ngudn vé6i dung dich nude chira valin va sdy khé 14 da tAm
bing cach sao & nhiét d6 nim trong khoang tir 100 dén 200°C, 1a mét trong sb cac
phuong 4n wu tién cta sang ché. Viée sir dung chiét xuét tir 14 tra xanh thu dugc bang
céch tAm v6i valin va sy kho bang céch sao tao ra mui thom d3 qua sao va vi tinh

khiét cho dd udng tir tra xanh theo sang ché.

Luong valin cin duoc két hop theo sang ché nim trong khoang tir 0,5 dén 100
ppm, t&t hon 14 tir 1,0 dén 90 ppm, t&t hon nita 1a tir 1,0 dén 10 ppm, tinh trén tdng
lugng dd udng tir tra c6 luong catechin thip. Viée két hop valin véi lugng ndm trong
khoang néu trén cai thién huong thom va mui vi cua tra c6 lugng catechin thép ma ge‘“m

nhu khéng tao ra vi ddng ctia valin cho d6 ubng.
Do udng tir tra c6 lugng catechin thip

Séang ché nhim cai thién huong thom va mui vi cta dd ubng tir tra c6 lugng
catechin thép b.%lng cach két hop mot lugng valin xéc dinh dugc mo ta & trén vao do
ubng. D) ubng tir tra xanh nhu dwgc dé cdp trong sang ché 1a tén chung ciia cac db
ubng Kkét hop dich chiét tir 14 tra thu duoc bz“mg cach sir dung nudc, nudc ndng, hodc
dung dich nudc chira chét tro chiét, tir 14 tra xanh duoc san xuét tir 14 tra duoc hai tir
cac cay thudc chi Camellia, bao gbm céc gidng C. sinensis, C. assamica va Yabukita,

va cac giéng lai ctia chang (vi dy, Sencha, Bancha, Gyokuro, Tencha, Kamairi-cha).

D) ubng tir tra xanh theo sang ché khong bao gdm 6 udng tir tra Hojicha (tra
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da sao). Hojicha 1a tra dugc san xut bang cach sao 14 tra xanh néu trén (vi du, Sencha,
Bancha) va/hodc canh tra ¢ nhiét d§ cao, va do d6 c6 huong vi dé qua sao dac trung.
Do huong vi dad qua sao nay, két hop vdi vi déng cua valin, tao ra vi déng dugc cam
nhén manh, nén viéc két hop valin vao a6 uéng tir tra Hojicha dan dén viée tao ra dd

ubng tir tra ¢4 vi ddng nhung khong c6 vi kokumi.

Vi muc dich ctia sang ché, thuat ngit “catechin” (trong ban md ta nay con dugc
goi 1a “(a)”) chi catechin monome khong polyme hoa ((+)-catechin (sau day duoc goi
la “C”), (-)-epicatechin (sau day goi 1a “EC”), (+)-galocatechin (sau day goi 1a “GC”),
(-)-epigalocatechin (sau day goi la “EGC”), (-)-catechin galat (sau ddy goi la “Cg”), (-
)-epicatechin galat (sau day goi la “ECg”), (-)-galocatechin galat (sau day 1a “GCg”),
va (-)-epigalocatechin galat (sau dy goi 1a “EGCg™)). Ham lugng catechin chi tng
luong cua tit ca cac loai catechin khdéng polyme hoéa nay. Céc thanh phin cta 16p
catechin khong phai polyme ma c6 nhém galat (nghia 1a, Cg, Ecg, GCg, EGCg) duoc
goi 1a “catechin loai galat”, va ham luong catechin loai galat chi tdng luong cua céc
catechin loai galat néu trén. Céc thanh phén ctia 16p catechin khong phai polyme ma
khong c6 nhém galat (vi dy, C, EC, GC, EGC) duoc goi 1a “catechin ty do”, va ham
lwong catechin tu do chi tdng lugng cla céc catechin tu do néu trén. Ham luong
catechin trong d6 ubng duoc xac dinh va dugc dinh lugng bodi quy trinh dua vao phép

do sic ky long hiéu ning cao (HPLC).

Thuat ngir “dd udng tir tra ¢d lugng catechin thap” chi db ubng tir tra xanh
chita mdt hodc nhiéu loai catechin dugc 1iét ké & trén véi té_ng néng d6 nam trong
khoang tir 50 dén 400 ppm, t6t hon 13 tir 60 dén 380 ppm, t&t hon nita 14 tir 75 dén 350
ppm, tinh trén téng lugng dd uéng. Loai catechin nay khong bi gigi han cu thé, nhung
viéc thiét dat ty 1€ cua cac catechin ty do cao hon ty 1€ ctia céc catechin loai galat cho
phép tac dung duoc md ta dudi ddy ctia valin theo sang ché s& duoc thé hién rd rang

hon.

N6i chung, dd udng tir tra catechin trung binh va thdp khong dugc bd sung
chét tao ngot hodc chét axit hoa c6 van dé& & chd né c¢6 hwong thom du va huong thom
kéo dai yéu, thiu vi kokumi va vi umami, va vi nhat so voi dd uéng tir tra chira
catechin & néng d6 binh thuong hodc cao, vi dy, & néng dd 16n hon 400 ppm. Tuy

nhién, d6 udng tir tra c6 luong catechin thdp theo sang ché chira mot luong valin x4c
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dinh ¢6 su ting cudng dang ké vé& huong sau miii. Thuit ngit “hwong sau mii” thuong
chi huong vi dugc cam nhén khi rugu, v.v. duge dua vao trong miéng va, khi n6 dung
yén, khong khi dugc hit qua miéng, di qua khoang miéng va mii, va dugc déy ra qua
miii. Tuy nhién, dé cho thudn tién, trong ban md ta niy thuét ngft ndy s& chi huong
thom di qua miéng dén miii trong du vi ctia mui vi kéo dai sau khi db udng dugc nubt
xudng. Co ché tang cudng huong sau mdii 1a chua biét, nhung né ¢6 thé duge cho 1a do
viée két hop mot lugng valin xac dinh vao dd udng tir tra xanh theo sang ché ting

cuong cé chon loc huong thom ngot va vi kokumi von ¢6 cua tra.

P uéng tir tra xanh theo séng ché chira mot lugng valin xéc dinh c6 vi tinh
khiét cta tra c6 lugng catechin thép va su can béng gitta vi kokumi/vi umami va vi
déng/vi chat. Fig.1 thé hién dd thi ctia mui vi cua dd uéng tur tra xanh theo sang ché.
Dd ubng tir tra xanh theo sang ché khac biét & chd ngudi ubng c6 thé cam nhén duoc
huong thom ngot déc trung cia tra ngay sau khi dua d6 udng vao trong miéng, sau d6
trong khi gitt 0 udng trong miéng, ngudi udng cé thé cam nhan dugc khong chi vi
kokumi va vi ngot ma ca vi tinh khiét cta tra, ngay ca sau khi nubt db udng, van cé thé

cam nhén duoc su kéo dai ciia huong sau miii.

Db ubng tir tra theo sang ché c6 kha ning udng cao 1 do n6 khong c6 vi déng
va vi chat va co6 vi tinh khiét. Nhu duoc dé cép trong ban mo ta nay, thuat ngit “kha
ning ubng” 1a lugng db ubng duoc tiéu thy trong mot 14n ubng. PS udng c6 kha ning
ubng duoc ting cudng c6 nghia 1a n6 ¢6 thé dugc udng véi cée lugng 16n dé dap tit
con khat ciia mot ngudi - ndi cach khéc, ta c6 thé thudng thirc lugng 16n d6 ubng tir tra
ma khong bi ngéy. Nhu duge dé cap trong ban mé ta ndy, cu thé 1a thuat ngit “lugng
16n” ¢6 nghia 13 lwong db udng duoc tidu thy bdi mot ngudi dan dng trudng thanh
trong mot 14n udng nim trong khoang tir 350 mL dén 2000 mL, 5t hon 1a tir 500 mL
dén 1000 mL.

Nhu duoc mé ta & trén, do dd udng tir tra chira lugng catechin trung binh va
thAp khong duoc bd sung chét tao ngot hodc chit axit hoa c6 thé thé hién rd rang hidu
quéa cua sang ché, dd udng tir tra chita lugng catechin trung binh va thdp nay 1a mot
trong sb cac phuong 4n wu tién clia séng ché. Nhu dugc dé cap trong ban mé ta nay,
thuat ngit “chit tao ngot” chi thanh phdn, trir chiét xuft tir trd, s& dugc bd sung véi

muc dich tao ra vi ngot, va cac vi du cu thé bao gom dudng, glucoza, fructoza, dudong
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long dd ddng phdn héa, glyxyrizin, dudng stevia, chit tao vi ngot (aspartame),
fructooligosacarit, va galactooligosacarit. Thudt ngit “chit axit héa” chi thanh phin,
trir chiét xudt tir tra, s& duoc bd sung v&i muc dich tao ra vi chua, va cac vi du cu thé
bao gdm nudc qua ép dugc chiét tir cac thanh phan ty nhién, cling nhu axit fumaric va
axit phosphoric. Nhur dugc dé c4p trong ban md ta nay, thuit ngit “dd udng tir tra trung
tinh” chi dd ubng tir tra ¢6 d6 pH & nhiét d6 20°C nim trong khoang tir 5,0 dén 7,0, tdt
hon 14 tir 5,5 dén 7,0, t6t hon nita 1 tir 5,5 dén 6,5.

Céc thanh phén khac

Chiét xult tir tra xanh tao ra chit gbc cho catechin (a) va valin (b) chira
methionin (trong ban mo ta nay con duge goi 1a “(c)”), mac du véi lugng vét. Theo céc
nghién cru dugc tién hanh bdi cac tac gia sang ché, dd phat hién 1a sy co mit cia
methionin, axit amin dugc biét 1a tao ra vi déng, anh hudng dén tac dung cta valin
theo sang ché. Do d6, wu tién viée lya chon 14 tra dugc st dung dé tao ra chiét xuét tir
tra va viéc diéu chinh didu kién chiét cin dugc thuc hién dé giam ham luong
methionin trong dd ubng tir tra theo sang ché. Cu thé hon, ham lwgng methionin dugc
didu chinh dén khoang tir 0,1 dén 4,0 ppm, tinh trén tong luong d6 udng tir tra. Ty 18
khdi luong ctia methionin véi valin t&t hon 1 khéng 16n hon 5, t6t hon nita 13 khong

16n hon 3.

Db udng tir tra theo séng ché cfing c6 thé c6 theanin (trong ban md t nay con
duoe goi 1a “(d)”) duoc két hop trong d6. Theanin dugc biét 1 thanh phan umami ctia
tra, va dd uéng tr tra ¢c6 ham lugng theanin ting s& c6 vi kokumi va vi umami.
Theanin gdm y-etylamit clia axit glutamic. Cac chit ddng phan L-, D-, va DL- (chit
déng phén triét quang) cta theanin cling cé thé dugc st dung, dic biét tdt hon 14 su
dung chit ddng phan L cta nd. Theanin ciing c6 thé duoc str dung & dang chit phan
tmg c6 ban trén thi truong, san phdm tinh khiét (san phdm dugc tinh sach c6 ham
lugng theanin bing it nht 98%), san phém tinh khiét thd (c6 ham luong theanin ndm
trong khoang tir 50 dén 98%), chiét xudt tir tra, hogc chat cd ctia no.

Vi du vé phuong phap tao ra theanin bao gbm céc phuong phap dua vio viée
phan tach va tinh sach tir 14 tra, tdng hop héa hoc, nudi cdy md bang cach sir dung té
bao tr cdy ché, hodc phan ‘g enzym. Phuong phép dua vao phan ing enzym duge

ldy vi du boi phuong phép trong d6 glutaminaza duge cho phan {mg trong hdn hop
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axit glutamic/etylamin dé thu dugc theanin, va theanin thu dugc theo cach nay dugc
ban trén thi truong dudi thuong hi¢u “Suntheanine” (Taiyo Kagaku Co., Ltd.). La cé

loi néu sir dung theanin thu dugc bdi phan ing enzym lam (L-) theanin theo sdng ché.

Ham luong theanin trong db udng tir tra theo sang ché c6 thé dugc x4c dinh
mot cach thich hop tiy thudc vao mirc d6 cta vi kokumi can duoc tao ra cho dd uéng
tir tra duoc quan tdm. Khi theanin c6 v6i ndng do khong nho hon 10 ppm tinh trén
tdng lugng db ubng, thanh phin nay c6 thé thé hién 16 rang kha ning ngin sy giam vi
kokumi ctia né khi d6 udng dwoc bao quan trong mot thoi gian dai, vi du, khi d6 udng
dugc bao quan va duge phan phéi trén thi truong & dang dugc déng trong dd chira.
Khi theanin ¢é mat véi néng do qué cao, mui hép rd rét cd xu hudng sinh ra khi gia
nhiét trong budc tiét trung béng nhiét hoac khi xir ly twong tu. Ham lugng theanin theo
sdng ché thuong nim trong khoang khoang tir 10 dén 50 ppm, tot hon 1a tir 12 dén 40
ppm, t5t hon nita 1a tir 14 dén 30 ppm.

DJ udng tir trd & dang dugc dong trong dd chira c6 van dé trong d6 vi kokumi
va vi umami gidm do theanin bi phén hiy trong qua trinh bao quan thoi gian dai. Sy
thay ddi ctia cac ddu hiéu nay 1 dic biét dang ké trong db udng c6 vi nhe, nhu db
ubng tir tra ¢ lugng catechin thdp. Theo c4c nghién ciru duoc tién hanh béi cac téc gia
sang ché, viéc didu chinh ty 18 tuong dbi ciia methionin (c) véi theanin (d) nam trong
mdt khoang xac dinh s& ngén viéc giam vi kokumi cta theanin khi bado quan thoi gian
dai. Cu thé hon, ty 18 ctia methionin (c) v6i theanin (d) ((c)/(d)) trong d6 ubng tir tra
duoc diéu chinh ndm trong khoang tir 0,035 dén 0,200. Néu ty 18 (c)/(d) nho hon 0,035,
viéc ngan sy giam vi kokumi lién quan dén sy phan hity theanin s& khong dat duge. Ty
18 (c)/(d) vuot qua 0,200 ciing khéng t6t do mui dic thi clia axit amin chira luu huynh,

methionin, s& tré nén ning hon trong qua trinh bao quan thoi gian dai.
Sang ché boc 16 cac db udng tir tra (ii) va (iii) dudi day.
(ii) D4 udng tir trd xanh déng gbi sin chira cac thanh phan tir (a) dén (d) dudi day:
(a) catechin v6i luogng tir 50 d&n 400 ppm,
(b) valin v&i luong tir 0,5 dén 100 ppm,
(¢) methionin véi lugng nho hon 5,0 ppm,

(d) theanin véi luong tir 10 dén 50 ppm.
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(iii) P udng tir trd xanh déng géi sin chira cac thianh phan tir (a) dén (d) dudi day:
(a) catechin véi luong tir 50 dén 400 ppm,
(b) valin véi lugng tir 0,5 dén 100 ppm,
(¢) methionin v6i lugng nhd hon 5,0 ppm,
(d) theanin v6i luong tir 10 d&én 50 ppm,

va dd udng tir trd xanh déng gdi sin c6 ty 18 (theo khéi lugng) clia methionin (c) véi

theanin (d) ((c)/(d)) trong dd udng tir tra nim trong khoang tir 0,035 dén 0,200.

Dd ubng tir tra theo sang ché khac biét & chd huwong thom dau va huong kéo
dai cta thanh phan thom dugc ting cudng bing cach bd sung valin. Do dé, c6 thé
thuéng thirc hwong thom vén c¢é ciia tra ma khong can bd sung chét tao huong vi,
trong khi va sau khi udng d6 udng tir tra theo séng ché. Néu chét tao hwong vi dugc bd
sung, chit tao huong vi nay c6 thé phat huy hét tiém ning ctia n6, nhung co thé xay ra
vAn d 1a dung méi dugc st dung trong cht tao huong vi ¢6 thé anh huéng dén huong
vi ctia dd udng tir tra c¢6 luong catechin thip, tir d6 lam thay dbi su can bang coa chét
tao hwong vi trong qué trinh tiét tring bing nhiét hodc bao quan; do do, wu tién khong

b sung chit tao huong vi vao d6 ubng tir tra theo sang ché.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring trong dd ubng tir tra theo sang ché c6
huong sau mili dugce ting cuong dang ké bing cach két hop mét lugng valin x4c dinh,
huong thom va mui vi (déc biét 14 huong 14 non twoi mat déc trung cta tra xanh) duge
tang cudng, va vi kokumi va huong thom dAu duoc cai thién dang ké bang cach két
hop thém axit phosphoric & ndng d6 dudi ngudng (trong ban mo ta nay con duge goi
1a “(e)”). Nhu dugc dé cap trong ban md ta ndy, huong thom dAu chi sy cam nhén tiéu
biéu cho cudng d6 clia huong thom duge cam nhén bﬁng mii trude khi d6 uéng duoc
dua vao trong miéng, hodc huong thom lan toa trong khoang miéng duoc cam nhén

ngay sau khi d6 uong dugc dua vao trong miéng.

Thuit ngft “ham lugng axit phosphoric dudi ngudng” c6 nghia la tbng ham
lugng axit phosphoric trong dd udng tir tra xanh nim trong khoang tir 2,0 dén 15
mg/100 mL, tdt hon la ti 2,5 dén 6,0 mg/100 mL. Néu téng ham lwong axit
phosphoric vugt qua 15 mg/100 mL, thi vi chua ctia axit phosphoric ¢6 thé 1am giam

hiéu qua ting cudng 1én huong 14 non. Ngoai ra, khdng c6 hiéu qua tang cudng mong
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doi nao c6 thé thu duoc khi c6 mit axit phosphoric véi lugng nho hon 2,0 mg/100 mL.

Vi du v& axit phosphoric c¢6 thé dugc st dung bao gém san phim axit
phosphoric ¢ ban trén thi truong, san phim axit phosphoric tdng hop, va san phim
axit phosphoric @n dugc khac bét ké phuong phép san xut nd. Thuc vat va chiét xuét
tir thyue vat chira axit phosphoric ciing c6 thé duoc sir dung khi ching & dang duoc tinh
sach (ké ca dang tinh sach thd). Uu tién axit phosphoric dwgc két hop vao dd udng
theo sang ché & dang chiét xut tir tra xanh. Axit phosphoric dugc bao cdo 13 c6 mit
trong Gyokuro v&i lugng cao hon trong Sencha (xem tai liéu khong phai sang ché 1:
Tea Research Journal, no. 93, p. 26-33 (2002)). Do do, mét trong sd céc phuong an vu
tién clia dang trong d6 axit phosphoric dugc két hop c6 thé dugc 14y vi du boi chiét
xuét tir trd Gyokuro.

Céc tac gia sang ché da chimg minh 13 huong thom tuoi mat dic trung cia tra
xanh ma dugc tang cuong bdi axit phosphoric ¢6 ngudn gde tir (cac) thanh phén thom
nhu linalol, linalol oxit, geraniol, va/hodc phenylaxetaldehyt. Do do, tdt hon 1a dd
udng tlr trd xanh chira axit phosphoric & ndng d6 dudi ngudng chira it nhit mot, tt
hon nita 14 tt c4, trong sd linalol, linalol oxit, geraniol va phenylaxetaldehyt. Cu thé 13,
dd udng tir tra chira linalol v&i lugng tir 3 dén 100 ppb (trong ban md ta niy con duge
goi 1a “()”) 1a mot trong sd cac phuong an uu tién clia séng ché.

Sang ché boc 16 cac dd ubng tir tra (iv) va (v) dudi day.

(iv) D6 udng tir tra xanh déng géi sin chira cdc thanh phin (a), (b) va (e) dudi day:

(a) catechin v6i lugng tir 50 dén 400 ppm,

(b) valin v6i lugng tir 0,5 dén 100 ppm,

(e) axit phosphoric véi lugng tir 2,0 d&én 15 mg/100 mL.

(v) D) udng tir tra xanh déng gobi sén chira céc thanh phan (a), (b), (e) va (f) dudi day:

(a) catechin véi lugng tir 50 dén 400 ppm,

(b) valin véi luong tir 0,5 dén 100 ppm,

(e) axit phosphoric véi lugng tir 2,0 dén 15 mg/100 mL,

(f) linalol véi luong tir 3 dén 100 ppb.

Trong khi d6, céc tic gia sang ché da phat hién ra rang vi giai phap khic phuc
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van dé trong d6 céc qua trinh xr 1y nhiét nhu tiét tring bang ndi hip lam mait hoic
giam hwong thom va mui vi hio hang ctia d udng tir tra xanh, dic biét 1a dd udng tir
tra ¢6 luong catechin thip, viéc két hop cac luong vét ctia phenylaxetaldehyt (g) va
linalol (f) & cac ndng dd xac dinh 1am ting cudng huong thom dic trung cla trd ma
khong tao ra cadm nhén vé su khéc la. Cu thé, néng dd dudi ngudng cua
phenylaxetaldehyt (g) (tir 0,2 d&én 1,0 ppb) va linalol (f) (tir 2,8 dén 10 ppb) duoc két
hop. Cu thé, viéc két hop cac thanh phin ndy & ty 18 tuong dbi (theo khdi lugng)
((H)/(g)) nim trong khoang tir 9 dén 25, t6t hon 14 tir 9 dén 20, d4n dén viéc cai thién vé
hwong thom (vi du, hwong thom dau (huong lan téa trong khoang miéng khi dd uéng
dugc dua vao trong miéng); hwong sau mili (hwong kéo dai dugc cam nhén sau khi d6
udng duoc nudt xubng)), vi (vi kokumi), va vi ngon (sw can bang giita vi va huong)
cia dbd ubng tir tra. P udng tir trd xanh chira céc thanh phén ndy ¢ ty 18 ndm trong
khoang néu trén s& giau huong ngot va tao ra mirc d cdm nhén cta toan bd co thé tran
dly vi ngot va vi umami. Db ubng c6 ty 18 (£)/(g) qua thip s& thiéu do twoi mat, trong
khi d6 dd udng c6 ty 18 (£)/(g) qué cao s& quéa ndi bat chi vé mui thom ciia hoa ctia né

lam né ma c6 thé tao ra cam nhan khac la cho d6 udng tir tra.

Tt hon 13, phenylaxetaldehyt (g) va linalol (f) duoc két hop vao dd ubng tir
tra & dang chiét xudt tir tra xanh. Viéc két hop céc thanh phan nay & dang chiét xut tir
tra xanh tao ra vi ty nhién hon cho d6 udng tir trd. Ham lugng ciia céc thanh phén
thom trong dd ubng tir tra c6 thé dugc dinh lugng bing cach sir dung phurong phép sic
ky khi ghép khéi phé (gas chromatography with mass spectrometry: GC/MS).

Viée két hop axit phosphoric dwoc md ta & trén vao dd udng tir tra chira cac
lugng phenylaxetaldehyt va linalol xac dinh néu trén din dén sy ting cuong cong gop
hogc hiép ddng cta hwong thom va mui vi ctia d ubng tir tra ¢6 lugng catechin thép.
Trong trudng hop niy, ham luong axit phosphoric wu tién trong d6 ubng tir tra nim
trong khoang tir 1,5 dén 15 mg/100 mL, t6t hon nita 12 tir 2,0 d&n 10 mg/100 mL, con
t6t hon nira 12 tir 2,5 dén 5 mg/100 mL.

Sang ché boc 16 dd udng tir tra (vi) va (vii) dudi day.
(vi) D& udng tir trd xanh déng gbi sin chira cac thanh phén (a), (b), () va (g) dudi day:
(a) catechin v&i lugng tir 50 d&én 400 ppm,

(b) valin véi luong tir 0,5 dén 100 ppm,
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(f) linalol v&i lugng tir 2,8 dén 10 ppb,

(g) phenylaxetaldehyt vdi luong tir 0,2 dén 1,0 ppb.
(vii) D) ubng tir trd xanh déng géi sén chira cc thanh phén (a), (b), (f) va (g) dudi
day:

(a) catechin v6i luong tir 50 dén 400 ppm,

(b) valin v&i luong tir 0,5 d&n 100 ppm,

(f) linalol véi lugng tir 2,8 dén 10 ppb,

(g) phenylaxetaldehyt véi lugng tir 0,2 dén 1,0 ppb,

va db udng tir tra xanh dong goi sin co ty 1& (theo khdi lugng) cia linalol (f) véi

phenylaxetaldehyt (g) ((f)/(g)) trong d6 udng tir trd ndm trong khoang tir 9 dén 25.

Ngodi ra, céc tic gia sang ché da phat hién ra ring viéc két hop cac ndng do
xéc dinh cta céc oligosacarit cu thé vao db ubng tir tra c6 lwong catechin thdp khong
chi din dén su ting cudong dang ké vé& vi kokumi va vi umami, dén dén viéc cai thién
vé kha ning uéng, ma con co tac dung tdt cho viée ngan mui hép dugc cam nhan rd
trong dd ubng tir tra ¢6 luong catechin thip. Cu thé hon, d5 udng tir tra chira trisacarit
rafinoza (trong ban mé ta nay con dugc goi 1a “(h)”) dugc biéu didn béi cong thirc (1)
dudi day:

Cong thuc 1

OH OH
C
HO
H
OH
HO Q o
HO o)
H
o]
H OH

va tetrasacarit stachyoza (trong ban md ta nay con duge goi 1a “(i)”) dugc biéu
dién boi cong thire (2) dudi day:

Cong thtrc 2
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va c6 tdng lugng theo khéi lugng rafinoza va stachyoza ((h + i)) khong nho
hon 10 ppm, 6t hon 1 khéng nhé hon 15 ppm, tét hon nita 13 khéng nhé hon 20 ppm,
ddc biét tt hon 1a khong nhé hon 30 ppm, va tbi da 1a khoang 100 ppm, c6 thé c6 su
cai thién v& kha ning udng trong khi vin duy tri dugc vi tinh khiét ctia d6 udng tir tra

¢6 lugng catechin thip.

Do d6, viéc tao ra dd uéng tir tra theo sang ché c6 kha nang uéng duoc cai
thién béng cach két hop mot lugng valin xé4c dinh, theo mdt phuong 4n trong d6 céc
ndng d6 xac dinh clia cic oligosacarit néu trén dugc bb sung tiép, dan dén viéc cai
thién cong gdp hodc hiép ddng kha niang ubng ctia dd ubng tir tra c¢6 luong catechin
thip. N6i cach khac, viéc bd sung cac oligosacarit ndy tao ra d6 ubng tir tra xanh dugc
ua thich hon dugc tao ra véi huong thom d4u, huong kéo dai, vi kokumi, va vi umami,
va ¢6 huong ngot duge ting cuong cd chon loc cta tra. Pugce wu tién 1a trong d6 udng
tr tra nay, ham lugng rafinoza (h) thip hon ham lugng stachyoza (i), nghia 13, mébi
quan hé (h) < (i) sau ddy dugc thoa mén. Khi ham luong stachyoza cao hon, c6 thé tao
ra dd uéng tlr tra dic trung boi viée duoc tao ra véi huong ngot va vi kokumi, va boi
viéc tao ra huong thom va mui vi hdo hang ca & trang théi lanh 14n & trang thai Am &

nhiét d6 binh thuong.

Ty 18 cta tdng khdi lugng rafinoza va stachyoza véi tbng khéi lwong catechin
(a) ((h+i)/a) tét hon 14 khong nhé hon 0,04, tt hon nita 1a khong nhé hon 0,06, con tét
hon nitta 14 khéng nhé hon 0,08, dac biét tdt hon 1a khong nho hon 0,10. Khi ty 1&
tuong d6i cia cac oligosacarit cao so v6i catechin, thi vi déng va vi chat c6 thé duoc
giam nita, va vi tinh khiét c6 thé duge bd sung. Tét hon 13, rafinoza va stachyoza duoc

két hop & dang chiét xuAt tir thuc vét, t6t hon nita 1a chiét xudt tir 14 tra (dac biét la 1a
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tra xanh).

Séang ché boc 16 cac d6 ubng tir tra (viii) va (ix) dudi day.
(viii) Pd ubng tir tra xanh déng géi sin chira cac thanh phin (a), (b), (h) va (i) dudi
day:

(a) catechin véi lwong tir 50 dén 400 ppm,

(b) valin véi luong tir 0,5 dén 100 ppm,

(h) rafinoza,

(i) stachyoza,

va dd ubng tir tra xanh déng géi sin c6 tong lwong rafinoza va stachyoza ((h)+(i))

trong db ubng tir tra nim trong khoang tir 10 dén 100 ppm.
Db udng tir tra xanh déng gbi sdn

D6 udng tir tra theo sang ché chita mdt lugng valin x4c dinh va tly ¥ c4c thanh
phin bd sung, c6 kha ning ngan mui hip khé chiu c6 thé sinh ra trong d6 udng tir tra
dong gbi sin duoc san xudt thong qua qua trinh tiét tring bang nhiét, va do d6 1a ¢6 loi
néu dugc cung cdp & dang dd ubng tir tra dong goi sin. Gidng nhu trong trudng hop
ctia d0 udng théng thudng, dd chira dugce sir dung cho db udng tir tra theo sang ché c6
thé dwoc cung clp & cic dang thong thudng, bao gdbm dd chira duge duc gbe
polyetylen terephtalat (nghia 13, chai PET), hop kim loai, d chira bang gidy két hop

v6i mang kim loai hodc mang chét déo, va chai thiy tinh.

P ubng tir tra theo sang ché d& udng dén muc né c6 thé duoc nubt véi cac
lugng 16n, va luong d6 udng theo sang ché nim trong khoang tir 350 mL dén s& 1000

mlL., t6t hon 13 tir 500 mL dén 1000 mL.

Ngoai ra, dd udng tir tra theo sang ché c6 thé 1am cho toan bo co thé tran ddy
huong vi ngot va vi umami, va c¢6 thé dugc thudng thirc ca & trang thai lanh 13n & nhiét
d6 binh thudng (& trang thai 4m); do d6, dd ubng theo sang ché thich hop cho viéc
dugc dong trong chai PET déng mé dugc bang nip dé cho phép san phim con lai duogce
bao quan, va d ubng it mot trong mot khoang thoi gian dai trong vin phong hodc chd

tuong tu.

Phuong phap san Xuét
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Db ubng tir tra theo sang ché co thé duge san xuit bang phuong phap san xuét
bao gém cac budc, vi du:
(1) tAm 14 tra xanh véi dung dich nuéc chira valin va sau d6 1am kho 14 tra da

tAm béng cach sao dé thu dugc 14 tra gidu valin,
(2) tron 14 tra gidu valin véi 14 tra xanh bd sung @ thu dugc hdn hop 14 tra,
(3) xir Iy chiét hdn hop 14 tra dé tao ra ché phdm long, va
(4) tiét tring ché phdm 10ng bing cach gia nhiét.

Theo cach khac, dd udng tir tra theo sang ché ciing ¢6 thé dugc san xuit bing

phuong phap bao gdm cac budc:

(1) tAm 14 tra xanh véi dung dich nuéce chira valin va sau d6 lam kho 14 tra da

tAm béng cach sao dé thu dugc 14 tra giau valin,
(2) xtt 1y chibt 14 tra giau valin @ tao ra chiét xut valin long,
(3) xtt Iy chiét 14 tra xanh bd sung dé tao ra dich chiét tir tra xanh,

(4) tron chiét xuét valin 1ong véi dich chiét ti tra xanh d tao ra ché pham léng,

va
(5) tiét tring ché phdm 1ong bing cach gia nhiét.

Theo ca hai phuong phép san xut néu trén, viéc xir ly chiét & nhiét d¢ thap
duoc vu tién dé san xudt dd udng tir tra ¢6 lugng catechin thip. Cu thé, viéc xir 1y chiét
ndy duoc thyc hién & nhiét do khong cao hon khoang 60°C, tét hon 1a tir 10 dén 60°C,

t5t hon nita 1a tix 15 dén 55°C.

Trong truong hop dd udng theo sang ché duoc déng trong cac dd chira nhu
hop kim loai dé cho phép tiét tring bang nhiét sau khi déng hop, viéc tiét trung bang
nhiét dugc thuc hién trong diéu kién tiét tring dugce quy dinh trong Luat vé sinh thuc
phidm (Food Sanitation Act). Trong truong hop d6 ubng theo séng ché dugc dong
trong cac dd chira nhu chai PET va dd chira bang gidy ma khéng cho phép tiét tring
béng ndi hip, thi viéc tiét trung duge thuc hién trong diéu kién tiét tring gidng nhu
néu trén trude khi dong chai; vi dy, dd ubng duoc tiét tring & nhiét do cao trong mot
khoang thoi gian ngén bing cach sir dung thiét bi trao dbi nhiét kiéu tAm hoac kiéu

twong tu, va sau d6 dugc lam ngudi xudng nhiét d§ xac dinh va dugc dong vao do
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chira nay.
Vi du thwe hién sang ché

Duéi day, sang ché s& duge md ta cu thé va chi tiét béng cac vi du thir nghiém
va thuc hién sang ché, nhung sang ché khéng bi gi6i han & cac vi du nay.
Vidul

Db ubng tir tra Sencha cb béan trén thi trudong (c6 ham lugng catechin bang 800
ppm) duge déng trong chai PET dugc pha lodng bang nude dé thu duoc dd udng tir tra
¢6 lugng catechin thép véi ham luong catechin bang 300 ppm (sb 1; vi dy tham chiéu).
B& sung L-valin (Ajinomoto Healthy Supply Co., Inc.) vao db ubng thu dugc theo
codng thirc pha ché duoc thé hién trong bang 1 dé thu duoc cac d6 udng khac nhau (s6
2 dén s6 6, s6 6 1a vi du tham chiéu). Sau khi dugc tiét tring bang cach gia nhiét trong
diéu kién tiét tring theo quy dinh ctia Luét vé sinh thuc phim, 500 mL mdi dd ubng
dugc dong vao chai PET, déng nép va bit kin d& bang cach nay thu duoc dd udng tir
tra xanh déng géi sin. DS udng tir tra xanh déng géi sdn nay duge dinh lwong vé ndng
d6 catechin va cac axit amin (valin, methionin, theanin) ctia né. Diéu kién phén tich la

nhu sau.
Xac dinh catechin

Pd uéng tir tra dudi dang cac mau duogce dua qua bo loc (0,45 pm) va qua phan

tich HPLC. Diéu kién phén tich HPLC 14 nhu sau.

- Hé théng HPLC: hé théng HPLC LC8020 model II cia TOSOH
- Cot: TSKgel ODS80T sQA (4,6 mm x 150 mm)

- Nhiét do cot: 40°C

- Pha ddng A: nudc/axetonitril/axit trifloaxetic (90:10:0,05)

- Pha dong B: nudc/axetonitril/axit trifloaxetic (20:80:0,05)

- Budc song phat hién: UV 275 nm

- Thé tich tiém: 20 pL

- Luu lugng: 1 mL/phut.

- Chuong trinh gradien:
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Thoi gian (phut) %A %B

0 100 0
5 92 8
11 9 10
21 90 10
22 0 100
29 0 100
30 100 0

- Chét tham chiéu: Catechin, epicatechin, galocatechin, epigalocatechin, catechin galat,
epicatechin galat, galocatechin galat, va epigalocatechin galat (chat phan ng d6 tinh

khiét cao duoc san xuit béi Kurita Analysis Service Co., Ltd.)
Xac dinh axit amin

Viéc xac dinh axit amin cling dugc thuc hién béng cach st dung phuong phap
HPLC. Piéu kién phén tich HPLC nhu sau.

- Hé théng HPLC: b0 phan tich axit amin 2695 cua Waters

- Cot: cot AccQ-Tag (3,9 mm x 150 mm)

- Nhiét d¢ cot: 40°C

- Pha dong A: AccQ-TagA (pH=5,8)

- Pha dong B: axetonitril

- Pha dong C: nudc/metanol = 9/1

- Bude séng phat hién: EX, 250 nm; EM, 395 nm; hé sb khuéch dai, 100

- Thé tich tiém: 5 uL

- Chuong trinh gradien:
Thoi gian Luu luong
%A %B  %C
(phut) (mL/phut)
0 1 100 0 0
1 1 99 1 0
16 1 97 3 0
25 1 94 6 0
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35 1 86 14 0
40 1 86 14 0
50 1 82 18 0
51 1 0 60 40
54 1 100 0 0
75 1 0 60 40
110 0 0 60 40

- Chét tham chiéu: axit amin (valin, methionin, theanin)
Dénh gia cam quan

D ubng tir tra dugc dwa qua thir nghiém udng bdi nim ngudi tham gia thir
nghiém. Vi€c danh gia dugc thuc hién dbi voi vi tinh khiét, huong sau mii, vi kokumi
va vi ding, theo cdc tiéu chuin chi tiét dudi ddy. Sau day, thuat ngit “huong sau mi”
chi hwong thom di qua miéng dén mdii trong du vi kéo dai sau khi d6 ubng duoc nubt.
Tiéu chuin danh gi4

5: rat tt, 4: tbt, 3: trung binh, 2: khong tt, va 1: kém. Diém dénh gia dugc léy
trung binh.
Dénh gid chung

©: rat tbt, O: tét, A: trung binh, X: khéng tot. Két qua ctia mdi d6 udng
duoc chi ra boi viée danh gia dugc thuc hién boi sb luong nguodi tham gia thir nghi€ém
16n nhat.
Két qua dénh gia

Két qua dugc thé hién trong bang 1. Khi valin dugc két hop voi ndng d6 nim
trong khoang khoang tir 0,5 dén 100 ppm, huong sau miii va vi kokumi dugc ting
cudng rat t6t ma gin nhu khéng tao ra cam giac ding, trong khi vi tinh khiét ctia d6

ubng tir tra c6 lugng catechin thap vin dugc duy tri.

Bang 1
S6 1 S6 2 S63 S6 4 S65 86 6*
Catechin (a) [ppm] 300 300 300 300 | 300 300
Valin (b) [ppm] 0,3 0,5 1 10 90 110
Methionin (c) [ppm] 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
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Theanin (d) [ppm] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
(c)/(d) 0304 | 0304 | 0304 [ 0304 | 0,304 0,304
Vi tinh khiét 4,0 3,9 3,9 3,9 3,7 2,2
Huong sau miii 1,8 3,3 3,5 3,7 4,0 4,1
Vi kokumi tiéu bidu| 2,1 3,3 3,5 3,8 4,0 4,1
cua tra

Vi dang 3,9 3,7 3,7 3,2 2,8 1,0
Panh gia chung X o) © © o) X
*) Tham chiéu

Vidu?2

bd uéng tur tra ¢6 lugng catechin thép s6 4 dugc san xuit trong vi du 1 dugc
pha loéing tiép bing nuéc tir 2 dén 7 14n, va bd sung loai valin giéng nhu dugc sir dung
trong vi du 1 vao hdn hop thu dugc theo cdng thirc pha ché duogc thé hién trong bang 3,
va dd ubng thu duge duoc danh gid vé kha ning udng ctia nd. Viée danh gia duoc thuc
hién boi ndm ngudi tham gia thir nghiém c¢6 chuyén mén theo tiéu chudn dudi day vé
kha ning ubng: ©: rat tbt, O: t6t, A: trung binh, X: kém. Két qua ctia mbi dd
ubng duoc chi ra béi viée danh gia duge thuc hién boi sb lugng ngudi tham gia thi

nghiém 16n nhét.

Két qua dugc thé hién trong bang 2. D6 udng tir tra c6 ham lugng catechin
khong 16n hon 50 ppm (s 7; vi du tham chiéu), ngay ca khi mdt lugng valin xac dinh
duoc bd sung, khong cé hidu qua ting cudng 1én vi kokumi va huong sau mili, va c6 vi
nhe va nhat. D udng tir tra ¢6 lugng catechin thdp véi ham lugng catechin khong nhé
hon 50 ppm (s6 12 dén s6 16) dugc danh gid bdi tat ca nhitng ngudi tham gia thir

nghiém la duoc cai thién vé kha nang udng khi bd sung valin.

Béang 2
S67 | S68 | s69 | sb10 | sé11 | sb12
Catechin (a) [ppm] 43 50 60 75 100 150
Valin (b) [ppm] 1,4 1,7 2,0 2,5 3,3 5,0
Methionin (c) [ppm] 0,5 0,6 0,8 1,0 1,3 1,9
Kha nang udng X o) 0) © © ©
*) Tham chiéu
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Vidu3

B4 sung methionin (Ajinomoto Healthy Supply Co., Inc.) vao db udng tir tra
¢6 luong catechin thdp s6 4 dugc san xuét trong vi du 1 theo cong thirc pha ché (s6 13
dén sé 14) duge thé hién trong bang 3, va db udng thu dugc duoc danh gia vé kha
ning udng ctia n6. Viéc danh gia dugc thuc hién béi ndim ngudi tham gia thir nghiém
¢6 chuyén mén theo céc tiéu chudn dudi day: O: vuot trdi so véi db udng sb 4, A:
ngang bang véi dd ubng s 4, v4 X : kém hon so véi 5 udng s 4. Két qua cua mdi
dd udng dugce chi ra boi viée danh gia dugc thuc hién boi s§ luong ngudi tham gia thir

nghiém 16n nhét.

Két qua duoc thé hién trong bang 3. Pugc thdy 13 viéc bd sung methionin c6
xu hudng anh huong dén hiéu qua cai thién cuia valin 1én huong thom va mui vi cta dod
ubng tir tra c6 luong catechin thip. So véi db udng s 4 vé kha ning ubng, d6 udng sb
13 duoc danh gi 1a khong khac nhiéu béi ba trong s6 nam ngudi tham gia thir nghiém,
nhung db udng sb 14 va s6 15 chira methionin véi ndng dd vuot qua 5 ppm tinh trén
tdng lwong dd ubng, duoc dénh gia boi tit ca nhitng ngudi tham gia thir nghiém 13 kém
rd rang v& kha nang uéng va chi tao ra mic d0 cam nhan théy rét it vi kokumi va
huong sau miii. Pidu nay goi y 13 cAn diéu chinh ndng d6 methionin khéng 16n hon

5 ppm, t&t hon 1 khéng 16n hon 4 ppm, trong d6 udng chira valin.

Béang 3
S6 4 S613 |S614 [S615
Catechin (a) [ppm] 300 300 300 300
Valin (b) [ppm] 10 10 10 10
Methionin (c) [ppm] 3,8 5 6 7
Theanin (d) [ppm] 12,5 12,5 12,5 12,5
Kha nang ubng - A X X

Vidu4
(1) San xuét 14 tra gidu valin

L4 tra gidu valin dugc san xuat theo quy trinh dugc md ta trong vi du 2 trong
cong bd don yéu clu clp sang ché ctia Nhat Ban s6 JP 2012-183064. Trude tién, chiét

xuét tir tra gidu axit amin dwgc chudn bi. 10 g 14 tra xanh (dugc sao vira phai) dugc dé
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trong thing chira kin c6 trang bi canh khudy, va bd sung 180 mL nudc trao d6i ion &
nhiét d6 40°C dé ngam 14 tra xanh. Bb sung 0,2 g ché phdm proteaza (“Kokulase P”
duoc san xuét bdi Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation) vao chét 1ong nay, va ¢
nhiét d6 duogc gitt & 40°C, hdn hop dwgc khudy trong thoi gian 16 gio dé thyc hién xir
Iy bing enzym. Sau do, chit long da xir Iy bing enzym thu dwgc dugc gia nhiét & nhiét
d6 90°C trong thoi gian 10 phut d& 1am mat hoat tinh clia enzym, nhe d6 thu dugc dich
chiét bing enzym. Dich chibt thu dugc theo cach nay duge phan tich vé thanh phan
axit amin cta né trong didu kién HPLC dugc mo ta trong vi du 1. Két qua phan tich
duoc thé hién trong bang 4. Dich chiét dwoc co dudi ap sudt giam dé cho téng ndng dd
cua 17 loai axit amin dugc li€t ké trong bang 4 b?mg 1%, theo d6 thu duoc dich ¢6 tra

xanh chtta valin.

Bang 4
Asp Glu Ser Gly His Arg Thr Ala Pro
Mg/L 51,1 76,0 40,1 17,6 27,1 141,9 | 41,2 46,6 48,8
Theanin | Tyr Val Met lle Leu Lys Phe
Mg/L 175,8 82,2 49,8 95,2 36,1 112,4 57,8 97,4

L4 tra xanh khong qua sao (14 tra Yabukita tho dugc hdi trong vong thit ba cua
vu mua) duge phun va tim bang cach khudy véi dich dic tra xanh chira valin véi ty 18
khéi lugng cta 14 tra véi dich ddc chira valin bang 1:0,2. Sau d6, 14 tra dugc lam kho

bing cach sao trong diéu kién duéi day dé tao ra 14 tra gidu valin.
- Méy sao: TR-10 dugc san xuét béi Terada Seisakusho., Ltd.

- Nhiét do cta tréng: 200°C

- T8¢ d6 ctia tréng: 12 vong/phit

- Thoi gian sao: tir 15 dén 20 phat

- Nhiét 36 sao: 150°C

(2) San xuét ca d6 ubng tir tra xanh déng goi san

L4 tra giau valin thu dugc ¢ trén theo diém (1) va 14 tra Sencha (dugc hai
trong vong thir nhét ctia vu mua) dugc tron véi ty 18 khéi luong 5:95 dé tao ra hdn hop

14 tra. H3n hop 14 tra nay dugc xir Iy chiét bing lugng nudce (& nhiét d6 40°C) gap
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khoang 30 14n. Sau khi diéu chinh d6 pH dén 6,4 biang cach st dung chat diéu chinh d6
pH, sau d¢ ti€t tring béng nhiét, 500 mL dd uéng duogc dong vao chai PET, nho d6 dd

udng tir tra xanh déng géi sin duge san xuat.

P uéng thu dugc duoc dinh lugng vé ham lugng catechin va cac axit amin

(valin, methionin) ctla n6 va cling dugc dem di danh gid cdm quan.

Két qua duogc thé hién trong bang 5. D6 ubng tir tra xanh di san xudt ¢ thé
ubng duge nhiéu 13 do né ¢6 mui hdp gidm, va hwong thom va mui vi théa man nhu
duoc thé hién trén Fig.1. Ngay ca khi db ubng duoc bao quan & trang thai lanh dugc dé
yén & nhiét d6 binh thuong va sau d6 dugc udng & trang thai 4m, d6 ubng nay van c6
huong thom ngot va vi kokumi cling nhu huong sau miii, va do d6 duy tri duoc vi tinh

khiét cia n6 ngay ca ¢ trang thai am.

Bang 5
D6 udng tir tra xanh
Catechin (a) [ppm] 305
Valin (b) [ppm] 7,9
Methionin (c) [ppm] 0,9
Theanin (d) [ppm] 20
Vi tinh khiét 4,8
Huong sau miii 4,4
Vi kokumi tiéu biéu cua tra 4,2
Vi dang 1,8
Dbénh gia chung ©

Viduy5

B4 sung theanin (Suntheanin U001 dugc san xuat béi Taiyo Kagaku Co., Ltd.)
vao dd udng tir tra c6 lugng catechin thp s6 2 (miu ddi ching) duoc san Xudt trong vi
du 1 d thu duoc d6 udng tir tra xanh déng goi sén c6 céc ty 1& theanin/methionin khac
nhau (sb 16 dén s6 20). Cac d6 ubng nay duoc dinh luong vé ndng do catechin va cac
axit amin (theanin, methionin, valin) ctia né. Ngoai ra, d6 ubng ciing duoc thir nghiém
uéng bdi nim ngudi tham gia thir nghiém. Viée danh gia dugc thuc hién theo ti€u

chudn duéi day vé vi kokumi va vi ddng/khic thudng.

Tiéu chuan danh gia
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5: vuot troi dang ké so voi mau doi ching, 4: tot hon miu d6i chimg, 3: twong
duong mau dbi ching, 2: it t6t hon so véi miu doi chimg, va 1: kém hon so véi miu

d6i ching. Diém dénh gia dugc 14y trung binh.
Déanh gia chung

©: tbt hon déng ké so v6i miu dbi ching, O: t&t hon miu dbi ching, A:
twong duong mau ddi chimg, X: it tbt hon miu déi chimg. Két qua ctia mdi d6 udng
dugc chi ra bdi viée danh gia duge thuc hién boi sb lvong nguoi tham gia thr nghi€ém
16n nht.

Ngoai ra, d6 udng thu dugc, sau khi duge bio quan & nhiét do 37°C trong thoi
gian 4 tudn, dugc danh gid vé mui vi cia né theo tiéu chudn duéi day, voi mbi trong sb
cac d6 udng nay dugc bao quan & nhiét d6 5°C trong thoi gian 4 tudn dugc str dung
lam mAu déi ching: O': tuong duong miu dbi chiing, va X : kém hon so v6i mau ddi
chimg. Két qua cia mdi d6 ubng dugc chi ra boi viée danh gia dugc thuc hién bai sb
luong ngudi tham gia thir nghiém 16n nhat.

Két qua danh gia

Két qua duoc thé hién trong bang 6. DS udng (s6 16 dén s518) dugc san xuét
bing cach bb sung theanin véi ndng d6 khong 16n hon 50 ppm vao 6 udng chira valin
v6i ndng d6 ndm trong khoang tir 0,5 dén 100 ppm tinh trén tdng lugng db ubng, co su
ting cudng hon vé vi kokumi trong khi van duy tri dugc vi tinh khiét ctia db udng tir
tra ¢6 lugng catechin thép, va cling dat yéu cdu v& mui vi. b uéng (sé 19, s6 20) ¢6
theanin dugc bd sung vao d6 voi néng d6 vuot qua 50 ppm tao ra mot chut cam giac
v& mui hép gay ra bdi bude tiét tring bang nhiét, va duge danh gia 1a kém vé vi tinh
khiét so v6i dd udng dbi chimg. Hon nita, dugc goi y 13 ¢6 it thay ddi vé mui vi khi
bao quan trong thoi gian dai ¢ nhiét 4o binh thuong, khi ty 1€ cia methionin (¢) so voi
theanin (d) ((c)/(d)) trong d6 udng tir tra dugc diéu chinh nim trong khoéang tir 0,035
dén 0,200.

Béang 6
S62 S6 16 S6 17 S6 18 S6 19 S6 20
Catechin (a) [ppm] 300 300 300 300 300 300
Valin (b) [ppm] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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Methionin (c) [ppm] 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
Theanin (d) [ppm] 12,5 19,0 25,0 50,0 100,0 130,0
(©)/(d) 0,304 | 0,200 | 0,152 | 0,076 | 0,038 0,029
Vi tinh khiét 3,9 3,9 3,9 3,8 3,2 2,6
Huwong sau mi 3,3 3,5 3,7 3,5 3,0 3,0
Vi kokumi tiéu biéu cua tra 3,3 4,0 4,2 3,5 3,2 4,0
Vi dang 3,7 3,8 4,0 4,0 3,5 3,7
Panh gia chung _ © © (0] A A
Mui thom sau khi bao quan X 0 0] (0] 0] X
Vidu6

Db ubng tir tra c6 lwong catechin thip sb 17 dugc san xut trong vi du 5 dugc
bd sung valin theo cich gibng nhu trong vi du 1 dé bang cach nay thu duoc cac dd
ubng tir tra xanh déng gdi sin khac nhau. Db ubng da chudn bi dugc phan tich va duge
danh gia theo cach gidng nhu trong vi du 1. Két qua dugc thé hién trong bang 7. Viée
bd sung valin v&i ndng d6 khong 16n hon 100 ppm tinh trén tdng lwong dd ubng dén

dén sy tang cuong khong chi vé vi kokumi ma ca huong sau miii.

Bang 7

S6 17 S6 21 S6 22 S6 23*
Catechin (a) [ppm] 300 300 300 300
Valin (b) [ppm] 0,5 1,0 90 110
Methionin (c) [ppm] 3,8 3,8 3,8 3,8
Theanin (d) [ppm] 25,0 25,0 25,0 25,0
(e)/(d) 0,152 0,152 0,152 0,152
Vi tinh khiét 4,3 4,2 4,1 3,2
Huong thom dau 4,3 4,2 4,1 4,0
Huong sau miii 3,8 4,5 4,7 4,7
Vi kokumi tiéu biéu ctia tra 3,5 4,5 4,7 4,8
Vi ding/khac thuong (mii kho chiu) 4,0 3,8 3,0 1,0
Panh gia chung o © © X
*) tham chiéu

Vidu7
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B4 sung valin vao dd ubng tir trd Sencha c6 ban trén thi trudong chira céc thanh
phz‘?m thom, linalol va phenylaxetaldehyt, va dd dugc déng chai PET (sé 24; miu dbi
ching) (c6 ham luong catechin bang 360 ppm) theo cach gibng nhu trong vi du 1 aé
thu duogc dd udng chira 0,5 ppm valin (s6 25). Dd ubng thu duoc duge bd sung timg
giot axit phosphoric véi ndng d6 ndm trong khoang tlr 0 dén 18,1 mg/100 mL dé tao ra
b uéng tir tra xanh (s6 26 dén sb 30) c6 cac ndng d9 axit phosphoric khac nhau nhu
dugc thé hién trong bang 1. Db udng dugc san xuét trong vi du ndy dugc dinh luong
vé ndng do6 catechin va axit amin cta né theo cach giéng nhu trong vi du 1. D4 uéng
nay cling dugc phan tich vé ndng d9 axit phosphoric va thanh phin thom (linalol va

phenylaxetaldehyt) ciia n theo cac quy trinh duge m6 ta dudi déy.
Xéc dinh ndng d6 axit phosphoric

Viéc dinh lugng néng do axit phosphoric cta dd uéng duge thuc hién bing
cach st dung hé thng dién di mao quén ctia Agilent (HPCE).
X4c dinh thanh phin thom

Thanh phén thom ctia d ubng tir tra dwoc phan tich béang cach str dung phép
séc ky khi ghép khéi phd (GC/MS) va duge dinh luong bing cach sir dung phuong
phép bd sung tidu chudn. Viée xur Iy so bd duge thyc hién bang cach st dung phuong
phap SBSE (stir bar sorptive extraction: chiét hép thu bang thanh khudy): viéc khudy
duoc thuc hién bz"mg Twister (thanh khqu dugc boc polydimetylsiloxan; dugc san
xuét bdi GERSTEL K.K.) dé hép phu va c6 cac thanh phan dugc quan tim. Cac miu
phén tich duoc didu chinh nhu sau: thé tich mAu: 50 mL, nhiét d6 hip phu: 25°C (nhiét
do trong phong), va thoi gian hép phu: 120 phit. Diéu kién phan tich nhu sau.
Diéu kién cia TDS (thermo desorption system: hé théng giai hip nhiét):
- Hé théng: GERSTEL TDS
- Nhiét do giai hép: 35°C (1 phat) dén 250°C (60°C/phit, duoc giit trong thoi gian 5
phut)
- Nhiét d6 dau vao: -90°C dén 250°C (10°C/gidy, dugc giit trong thoi gian S phut)
Diéu kién GC/MS:

- Hé thdng: Agilent GC 6890, MSD 5973N
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- C6t: Inert Cap pure-WAX (30 m % 0,25 mm L.D. x 0,25 pm 46 day cua mang)
- Nhiét d6 cot: 40°C (5 phiit) dén 260°C (10°C/phut, dugc git trong thoi gian 13 phut)
- Ché d6 khong chia: 5 phat
- Luu lugng cta cot: 1,2 mL/phut
- Nhiét d6 dudng truyén: 260°C
- Nhiét d6 ngudn ion: 230°C
- Nhiét 4 bbn cyc: 150°C
- Ion dung d& dinh lwong: phenylaxetaldehyt (m/z = 91)
Dénh gia cam quan
Ngoai ra, d6 ubng dugc dua qua thir nghiém ubng duoc tién hanh béi nim

ngudi tham gia thir nghiém. Viée danh gia dugc thyc hién theo tiéu chun duéi day vé
huong thom dau, huong sau miii, va vi kokumi.
Tiéu chudn danh gia

5: vuot troi dang ké so véi mAu dbi chimg, 4: t5t hon mau déi ching, 3: tuong
duong mau d6i chung, 2: it t5t hon so v6i miu d6i ching, va 1: kém hon so véi mau
dbi ching. Pim d4nh gia dugc 14y trung binh.
Danh gia chung

©: tét hon déng k& so véi mau dbi ching, O: t6t hon mau dbi ching, A:
twong duong mAu di chimg, X: it tot hon mAu dbi ching. Két qua clia mi dd udng
duoc chi ra boi viée danh gid duge thyc hién bdi ) luong nguoi tham gia thir nghiém
16n nhét.
Két qua dénh gia

Két qua dugc thé hién trong bang 8. Do ubng tir tra xanh duoc san xuit bang
cach két hop tr 2,5 dén 15 mg/100 mL (t6t hon 1a tir 2,5 dén 6,0 mg/100 mL) axit
phosphoric trong d5 udng tir tra c6 lugng catechin thip chira khoang tir 0,5 dén 100
ppm valin la manh vé dac trung huong vi cta 14 non dang phat trién cta cdy tra xanh,
va khong c6 vi déng, vi chat, va vi khé, va c¢6 vi tuwoi mat. bd uéng tr tra xanh chira

axit phosphoric véi lugng khong nho hon 20 mg/100 mL 1a qua manh vé vi chua dé
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Béang 8

S624* | S625 S6 26 S6 27 S6 28 8629 S6 30
Catechin (a) [ppm] 360 360 360 360 360 360 360
Valin (b) [ppm] 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin (c) [ppm] 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Theanin (d) [ppm] 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2
(©)/(d) 0,488 0,488 0,488 0,488 0,488 0,488 0,488
Axit phosphoric (e) 1,9 1,9 2,5 3,0 6,0 12,0 20,0
[mg/100mL]
Linalol (f) [ppb] 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Phenylaxetaldehyt 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(g) [ppb]
Huong thom déau _ 3,1 4,3 43 4,4 4,5 3,2
Huong sau miii B 4,0 4,1 4,1 4,1 4,1 4,0
Vi kokumi tiéu biéu _ 3,5 4,0 4,1 3,6 3,5 2,8
clatra
Panh gié chung _ 0] © © © o) A

*) tham chiéu

Vidu8

B4 sung timg giot linalol véi luong tir 2,2 dén 107,2 ppb vao db udng tir tra
xanh sb 27 dugc san xudt trong vi du 7 va dd udng (s6 31 dén sb 33) thu duge duoc
dénh gia vé huong thom va mui vi ciia n6. Viéc danh gia duogc thyc hién béi ndm
ngudi tham gia thir nghiém cé chuyén mon theo ti€u chuén dudi day: O: vuot trdi so
v6i dd udng s6 27, A: twong duong véi dd udng sb 27, va X: kém hon so véi db
ubng sb 27. Két qua ctia mbi d6 udng duoc chi ra bai viéc danh gia duoc thuc hién boi

sé luong ngudi tham gia thir nghiém 16n nhét.

Két qua duoc thé hién trong bang 9. DS ubng chira linalol véi ndng do nim
trong khoang tir 3 dén 100 ppb c6 su ting cudng vé huong thom, tao ra mic d6 cam
nhin huong thom con lai (huong kéo dai dugc cdm nhén sau khi 5 ubng dugc nubt)
va huong sau miii manh. Tuy nhién, d6 ubng nay c6 xu hudéng c¢6 mui vi nhan tao nhe,
v& ban chat, kha khac véi mui vi ty nhién cta tra. Xem xét két qua cua vi du nay, cung

vGi két qua cta vi du 7, c6 thé ket luan 1a tot hon 1a khong bod sung chét tao mui vi vao
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d6 udng chira mot lugng valin x4c dinh, va viéc bd sung mét lugng xéc dinh cua axit

phosphoric 12 hitu dung dé tdng cudng mui vi von c6 cua tra mot cach tu nhién.

Bang 9
8627 | S631 S632 | S633
Catechin (a) [ppm] 360 360 360 360
Valin (b) [ppm] 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin (c) [ppm] 4,0 4,0 4,0 4,0
Theanin (d) [ppm] 8,2 8,2 8,2 8,2
(c)/(d) 0,488 0,488 0,488 0,488
Axit phosphoric (e) [mg/100mL] 3,0 3,0 3,0 3,0
Linalol (f) [ppb] 2,8 5,0 90,0 110,0
Phenylaxetaldehyt (g) [ppb] 0,1 0,1 0,1 0,1
Thir nghiém udng _ o 0 A
Vidu9

B sung phenylaxetaldehyt vao db udng tir tra xanh sb 25 dugc san xuét trong
vi du 7 (mlu dbi ching) dé thu dugc dd udng tir tra xanh c6 cac ham lugng
phenylaxetaldehyt khac nhau (s6 31 dén s6 33), va @6 udng nay duoc dua qua thir
nghidm udng dugc tién hanh béi nAm ngudi tham gia thir nghiém. Viéc danh gia duoc
thuc hién theo tidu chuén dudi day vé huong thom dau, huong sau mdii, va vi kokumi.
Tiéu chudn danh gia

5: vuot trdi dang k& so véi mAu dbi ching, 4: t6t hon mau dbi ching, 3: twong

duong mAu dbi chimg, 2: it tot hon so v6i mau ddi ching, va 1: kém hon so véi miu

déi chimg. Diém danh gia dwoc 14y trung binh.
Dénh gi4 chung

©: tbt hon dang ké so véi miu dbi ching, O: t6t hon mdu ddi ching, A:
tuong duong miu dbi chimg, X: it tbt hon mau ddi chiing. Két qua ctia mdi d6 udng
duoc chi bdo boi viée danh gia duge thuc hién bdi ) lugng nguodi tham gia thir

nghiém 16n nhét.

Két qua duoc thé hién trong bang 10. Db udng ddi chimg (s 25) chira nhd
hon 0,2 ppb phenylaxetaldehyt dugc danh gid béi mot s6 ngudi tham gia thir nghiém
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14 huong thom yéu va vi hoi nhat, nhung d6 udng tir tra xanh (s6 31 dén sb 33) chia
phenylaxetaldehyt véi ndng d6 ndm trong khoang tir 0,2 dén 1,0 ppb c6 su ting cudng
vé huong thom dic trung cia tra (vi dy, huong thom ddu (hwong vi lan tda trong
khoang miéng khi db ubng dugc dua vao trong miéng); huong sau mii (hwong kéo dai
duoc cam nhén sau khi d6 udng dugc nubt)) ma khong tao ra cam nhén la. Cu thé 13,
d6 udng chira linalol (f) va phenylaxetaldehyt (g) v6i ty 1& (theo khéi luong) ((H/())
nim trong khoang tir 9 dén 20 gidu huong thom ngot va tao ra mirc d6 cam nhan cia
toan bd co thé tran dy vi ngot va vi umami. DS udng (s6 33) c6 ty 18 (£)/(g) nho hon 9

thi€éu huong thom tuoi méi so véi do uong so 31 va so 32.

Bang 10

8625 S6 31 8632 8633
Catechin (a) [ppm] 360 360 360 360
Valin (b) [ppm] 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin (c) [ppm] 4,0 4,0 4,0 4,0
Theanin (d) [ppm] 8,2 8,2 8,2 8,2
(c)/(d) 0,488 0,488 0,488 0,488
Axit phosphoric (e) [mg/100mL] 1,9 1,9 1,9 1,9
Linalol (f) [ppb] 2,8 2,8 2,8 2,8
Phenylaxetaldehyt (g) [ppb] 0,1 0,2 0,3 0,5
®/(g) 28 14 9,3 5,6
Huong thom dau B 3,5 3,6 4,0
Huong sau miii _ 4,0 4,0 3,6
Vi kokumi tiéu biéu cua tra B 3,6 3,6 3,1
Pénh gia chung _ 0] (0] A

Vidu 10

B4 sung linalol vao db ubng tir tra xanh (s 33) dugc san xudt trong vi du 9 dé
thu duoc dd udng tir tra xanh ¢ cdc ham lugng linalol khéc nhau (s6 34 dén sb 37).
D ubng tir tra xanh nay dugc danh gia theo cach gidng nhu trong vi du 9, véi d6 udng

tir tra xanh sb 25 dugc sir dung lam méu ddi ching,

Két qua dugc thé hién trong bang 11. D4 udng tlr tra xanh chira linalol (f) véi
ndng d6 ndm trong khoang tir 0,2 dén 1,0 ppb, va phenylaxetaldehyt (g) véi ndng do
nim trong khoang tir 2,8 dén 10,0 ppb, va cé ty 1€ (H/(g) bang tir 9 dén 20, ¢6 kha
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nang udng dugc nhi€u la do ndé c6 mui thom ctia hoa d€ ngudi udng cd the tiep tuc

uong nd ngay ca & trang thai am ma van cadm thay sang khoai.

Bang 11

625 S633 S6 34 S6 35 S636 | S637
Catechin (a) [ppm] 360 360 360 360 360 360
Valin (b) [ppm] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin (¢) [ppm] 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Theanin (d) [ppm] 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2
(c)/(d) 0,488 0,488 0,488 0,488 0,488 0,488
Axit phosphoric (e) [mg/100mL] 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
Linalol (f) [ppb] 2,8 2,8 5,0 7,5 10,0 20,0
Phenylaxetaldehyt (g) [ppb] 0,1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
®H(g) 28 5,6 10 15 20 40
Huong thom dau B 4,0 4,6 4,6 4,6 2,8
Huong sau miii _ 3,6 4,0 4,1 4,0 3,6
Vi kokumi tiéu biéu ciia tra B 3,1 3,6 3,6 3,6 3,1
Danh gid chung _ A O (0] (0] A

Vidull

D) ubng dbi chimg duoc san xudt trong vi du 7 (s6 25; chira 7,0 ppm rafinoza
va 2,8 ppm stachyoza) duoc bd sung oligosacarit ctia ¢l cai duong (cé it nhit 98%
ham lugng rafinoza; dugc san xuét boi Nichiei, K.K.), va hdn hop thu duoc duoc tiét
tring bang cach gia nhiét theo cach gidng nhu trong vi du 1 dé thu dugc db udng tir tra
xanh dong gbi sén ¢ céc thanh phén va ndng d6 oligosacarit (sb 38 dén s 40) khac
nhau. DS ubng tir tra ndy duge dua qua thir nghiém ubng duge tién hanh boi nam
nguoi tham gia thir nghi€m. Viéc danh gia dugc thuc hién theo tiéu chuén dudi day, vé

vi tinh khiét, huong thom dau, huong sau mii, vi kokumi ti€u bi€u cia tra, va vi dang.
Tiéu chuan danh gia

5: vuot troi déang ké so v6i miu ddi ching, 4: t6t hon miu ddi ching, 3: twong
duong miu dbi ching, 2: it t6t hon so véi miu dbi ching, va 1: kém hon so v6i mau

ddi chung. Piém danh gia dwoc 14y trung binh.
Danh gia chung

©: t6t hon dang k& so v6i miu dbi ching, O: t6t hon miu dbi ching, A:
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twong dwong miu dbi chimg, X: it tbt hon mAu ddi chimg. Két qua ctia mdi db uéng
dugc chi ra boi viée danh gia dugc thuc hién boi sb lugng nguodi tham gia thir nghiém
16n nhat.

Két qua duoc thé hién trong bang 12. Db udng tir tra chira rafinoza va
stachyoza v6i tdng luong nim trong khodng tir 10 dén 100 ppm khong c6 vi khé chiu
trong no, duy tri duqc dic trung cua vi tinh khiét cta d6 uéng tir tra cd lugng catechin
thap, va c6 su ting cudong vé& huong sau mili va vi kokumi. Cu thé 13, d6 udng tir tra c6
ty 18 cta téng khdi lwong rafinoza va stachyoza trén catechin (a) (((h)*+(i))/(a)) khong
nho hon 0,04 ¢6 huong thom va mui vi hdo hang ngay ca & trang thai 4m & nhiét do
binh thuong.

Bang 12

8625 8638 S639 | S640
Catechin (a) [ppm] 360 360 360 360
Valin (b) [ppm] 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin (c) [ppm] 4,0 4,0 4,0 4,0
Theanin (d) [ppm] 8,2 8,2 82 8,2
(c)/(d) 0,488 0,488 0,488 0,488
Axit phosphoric (e) [mg/100mL] 1,9 1,9 2,5 3,0
Rafinoza (h) [ppm] 7,0 12,0 90,0 110,0
Stachyoza (i) [ppm] 2,8 2,8 2.8 2,8
(h)+(i) 9,8 14,8 92,8 113,8
((h)+(1)/(a) 0,027 0,041 0,258 0,316
Vi tinh khiét _ 3,6 3.6 1,8
Huong sau mili _ 3,2 3,3 2,0
Vi kokumi tiéu biéu ciia tra B 3,5 3,8 2,5
Vi ding _ 3,8 4,5 4,8
Panh gia chung _ (0] © A
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YEU CAU BAO HQ

1. D udng tir tra xanh déng gbi sin chira cac thanh phan (a) dén (c) dudi day:

(a) catechin véi luong tir 50 dén 400 ppm,

(b) valin véi lwong tir 0,5 dén 100 ppm,

(¢) methionin véi lwong tir 0,1 dén 4,0 ppm.
2. Dd ubng theo diém 1, trong d6 d udng nay chira valin véi lugng tir 1,0 dén 90 ppm.
3. Db ubng theo diém 1 hoic 2, trong d6 d6 udng nay con chira (f) linalol vé&i lwong tir
2,8 dén 10 ppb va (g) phenylaxetaldehyt véi lugng tir 0,2 dén 1,0 ppb.
4. D3 ubng theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ty 18 khdi lugng
ctia methionin véi valin ((¢)/(b)) khong 16n hon 5.
5. Dd ubng theo didm bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 d6 ubng niy con
chira (h) rafinoza va (i) stachyoza, va co tdng luong rafinoza va stachyoza ((h)+(i))
trong dd ubng tir tra nay nim trong khoang tir 10 dén 100 ppm.
6. Db ubng theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 lugng db ubng

nim trong khoang tir 350 mL dn 1000 mL.
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Hwong thom ngot dugc cam
“nhan ngay sau khi d ubng
/ dugc dwa vao trong miéng
/!

Vi kokumi va vj ngot cling nhw
vj tinh khiét cla tra

miéng dén mi

Hwong sau mi kéo dai qua

» Thoi gian
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